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Resumo

A pera Rocha do Oeste DOP, Pyrus communis L., € uma variedade de pera, nativa de Portugal. Os
frutos podem ser armazenados durante varios meses, em diferentes atmosferas. Ao longo da
conservacao, quer pelas caracteristicas do fruto, quer pelas atmosferas utilizadas, podem desenvolver-

se problemas fisiolégicos nas peras, como acastanhamentos internos e escalddo superficial.

O objetivo deste trabalho é a identificacdo e quantificacdo de compostos volateis presentes nas
atmosferas de armazenamento e conservacédo de pera Rocha, ao longo do periodo de permanéncia
dos frutos nas cdmaras, e associa-los ao estado fisiolégico dos frutos. Esta identificacdo e quantificacéo
foi realizada recorrendo a um cromatégrafo gasoso (acoplado com detetor por espetrometria de massa
— GC-MS — e com detetor por ionizagao de chama — GC-FID). Para a quantificacdo dos volateis foram

elaboradas retas de calibracdo para os mais abundantes.

Foi realizada uma caracterizacéo fisico-quimica dos frutos, quer a colheita, quer no final do periodo
de armazenamento depois de sujeitos a atmosferas de conservacéo diferentes, de modo a avaliar o
efeito das mesmas nos acidentes fisioldgicos. Os compostos volateis produzidos pelas peras foram
analisados a partir da atmosfera do exsicador durante o periodo shelf-life, ap6s saida da conservacao,
e da atmosfera da camara ao longo do periodo de conservagdo. Dada a concentragdo reduzida dos
compostos volateis nas atmosferas, recorreu-se a utilizacdo de quatro zedlitos para a sua adsorcgédo e
concentracdo. Ao longo das analises realizadas por GC-MS aos volateis produzidos por pera Rocha,
foram detetados 29 compostos, dos quais oito sdo pertencentes ao grupo dos alcoois, seis aos
aldeidos, cinco as cetonas e trés aos ésteres, entre outros. Os compostos mais abundantes nas
atmosferas pertencem a familia dos alcoois, com uma abundéncia relativa superior a 70% em qualquer
das situacBes analisadas. De realcar que, nas atmosferas analisadas, foram observadas maiores
concentracfes de etanol, acetaldeido e acetona. Foi também realizada uma monitoracdo da
concentracao de etileno em diferentes camaras ao longo do periodo de conservacao, por GC-FID. As
concentragdes de etileno obtidas no inicio da campanha de 2021/2022 séo inferiores as obtidas no final
da campanha 2020/2021, pelo facto de uma andlise corresponder ao final do periodo de conservacao
e a outra no inicio do mesmo. Apesar das semelhancas nas quantidades adsorvidas, foi possivel
constatar que o zedlito NaY, da UOP, &, por norma, o adsorvente que mais etileno concentrou, assim
como outros compostos volateis. O presente estudo indica que a mordenite utilizada ndo sera uma boa
escolha para a remocéo de etileno das camaras, uma vez que, por norma, € o adsorvente que menos
concentra este composto. Nao foi possivel associar o estado fisioldgico das peras com os compostos
volateis produzidos, pois seria necessario um maior numero de amostras de pomares, de atmosferas

e mais tempo de andlise de modo a ser possivel fazer uma analise multifactorial.

Palavras-chave: Pera Rocha, etileno, compostos volateis, GC-MS, GC-FID, atmosferas de
conservacao, 1-MCP, zedlitos, shelf-life, NaY, 5-A, CBV 10-A.



Abstract

Pera Rocha do Oeste DOP, Pyrus communis L., is a pear variety native from Portugal. The fruits can
be stored for several months during conservation, in different atmospheres, and physiological problems
can occur, either due to its characteristics or the atmospheres used, such as internal browning and
superficial scald.

The objective of this work is to identify and quantify the volatile compounds produced by the Rocha
pears throughout its permanence in the conservation chambers, and to associate them with the
physiological state of the fruits. The identification and quantification were carried out using a gas
chromatograph, with mass spectrometry detector (GC-MS) and with flame ionization detector (GC-FID).

Calibration curves were prepared for the most abundant volatiles.

A physical-chemical characterization of the fruits was carried out, both at harvester and at the end of
the storage period, after being subjected to different conservation atmospheres. The volatile compounds
produced by pears were analysed not only in the shelf-time period, in a desiccator after removal from
conservation, but also in a chamber throughout the conservation period. Given the low concentration of
volatile compounds in the conservation chambers, four zeolites were used for the adsorption and
concentration of volatile compounds. During the analyses carried out by GC-MS, 29 compounds were
detected, eight of which belonging to the alcohols group, six to aldehydes, five to ketones and three to
esters, among others. The most abundant compounds were alcohols, with a relative abundance higher
than 70% in all of the analyses performed. Monitoring of ethylene concentration in different chambers
throughout the conservation period, at the end of the 2020 harvest and at the beginning of the 2021
harvest, was also carried out by GC-FID. The ethylene concentrations obtained in the 2021 harvest are
lower than those obtained in the 2020 harvest, since one analysis was carried out at the end of the
conservation period and another at the beginning of it. Despite the similarities, it was possible to verify
that the zeolite NaY, from UOP, is the adsorbent that generally concentrated more ethylene, as well as
other volatile compounds. It was also concluded that the mordenite used is not the best choice for
ethylene removal. It was not possible to associate the physiological state of the pears with the volatile

compounds produced, as more samples would be needed.

Keywords: Rocha pear, volatile compounds, GC-MS, GC-FID, conservation atmospheres, 1-MCP,
zeolites, shelf-life, NaY, 5-A, CBV 10-A.
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1. Introducéo

A pera Rocha do Oeste € uma variedade portuguesa de pera, que € reconhecida com Denominagéo
de Origem Protegida (DOP), certificando a qualidade do produto e as regras sob as quais € produzida,
num determinado territdrio, sendo neste caso o Oeste do pais. Esta regido, compreendida entre Sintra

e Pombal, é a razdo para a pera Rocha ser intitulada pera Rocha do Oeste. [1]

Apesar de ser um produto possivel de ser armazenado durante varios meses, ao longo da
conservacao, quer pelas caracteristicas do fruto, quer pelas atmosferas utilizadas, podem ser
originados problemas fisioldgicos no fruto, como acastanhamentos internos e escaldéo superficial. Com
o intuito de compreender a fisiologia e as vias bioquimicas do fruto que condicionam a sua maturacao
e conservacgdo, de melhorar as tecnologias pés-colheita existentes e de fazer vigilancia tecnol6gica de
forma a garantir uma fruta de qualidade ao consumidor, nomeadamente através do armazenamento a
longo prazo, o RochaCenter foi criado. O RochaCenter — Centro de Pés-Colheita e Tecnologia, A.C.E.,
€ um agrupamento de empresas que, no seu conjunto, produzem cerca de 85% da producgao nacional
organizada de pera Rocha. O centro foi constituido em outubro de 2017, e é o primeiro centro privado
de pés-colheita em Portugal e disp6e de uma instalacédo piloto para ensaio de diferentes tecnologias
de pés-colheita no armazenamento e conservagao dos frutos. Tem ainda a capacidade de realizar um
conjunto de analises de forma a avaliar os frutos e as suas caracteristicas, relacionando-as com as
diferentes atmosferas de armazenamento e de outros tratamentos pds-colheita que possam ser

realizados.

O objetivo deste trabalho é a identificacdo e quantificacdo dos compostos volateis presentes nas
camaras de armazenamento e conservacao de pera Rocha, ao longo do periodo de permanéncia da
fruta nessas caAmaras. Pretende-se associar 0s volateis presentes ao estado fisioldgico da pera Rocha,
com o objetivo final de, em ambiente industrial, ter uma ferramenta de decisédo para a abertura das
camaras. Esta identificacdo e quantificacdo sera realizada recorrendo a um cromatografo gasoso (GC),
acoplado com um detetor por espetrometria de massa (GC-MS) e com um detetor por ionizacdo de
chama (GC-FID). Para tal, otimizaram-se métodos de analise para cada uma das técnicas referidas,
tendo como base trabalhos anteriormente elaborados. Determinou-se quais os melhores zedlitos a
utilizar, e otimizou-se também o método de desorcdo dos compostos. As amostras foram retiradas,
semanalmente, de quatro camaras com atmosferas de conservacdo diferentes, nomeadamente
apresentando diferentes valores de oxigénio. Foi ainda analisada a libertacdo de volateis durante o
periodo de shelf-life, que corresponde ao periodo em que as frutas sao colocadas a uma atmosfera
normal e & temperatura ambiente, de forma a simular as condigfes em que s&o sujeitas durante a

cadeia de distribuicdo ao consumidor.

O presente trabalho também estd enquadrado no projeto Nano4Fresh — Nanomaterials for an
environmentally friendly and sustainable handling of perishable products, (PRIMA/0016/2019), que visa

otimizar o processo de conservacdo, erradicando a aplicacdo de produtos quimicos em tecnologias



pés-colheita. Assim, o controlo do amadurecimento do fruto é feito através da remog&o reversivel de

compostos volateis, nomeadamente o etileno, pelo uso de adsorventes, tais como zedlitos.



2. Revisao da Literatura

2.1. Pera Rocha

A pera Rocha, Pyrus communis L., € uma variedade de pera, nativa de Portugal, com DOP. Portugal
€ atualmente o quinto maior produtor de pera, sendo a pera Rocha a quarta maior variedade cultivada
na Uni&o Europeia [2]. Em Portugal, a pera Rocha representa mais de 95% da produgéo nacional de
pera, sendo produzida maioritariamente nas regifes do Ribatejo e do Oeste (Figura 1). SO a producao
dos concelhos de Bombarral, Cadaval, Caldas da Rainha e Lourinha representa cerca de 70% da
producéo total de pera Rocha [3], [4].

Figura 1 — Identificagcao da distribuicéo geografica dos concelhos de producgédo de pera Rocha. Adaptado de

(3], [4].

A denominacao de pera Rocha estéd associada a sua origem, a “Fazenda do Rocha”, na zona da
Ribeira de Sintra, concelho de Sintra, no inicio do século XIX. Pedro Anténio Rocha, proprietario da
fazenda, afirmava que nela havia uma pereira cujos frutos apresentavam um sabor Gnico e, nos meses
de setembro, organizava visitas a propriedade para a populacdo provar o fruto. Desde entdo, em
homenagem ao proprietario, o fruto passou a ser denominado como “pera do Rocha” (Figura 2), tendo

evoluido para, simplesmente, pera Rocha. [5]



Figura 2 - Exemplar de pera Rocha. RochaCenter.

Tradicionalmente, a colheita da pera Rocha é realizada a partir da segunda metade do més agosto.
As condi¢cdes ambientais da regido Oeste, nomeadamente a precipitacdo moderada, a temperatura
amena, a humidade, o reduzido nimero de dias de geada e a existéncia de um verdo ameno e seco,
aliado a proximidade do oceano, conferem a pera Rocha a sua cor, textura e sabor caracteristico, que
faz com que seja dos frutos mais apreciados em Portugal. Para além de ser consumida em larga escala
em Portugal, a pera Rocha é também reconhecida em mercados internacionais. Segundo uma nota
oficial, publicada no site do Governo da Republica Portuguesa em agosto de 2020, produz-se em média
200 mil toneladas anuais de pera Rocha, sendo exportado cerca de 70% da producgéo, que representa
cerca de 80 milhdes de euros de faturacéo. [6], [7]



2.1.1. Conservacdo — Técnicas e problemas fisiolégicos resultantes

A pera Rocha, depois de colhida, deve ser armazenada e conservada recorrendo a diferentes
tecnologias de forma a poder estar disponivel para consumo nos meses seguintes, mantendo as suas
gualidades caracteristicas. Tal € conseguido pela utilizacdo de diferentes tecnologias de pds-colheita
(Figura 3), que visam a reducédo dos processos metabdlicos do fruto ja colhido, ndo afetando as suas

qualidades desejadas, como o0 aroma, o sabor e a textura. [8]

Figura 3 — Instalacao piloto com camaras frigorificas contendo contentores, onde podem ser ensaiadas diferentes
atmosferas de conservagédo. RochaCenter, Bombarral.

As cultivares de peras podem ser divididas em dois grupos: as peras “de Inverno”, que requerem
temperaturas frias para a indugdo da metabolizacdo autocatalitica do etileno, que amadurecem
lentamente e que s&o aptas para um armazenamento prolongado; e as peras “de Verdo”, que néo
necessitam de temperaturas baixas para a producdo de etileno e que amadurecem rapidamente
durante o armazenamento. A pera Rocha é uma cultivar intermédia entre estes dois grupos, pois nao
necessita de temperaturas frias para amadurecer, e porque tem a caracteristica de poder ser
armazenada durante longos periodos, potenciado se houver um cuidado especial durante a apanha,
transporte e acondicionamento dos frutos. [9], [10]

Os frutos podem ser armazenados em atmosferas normais (AN) refrigeradas e com composicao
gasosa de cerca de 78% de N2, 21% de Oz e 0,03% de CO2. A reducdo da temperatura faz com que

se reduza significativamente o metabolismo da fruta. No entanto, se esta conservacao for feita por



periodos prolongados, tem a desvantagem de potenciar a ocorréncia de escald@es superficiais. O
controlo da humidade durante o armazenamento e a sua permanéncia em niveis elevados é importante,
ja que previne a perda de massa por parte dos frutos. E possivel conservar a pera Rocha em AN, em
temperaturas entre 0 °C e 1 °C, durante cerca de cinco meses, sendo uma atmosfera de conservagéo

indicada para frutos mais maduros e para vendas até dezembro. [5], [11]-{13]

O escaldao superficial (ES) é um problema fisiolégico que ocorre nos frutos apdés um periodo
prolongado de armazenamento em AN a temperaturas baixas, manifestando-se por zonas castanhas
na epiderme da fruta (Figura 4), alterando a sua aparéncia e o seu valor comercial. Na pera Rocha,
este fendbmeno, também dependente de fatores pré-colheita, comeca a ser notado depois dos quatro
meses de conservacdo em AN, a baixas temperaturas. Este problema pode resultar de um processo
de sintese, acumulagéo e oxidagdo do o-farneseno — induzido pelas temperaturas baixas, formando
trienos conjugados, que sdo responsaveis pela perturbacao e alteracdo das membranas celulares —
podendo estar também relacionado com a producéo de etileno. A existéncia de antioxidantes naturais
no fruto, como o acido ascorbico, por exemplo, pode ser um fator importante para evitar ou minimizar

o escaldao superficial. [14]-[17]

Figura 4 - Escalddo superficial em pera Rocha. Retirado de [18].

Uma atmosfera que se diferencie da AN, no que diz respeito aos teores dos seus constituintes, &
denominada como atmosfera controlada (AC). Comparativamente as AN, atmosferas com teor
reduzido de oxigénio e mais elevado de dioxido de carbono, em combinagdo com temperaturas baixas
(-0,5 a -1 °C), sédo aplicadas com o intuito de prolongar 0 armazenamento de peras ao longo de varios
meses, Ndo sO por reduzir a respiracao e outras vias metabdlicas, como também prevenir o crescimento
microbiano. No entanto, um menor teor em oxigénio e niveis elevados de dioxido de carbono, face a

AN, podem potenciar o surgimento de zonas acastanhadas no interior da pera, para além da producéo



de aromas e sabores desagradaveis relacionados com a producéo de metabolitos fermentativos. [11],
[12], [16], [19]-[22]

Almeida [2] refere as condices ideais para o armazenamento da pera Rocha em AC. Segundo o
seu trabalho, a temperatura de armazenamento deve estar situada entre -1 e 0 °C, a humidade relativa
deve tomar valores entre os 93 e os 95%, o teor de oxigénio entre os 0,2 e 0,5 kPa e o diéxido de

carbono inferior a 0,7 kPa.

As concentrag8es de oxigénio normalmente utilizadas em AC s&o superiores aos limites fisiol6gicos
dos frutos, de forma a prevenir a fermentacdo em frutas mais sensiveis e, por isso, evitar a perda de
valor comercial do fruto. No entanto, é possivel monitorizar uma concentragdo minima de oxigénio que
ndo cause a passagem de um metabolismo aerébio para um anaerdbio. Esta técnica é praticavel
recorrendo a medigdo de um biomarcador dentro da camara — sendo um exemplo o etanol, por ser o
metabolito final da respiragdo anaerobia — a medida que a concentracdo de oxigénio é
progressivamente reduzida. Assim, a um aumento da concentracdo de etanol dentro da camara
corresponderda um aumento da concentracao de oxigénio, permitindo trabalhar a atmosfera, de forma
dindmica, no limite da respiragcéo aerdbia. A este tipo de atmosfera de conservacao da-se o nome de
atmosfera dinamica (AD). [12], [23]

Foi determinado que, para varias espécies horticolas, o periodo de conservacdo em atmosferas
contendo teores inferiores a 2 kPa de oxigénio aumentava sem efeitos adversos. Assim, definem-se
atmosferas low-oxygen (LO) contendo entre 1,5 e 2 kPa de oxigénio, e ultra-low oxygen (ULO), entre
0,8 e 1,2 kPa [24]. Para além do retardamento do amadurecimento, a conservacao sob estas condi¢cdes
reduz a perda de acidos e aglcares durante a respiragdo, assim como a biossintese de etileno. No
entanto, quando os frutos sédo expostos a estas condi¢cdes durante um periodo de tempo superior ao
suposto, e quanto menor for o teor da atmosfera em oxigénio, maior sdo as incidéncias de acidentes
fisioldgicos, nomeadamente a ocorréncia de acastanhamentos internos. A utilizacdo deste tipo de
atmosferas de conservacdo permite, no entanto, um controlo do ES. Estudos com pera Rocha,
armazenada numa atmosfera ULO, estatica, contendo 0,5 kPa de oxigénio, permitiram concluir a
viabilidade da sua conservacdo durante mais do que oito meses sem a ocorréncia de problemas,
mantendo ainda a qualidade adequada apos 7 dias de shelf-life, a temperatura ambiente. [12], [24]-
[26]

Os acastanhamentos internos (Al) sdo um problema fisiolégico detetavel no interior do fruto, e
podem-se manifestar sob variadas formas. O acastanhamento pode iniciar-se na zona carpelar do fruto,
estendendo-se ao longo do tempo para perto da epiderme, podendo ainda originar cavidades na polpa
(Figura 5). Os fatores que potenciam estes acontecimentos sédo a combinagéo de temperaturas baixas,
valores mais altos de diéxido de carbono e baixos de oxigénio dentro das cdmaras de conservagéo,
levando a dificuldade na permeabilidade gasosa dos frutos e & formacédo de metabolitos provenientes
da fermentacdo alcodlica. Outro fator importante para a incidéncia deste fenomeno fisioldgico é a
acumulacéo, no interior do fruto, de espécies reativas de oxigénio, como o superoxido (O27) ou o
peréxido de hidrogénio (H202), que levam a desnaturacdo das proteinas e a peroxidagdo de lipidos,

com destruicdo das paredes celulares. O mecanismo de defesa das plantas envolve a producéo e
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mobilizacdo de antioxidantes, como o &cido ascérbico, tendo sido verificado que, quando o teor de
acido ascorbico no fruto é inferior a um certo valor limite, o Al é potenciado, estando este valor limite
dependente da variedade de pera. O Al também se verifica com maior intensidade nas frutas com
apanha posterior a data determinada como 6tima. De forma a combater este fendémeno, é recomendado
0 armazenamento a temperaturas baixas imediatamente a seguir a colheita, e diferir a aplicacdo das
condi¢cdes de AC para duas semanas depois. Foi também observado que o pré-tratamento de peras
com diéxido de carbono antes do armazenamento utilizando uma atmosfera LO foi importante para o

aumento do teor de acido ascérbico. [27]-[32]

Figura 5 - Acidentes fisiolégicos internos observados na pera Rocha. A — Core browning; B — White cavity; C —
Necrotic cavity; D — Flesh browning. Retirado de [20].

Num estudo com pera Rocha, a incidéncia de Al foi verificada em 15-20% de peras armazenadas
em AD, utilizando como biossensor o etanol, sendo que ndo foram verificadas incidéncias quando
utilizado um sensor de fluorescéncia de clorofila. Numa continuacdo do estudo, foi concluido que a
incidéncia de Al esta dependente da regulacdo de antioxidantes. A fermentacdo também poderé estar
relacionada com a incidéncia de Al, ndo s6 de forma direta, através da acdo dos metabolitos
fermentativos, mas também de forma indireta, através da desregulamentacao energética do fruto,

dificultando a regeneracéo de acido ascorbico. [33], [34]

Seréa relevante referir o modo como a concentracdo do oxigénio é manipulada, dado que é o principal
ponto divergente em qualquer um dos tipos de atmosfera de conservacéo acima referidos. Para a
remocao do oxigénio, € pratica comum a injecao de nitrogénio, que tera de ser realizada de forma lenta
para prevenir danos nas peras. De forma ao processo ser mais vantajoso economicamente, € comum

a instalagdo de um gerador, de forma a produzir o referido gas no local. [24]



2.1.2. Compostos Volateis

A respiracdo, nos seres vivos, é um processo essencial para a vida, tendo um papel fundamental
para o crescimento, desenvolvimento e reproducdo. Na respiracdo, da-se a oxidagéo de substratos,
nomeadamente aglcares, que origina uma sequéncia de reagbes levando a formacdo de agua e a
libertacdo de diéxido de carbono. Durante esta transformacao, é libertada energia, temporariamente
armazenada sob a forma de trifosfato de adenosina (ATP) ou de outros nucleétidos, podendo estes ser

regenerados constantemente. [35]

Os compostos volateis sdo produzidos em menor quantidade em armazenamentos com teores

baixos de Oz do que em armazenamentos em AN. [36]

Recentemente, Torregrosa et al. [37], observaram que as emissdes de compostos volateis em peras
Conference, armazenadas a temperaturas de 0 °C com humidade relativa de 95% e com baixos teores
de oxigénio (entre 0,4 e 2 kPa), foram substancialmente inferiores quando comparadas com a mesma

variedade de peras, armazenadas a 20°C em AN.

Hendges et al. [38], na quantificacido de compostos volateis produzidos pelas variedades
Conference e Alexander Lucas, também concluiram que a produ¢édo de compostos volateis foi inferior
em peras armazenadas em condigbes ULO, independentemente do seu estado de maturagédo a
colheita. Observaram ainda que a producéo dos compostos volateis estudados foi semelhante em peras
armazenadas em AC (entre 0,7 e 2 kPa O2) e em AN, nédo tendo sido, no entanto, estudados os
metabolitos fermentativos. Foi também verificado que a libertagdo de compostos volateis foi maior em
frutas de uma colheita mais tardia comparativamente a uma primeira colheita, quando ambas sujeitas

a tratamento com 1-metilciclopropeno (1-MCP).

Num outro estudo [39], verificou-se que a producdo de compostos volateis em peras Bartlett é
inferior em condi¢cdes ULO comparativamente a AN, aumentando depois em periodo shelf-life. A
evolucgdo dos frutos no periodo de shelf-life ndo traduz uma diferenca significativas em peras colhidas
na data 6tima e uma semana depois da data comercial. O mesmo se verifica entre 0s compostos

volateis produzidos pelas peras colhidas em semanas diferentes.

Apesar da caréncia de estudos quantitativos dos componentes volateis emitidos pela pera Rocha,
existem alguns estudos onde se realizou uma abordagem qualitativa. Num estudo de Gomes et al. [40],
observou-se que os ésteres, principalmente os acetatos, representam grande parte dos compostos
volateis associados a esta variedade de pera, quando cortada e embalada, sendo que, em condi¢cbes

anaerdbias, o etanol e o acetato de etilo aumentavam as suas concentragdes.

No trabalho de Barbosa [18], realizado no RochaCenter com os mesmos equipamentos (entre 0s
guais o GC-MS) e, em parte, as mesmas amostras de pera Rocha, em condi¢c6es iguais de
armazenamento (campanha de 2020-2021), foram identificados o acetaldeido, o acetato de etilo, o
etanol, o acetato de butilo, o 1-butanol, o acetato de hexilo e 0 1-hexanol como os compostos volateis

em maior expressao.



Os compostos volateis sdo produzidos através de processos metabdlicos e de amadurecimento, e
variam entre espécies [41]. Em atmosferas com baixos teores de oxigénio, a biossintese de compostos
volateis € também regulada pelo fornecimento do precursor e ndo so pela atividade enzimética [36]. Foi
também verificado que, em fases iniciais do amadurecimento de macds, a caréncia de substratos
provenientes da metabolizag&o de acidos gordos e de aminoacidos é um fator limitante para a formacao
de compostos volateis e ndo propriamente as enzimas que catalisam essa formacéo. Esta supresséo
pode ser ultrapassada aplicando tratamentos com precursores de compostos volateis [42]. E, por isso,
necessario compreender esses processos de forma a associar diferentes compostos volateis e suas

variagdes as diferentes atmosferas de conservacéo.

Etanol e Acetaldeido

A glicdlise é um processo definido como a sequéncia de reagfes enzimaticas em que uma molécula
de glucose origina duas moléculas de piruvato e duas moléculas de ATP. As moléculas de piruvato
podem seguir, de forma geral, trés destinos: a producéo de etanol, de lactato ou de diéxido de carbono
(Figura 6). Enquanto as primeiras duas vias séo tipicas de um processo anaerobio (tendo o nome de
fermentacdo alcodlica e de fermentacdo lactica, respetivamente), sem a presenca de oxigénio, a
metaboliza¢@o do piruvato a dioxido de carbono e agua é realizada em condi¢Bes aerdbias, com a

presenca de oxigénio, recorrendo ao ciclo do acido citrico e a fosforilagdo oxidativa. [43], [44]

A producédo de grande parte dos alcoois é suprimida em condi¢gbes de hipoxia, com a excec¢do do
etanol, cuja formacao esta associada ao metabolismo anaerébico, através de uma série de reacbes
enziméticas, que tém como produto intermediério o acetaldeido. Estes dois componentes contribuem
para o aroma e sabor da fruta e servem também de precursores para outros compostos volateis. Apesar

do etanol se encontrar em maior quantidade, o acetaldeido é também acumulado durante a
fermentacdo. [39], [45]-[47]

o_ 0 CO, NADH + H*
C 4 |  ~NaD* om
I ] (]\\ /[] L P\ i
=0 — C = CH,
Piruvato | Alcool

|
CHy descarboxilase CH, desidrozenase CH,4

Figura 6 — Representacdo esquematica das reagdes de formacéo de etanol e acetaldeido a partir do piruvato.
Adaptado de [46].
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Num estudo com morangos, Ke et al. [48], reportaram que a atividade das enzimas responsaveis
pela formacdo destes dois compostos, a piruvato descarboxilase e a alcool desidrogenase, €

aumentada quando os frutos séo colocados em AC em compara¢do com outros colocados em AN.

Estes resultados foram também verificados em peras Conference, segundo o estudo de Saquet et
al. [49], especialmente em atmosferas com menor teor de oxigénio. Verificou-se ainda que, em shelf-
life de frutos armazenados em AN, a producéo de aldeidos foi maior, tendo-se observado uma baixa
producdo de etanol. Ja nos frutos armazenados em AC, a producdo de acetaldeido e de etanol
aumentou durante o periodo de shelf-life. A producdo e acumulagdo destes metabolitos pode ser
explicada pelo aumento metabélico dos frutos durante este periodo, aliada a difuséo gasosa dificultada,
sendo que o acetaldeido podera ser também produzido segundo a metabolizacdo do acido ascorbico.
Também em peras Bartlett se verificou um aumento da concentragcdo de acetaldeido em condi¢des

ULO, que se manteve durante o periodo de shelf-life. [39]

Larrigaudiére et al. [14] investigaram a capacidade antioxidante do etanol em peras Blanquilla, e
verificaram que o0 armazenamento de peras em condicdes ULO, ao favorecer o metabolismo
fermentativo e a producdo subsequente de etanol, inibiu a existéncia de ES, num processo

aparentemente independente do etileno e do a-farneseno.

Gomes et al. [40] estudaram a producdo de compostos volateis produzidos por pera Rocha cortada
e embalada em bolsas, armazenadas em diferentes condi¢cdes de temperatura e concentragbes de
oxigénio. Neste trabalho, foi concluido que a produgdo de etanol foi maior em temperaturas de

armazenamento mais altas e em atmosferas com menores teores de oxigénio.

Tendo ainda como objeto de estudo a pera Rocha, Gomes [50] sugeriu a relacéo entre 0 aumento

da concentracdo destes metabolitos fermentativos e a incidéncia de Al.

Estd bem documentado a relagdo entre o armazenamento de frutos em atmosferas com teores
baixos de oxigénio e a producéo de etanol e acetaldeido. No entanto, a producado destes metabolitos
nao é exclusiva de condic¢des de baixo oxigénio [51]. Em peras Bartlett, Nanos et al. [52] determinaram
gue o etanol e o acetaldeido aumentam com os processos de senescéncia, ao longo do periodo de
armazenamento, mesmo em condi¢des de AN. Chervin et al. [53] obteve a mesma concluséo ao
analisar magas Packham’s Triumph. A equipa de Chervin verificou ainda que, quando os frutos sdo
expostos em condigbes shelf-life, a producdo de etanol é potenciada em frutas anteriormente
armazenadas em AN, e que diminuia em frutas armazenadas em atmosferas de baixo oxigénio. Em
relacdo ao acetaldeido, verificou-se um aumento da sua producdo em condi¢cbes shelf-life, quer para

as peras armazenadas em AN, quer para as armazenadas em atmosferas de baixo oxigénio.
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Etileno

O etileno é um hidrocarboneto gasoso produzido pelo fruto, também conhecido como “hormona do
amadurecimento”, e que também pode estar envolvido na defesa e nas adaptacdes a stresses
ambientais. E responsavel pelo desenvolvimento da cor e do sabor caracteristico do fruto,
acontecimentos tipicos da fisiologia, da senescéncia e do amadurecimento do fruto. As concentragdes
mais elevadas de etileno podem ainda ser responsaveis por problemas na sua fisionomia, tais como o
Al e ES. Assim, o controlo da producé&o e da concentracao de etileno nas camaras é bastante importante
no tratamento pos-colheita, de forma a manter a qualidade durante o armazenamento, mesmo no de
longa duragéo. [12], [54]-[56]

Esta hormona é ativa em concentracdes na ordem dos ppm, e é produzida por processos
metabdlicos, com participacdo do oxigénio, sendo sensiveis a altas concentracfes de dioxido de
carbono. No amadurecimento de frutas climatéricas, o etileno promove a sua propria sintese. No inicio
do amadurecimento, a concentrac@o de etileno aumenta rapidamente para niveis de saturacéo, e por
essa razdo torna-se desnecessario a utilizagdo de promotores externos. Além deste facto, a taxa de
producao de etileno é muito superior a taxa da sua perda por difusdo, o que faz com que a remocéao de
etileno da atmosfera exterior ao fruto através de ventoinhas, por exemplo, ndo tenha o efeito desejado.
[57]

A acéo do etileno pode ser blogueada por compostos como o dioxido de carbono, utilizado em
camaras de armazenamento em AC; prata ou olefinas ciclicas insaturadas, sendo o composto mais
utilizado o 1-metilciclopropeno (1-MCP). O 1-MCP é um antagonista ndo-competitivo do etileno,
blogueando os seus recetores no fruto, sendo homologado desde 2011 para aplicagdo em frio normal
e em AC. Por ser um antagonista ndo-competitivo, 0 aumento da concentracao de etileno néo altera a
ligacdo do 1-MCP ao recetor, tendo este uma afinidade de ligacdo ao recetor maior do que a do etileno.
O 1-MCP foi a resposta para a proibicdo da utilizacdo da difenilamina, um antioxidante forte utilizado
para controlar o ES, o Al e outros acidentes fisioldgicos. Apesar de continuar a ser utilizada noutras
partes do mundo, a difenilamina foi proibida no espaco comunitario da UE por se verificar ter um
caracter perigoso para o funcionamento dos glébulos vermelhos no sangue. O 1-MCP consegue reduzir
o ES resultante do armazenamento da pera em atmosferas com alto teor de oxigénio. No entanto,
apresenta a desvantagem de poder potenciar problemas internos no fruto e de proporcionar um
amadurecimento inadequado. Este facto pode ser contrariado com uma colheita mais tardia, ou seja,
com a aplicacao do produto em camaras com frutos que apresentem, a colheita, uma firmeza de polpa
inferior. [2], [12], [19], [20], [57], [58]

Zhou et al. [15] observaram que a utilizagdo de 1-MCP reduz a incidéncia de ES e Al durante o
armazenamento em AN e no periodo de shelf-life, inibindo o metabolismo de a-farneseno e reduzindo

a acumulacdo de trienos conjugados, que séo resultado da sua oxidacéo.
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Saquet e Almeida [9], ao analisarem a concentracdo de etileno na fruta sob diferentes tratamentos
e ao longo de vérios dias de armazenamento, verificaram que uso do 1-MCP atrasou o pico de producao

de etileno e reduziu a sua intensidade em cerca de 60%.

A combinacao do tratamento das peras com 1-MCP, aliado a um armazenamento em condicdes de
AC, é capaz de reduzir de forma eficaz a producgédo de etileno no periodo shelf-life. Esta supresséo é
mais potente quanto menor for o teor de oxigénio nas camaras de armazenamento, mas revela

problemas fisioldgicos internos adjacentes. [20], [59]

A eficcia dos inibidores de etileno estad dependente do estado de maturacao da fruta. Quanto mais
madura estiver a fruta, mais recetores de etileno terd. Assim, a aplicagao de inibidores de etileno, como
0 1-MCP, num estado posterior de maturacdo, poderd levar a uma maior producdo de etileno
comparativamente a um tratamento nos estados iniciais de maturac¢éo. O tratamento com 1-MCP inibe

a producdo de compostos volateis em peras armazenadas em AN e AC. [38]

As medicdes do etileno séo tradicionalmente realizadas recorrendo a técnicas de GC-FID, apesar
de carecerem de sensibilidade para detetar os limites de quantificagdo (LOD), sendo comum a
necessidade de concentrar este composto volatil. A sua detegcao por GC-MS revela-se dificil, uma vez
gue a massa molecular nominal do etileno coincide com a do nitrogénio [20], [37], [38], [56], [60], [61]

Esteres e outros alcoois

Os ésteres, juntamente com os aldeidos, sdo os principais contribuintes para o aroma das peras,
independentemente das espécies e cultivares [36]. Wang et al. [62], num estudo com cinco cultivares,
observou que os ésteres sao a classe de compostos volateis mais predominante, seguido dos alcoois
e dos aldeidos. Liu et al. [63], num estudo com peras Korla, verificou que os compostos organicos mais
abundantes foram os aldeidos, apesar de se ter detetado um numero maior de ésteres, de

concentracgdes baixas.

Os ésteres presentes nos compostos volateis sdo formados através de reagfes de esterificacao
entre alcoois e acil coenzima-A, que é responsavel pelo metabolismo de acidos gordos e de
aminoacidos, ou pela acetil coenzima-A (Figura 7). A producéo do acetato de etilo, por exemplo, tem

como precursores o etanol e a acetil coenzima-A. [44], [47], [64]

13



[Amino acids P J\ |
U ~on P P

¥
a-keto aclds 2- pheermyletharol isoamyl alcohal a isotustanol ethanol
) - — e ok e -
Adehydes|  [Pyminate] r o ' )
| acetyl-Cok 4
' L o o o
Higher Alcohals| | Acetyl-CoA = J/ ~Y )\ P o
\ / - | e T . x“l“ﬁs _,--"'“"-hu)L\\
Acetate esters - phenylethyl acetate  Isoamyl acetate Isobutyl acetate  ethyl acetate
(B
[Pyruvate | Fatty acids| T '
J \‘. . H:/K/\_ﬁ [ -L‘-\-\_\_;
|m.|{m hexancyd- Cof actanoyl-=Cok
—— | —
-
Ethanol Acyl-CoA /i\/\/
"\.\ ""' ,-"'fh""‘ﬁ-q., *-\-._.-""M\"‘"H-._-"'ﬂh ;-"'-'-H""'\v %h"
Fatty acid esters athyl hezanoate ethyl octanaate

Figura 7 - Representacao das vias metabolicas de producédo de ésteres, tendo como precursores alcoois e acetil
coenzima-A (A) e etanol e acil coenzima-A (B). Adaptado de [44].

Representado na Figura 7 estdo duas diferentes vias O
metabolicas para a producé@o de ésteres. A segunda forma (B) |
tem como precursores o etanol e os 4cidos gordos, que na sua Sé\
metabolizacdo foram conjugados com a acil coenzima-A, cuja 0
atividade aumenta durante a maturacdo. A via metabdlica que O
origina este tipo de ésteres em peras € denominada como I
oxidacao-B, e tem como base a remocédo de unidades C: (acetyl /\
CoA) do acido gordo precursor. Os ésteres resultantes aparecem O
sob a forma de um éster etilico, caracterizado por uma
terminacao etil ligada ao oxigénio (Figura 8). E por esta via que difefégnliéz ?i F;ozegéeg;gtrzz‘?‘gg;ato
se forma o hexanoato de etilo, por exemplo. A primeira (A) forma  (em cima) e éster etilico (em baixo).
0s acetatos, tendo como recurso a acetil coenzima-A,
proveniente da via aerobica da transformacédo do piruvato, e alcoois resultantes da desaminacéo,
descarboxilacdo e reducdo de aminoacidos (Figura 9). Alguns exemplos destes alcoois sao, por
exemplo, o 1-propanol, o 1-butanol e o isobutanol. A reacdo de esterificagao entre os alcoois e a acetil
coenzima-A leva a formagéo de acetatos, como é o caso do acetato de etilo e 0 acetato de hexilo. [16],
[44], [65], [66]
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Figura 9 - Reacao genérica de metabolizacao de aminoacidos a alcoois. Adaptado de [44].

Em peras Pingxiangli [64] e La France [8], a concentracdo de ésteres, com especial foco no acetato
de etilo, no acetato de propilo e no acetato de hexilo, aumenta ao longo do periodo de conservagao e

€ inibida em fruta tratada com 1-MCP.

O facto de os tratamentos com inibidores de etileno inibirem a producao de ésteres esta amplamente
verificado. Nas peras Ruanerli [61], 0 nUmero de compostos volateis aumenta com a aplicacdo de 1-
MCP mas as suas concentra¢gfes sao menores, especialmente as de ésteres, em comparacdo com
frutas sem tratamento de 1-MCP e sem armazenamento em frio. Também no trabalho de Hendges et
al. [38], foi verificado que uso de 1-MCP em atmosferas controladas reduz significativamente a
producao de ésteres em peras Conference. JA num trabalho com a pera Nanguo [67], observou-se que
0 uso de 1-MCP afetou significativamente as concentracdes de alguns ésteres e aldeidos, como o
acetato de etilo. O tratamento, apesar de ter aumentado a concentracdo de alguns ésteres, diminui a

concentracao total deste grupo de compostos organicos.

Verificou-se que, na variedade Bartlett [39], as peras armazenadas em atmosferas ULO a -1 °C
produzem menor quantidade de compostos volateis, nomeadamente ésteres e alcoois, do que as que

sdo armazenadas na mesma atmosfera, a 1 °C.

No trabalho de Gomes et al. [40], acerca da analise qualitativa dos compostos volateis em pera
Rocha cortadas e embaladas em bolsas de polietileno de baixa densidade, verificou-se que os acetatos
representavam cerca de 20 a 25% do total de compostos volateis, onde o acetato de butilo corresponde
a cerca de metade do total deste grupo, logo seguido do acetato de etilo. A concentragédo deste grupo
de compostos orgéanicos foi mais elevada em atmosferas com baixo teor de oxigénio, sendo que o maior
responsavel por isso foi 0 aumento da concentracéo de acetato de etilo.

A pera Blanquilla revelou diferencas significativas na producdo de compostos volateis dependendo
de o amadurecimento ter sido feito ou ndo na arvore. Em peras armazenadas durante 6 dias, a 20 °C
e com humidade relativa de 85%, 0 acetato de hexilo revelou ser o composto volatil mais concentrado,
seguido pelo acetato de butilo. No amadurecimento feito na &rvore, o composto mais concentrado foi o
hexanal até ao 25° dia, sendo também neste periodo que os acetatos anteriores se comecaram a tornar

mais recorrentes. [60]
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2.2. Metodologias Analiticas

2.2.1. Cromatografia

A descoberta da cromatografia é atribuida a M. S. Tswett, em 1903, ao interpretar uma adsorgdo de
pigmentos de cloroplastos em mais de 100 fases polares sélidas numa coluna vertical de vidro, num

processo semelhante ao que é hoje chamado por cromatografia de adsor¢cdo em coluna. [68]

Nos anos seguintes, a cromatografia foi bastante desenvolvida, tendo sido publicados, em 1938,

trabalhos relativos a cromatografia em camada fina. [69]

A IUPAC (International Union for Pure and Applied Chemistry — em portugués, Uni&o Internacional
de Quimica Pura e Aplicada) é a autoridade mundial na nomenclatura e terminologias quimicas, bem
como na padronizagao de métodos de medigéo. A cromatografia, segundo a definicao da IUPAC, é “um
método fisico de separagao, no qual os componentes a ser separados estéo distribuidos em duas fases,

uma estacionaria e a outra mével numa determinada diregédo.” [70]

Além de ter a funcd@o de separar os diferentes analitos, em certas técnicas de cromatografia é
possivel identifica-los com recurso a comparagfes de analises realizadas anteriormente, cujos
resultados estdo presentes em bases de dados, e quantifica-los com recurso a calibradores. Estas
técnicas baseiam-se no transporte dos componentes de uma mistura através de uma fase estacionaria
por uma fase mével. A separacao cromatografica da-se pela diferenca de afinidades dos componentes
entre a fase estacionaria e a fase moével (eluente). O analito deve ser sollvel na fase moével e capaz de
interagir com a fase estacionaria. Se um dado composto tem uma maior afinidade com a fase
estacionaria do que com o eluente, o seu tempo de retencdo sera maior, enquanto que se a sua

afinidade for maior para o eluente, o tempo de retencéo serd menor. [71]

O resultado da separacéo € representado num cromatograma, em que as posi¢des dos picos
(correspondentes a determinados tempos de retencdo) sao utilizadas para identificar o componente, e
as areas dos picos permitem uma andlise quantitativa a partir da utilizacdo de calibradores de

concentracdo conhecida. [71]

16



2.2.2. Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa foi introduzida em 1941 por Martin e Synge, tendo-lhes sido atribuido, em
1952, o Prémio Nobel pelo seu trabalho centrado na cromatografia de particdo liquido-liquido. Na
década de 50’, a cromatografia gasosa evidenciou bastantes e significativos desenvolvimentos, tais
como a introducao de varios tipos de detetores, por exemplo. Neste tipo de cromatografia, a fase movel
€ chamada de gas de transporte ou de arraste. Este gas tem a fungdo de transportar continuamente os
analitos pela coluna, e deve ser quimicamente inerte (de forma a ndo reagir com os analitos) e puro
(com o intuito de ndo introduzir impurezas que possam modificar a analise), e normalmente séo usados

o hélio, o hidrogénio e o nitrogénio, sendo o primeiro 0 mais comummente utilizado. [72], [73]

Nesta técnica, a amostra € injetada numa valvula de injecdo, ou injetor. Por acdo do gas de
transporte, a amostra é levada através da coluna, onde ha a separacdo dos analitos, sendo depois
detetados (Figura 10). [74]
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Figura 10 - Representacao esquemética dos diferentes constituintes de um cromatégrafo gasoso. Obtido de [74].

O injetor é usado para vaporizar a amostra, quando liquida, devendo a sua temperatura estar 50 °C
acima da temperatura de ebulicdo do componente menos volatil presente na amostra. Existem trés

modos de injecao: split injection, spitless injection e on-column injection. [74]

A split injection é usada quando a amostra esta concentrada no analito de interesse. Neste modo
de injecdo, a temperatura do injetor é alta e apenas cerca de 2% da amostra chega a coluna, sendo a
restante desprezada. Esta proporcdo de amostra que é rejeitada, chamada de split ratio, esté situada
normalmente entre 50:1 e 500:1. As analises quantitativas neste modo de inje¢cdo podem néo ser muito

fiaveis, uma vez que o split ratio pode variar entre analises. [73], [74]

A splitless injection é usada quando o analito representa menos de 0,01% da amostra. A temperatura
do injetor ja ndo é tdo elevada como no modo de inje¢do anterior, mas apresenta um tempo de

residéncia maior. [74]
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A on-column injection é usada para compostos que se decompoem acima dos seus pontos de

ebulicdo. E considerada a técnica mais precisa. [73], [74]

Na coluna € onde os diferentes analitos sdo separados, eluindo em momentos diferentes com base
na afinidade com a fase estacionéaria. As colunas podem ser capilares, que contém uma camada fina
de fase estacionéria, podendo esta ser um soélido adsorvente ou um liquido viscoso e ndo volatil, ou
packed, estando quase completamente preenchidas com fase estacionaria. As analises realizadas com
colunas capilares tém uma maior resolucéo, maior rapidez e sensibilidade do que as packed columns
tendo, no entanto, menores capacidades de amostra. Se a fase estacionaria for liquida, a coluna deve
ser selecionada de acordo com a polaridade dos compostos a separar, sendo que a separa¢do ocorre
por diferencas de particéo. Se, por outro lado, a fase estacionaria for sélida, devera ser constituida por
granulados finos de forma a existir uma elevada area superficial. Nestes casos, recorre-se normalmente
a polimeros porosos ou a sélidos inorgénicos, sendo a separacado resultado de diferentes processos
reversiveis de adsorcdo. O uso de fases estaciondrias sélidas requer uma temperatura da coluna
superior ao ponto de ebulicdo dos analitos, sendo favoravel para a separacéo de gases. Por outro lado,
se a fase estacionaria for liquida, a temperatura da coluna pode ser inferior ao ponto de ebulicdo dos
analitos, o que revela uma vantagem se se pretende separar compostos organicos pouco volateis. [72]-
[74]

A escolha da temperatura da andlise revela-se de grande importancia, uma vez que dela depende
uma boa separacao dos analitos, com uma boa resolugéo, ao aumentar a pressao de vapor e diminuir
os tempos de retencdo. O aquecimento pode ser feito de modo isotérmico, onde a temperatura é
constante, sendo este 0 modo mais indicado para compostos com polaridade, retengéo e volatilidade
semelhante. Para compostos com diferentes polaridades e/ou volatilidades muito diferentes, existindo
uma relacdo entre a retencao e a temperatura, o0 modo de aquecimento mais adequado é em rampa.
Neste caso, ha a necessidade de estabilizacdo de temperatura entre andlises. Uma vez que o ar é
pouco condutor de calor, todos os fornos dos cromatografos gasosos sdo equipados com uma

ventoinha, de forma a garantir a circulagéo do ar e a uniformizacdo da temperatura. [73]

O detetor, parte integrante do cromatografo, € o dispositivo que 1é a informagédo acerca dos solutos
gue saem da coluna. Idealmente, deve obedecer a algumas caracteristicas, tais como ter uma boa
sensibilidade, reprodutibilidade e estabilidade. Entre os detetores mais comuns destacam-se o detetor
de ionizacé@o de chama (FID), o detetor de condutividade térmica (TCD), o detetor de captura eletronica
(ECD) e a espetrometria de massa (MS). Toda a parte experimental foi realizada com MS e FID, pelo

gue apenas estes dois detetores serdo explorados no meu modo de funcionamento.

Detecéo por lonizacdo de Chama (FID)

O FID, introduzido em 1958, € um detetor robusto, verséatil, que permite obter limites de detegdo
baixos e que ndo necessita de muita manutencgéo. [73]
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Esta técnica utiliza uma chama de Ho/ar, pela qual passa a amostra, oxidando moléculas orgéanicas
e produzindo particulas eletricamente carregadas (ides), desencadeando um sinal elétrico que € entao
medido. O efluente da coluna é misturado com Hz e Oz, sendo depois queimado. Como numa chama

de H2+02 ndo existem ides, ndo ha conducao de corrente elétrica.

CH+0 - CHO" » CHO" +e’

Quando um composto organico é queimado, sao formados ifes. O movimento dos ibes € medido
como corrente elétrica entre dois elétrodos, estando um colocado na base da chama e outro por cima

da mesma (Figura 11). [73]

Collector

_L—1"" (positive electrode)

Flame tip
|1 (negative electrode)

1 _—+— Igniter coil

|+ —+— Glass insulation

— Air diffuser
Air
inlet Gas
flow
‘ﬁ' from
column

|
Hydrogen inlet

Figura 11 - Representagdo esquematica de um detetor FID. Obtido de [74].

Este tipo de detecdo apresenta como vantagem exibir uma grande sensibilidade, sendo uma
desvantagem o facto de ser uma técnica destrutiva. Para além disso, moléculas como 0 monéxido de
carbono, diéxido de carbono e o formaldeido, por exemplo, em que os seus atomos de carbono nao

séo convertidos em metano sob as condi¢des do FID, ndo sao detetdveis por esta técnica. [73]

Detecéo por Espectrometria de Massa (MS)

A MS é uma técnica destrutiva, que produz e analisa ides das moléculas de analito pelas suas
massas. E uma técnica bastante utilizada para a anélise qualitativa e na quantificacio de compostos.
Existem varias variantes associadas a espectrometria de massa. Na mais utilizada, a de electron impact
ionization (El), as moléculas de analito sdo convertidas em ides positivos através do impacto de

eletrdes, sendo depois separados consoante 0 seu racio massa/carga, (m/z), pela aplicacdo de um
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campo magnético. Uma vez que os ides ndo podem chocar ou fragmentar-se, a pressdo num MS é
muito reduzida, sendo também necessaria para remover o gas de arraste. De seguida, um transdutor
converte a abundancia de i6es num sinal eléctrico (Figura 12). No final da analise, esta técnica produz
uma representacao grafica da abundancia em funcao do racio (m/z) dos ides, ou seja, um espectro de
massa, que € depois comparado com bibliotecas que contém espetros de moléculas conhecidas, de

forma a identificar o composto que originou um determinado espectro. [72], [74]-[76]

Figura 12 - Representacao esquemética de um detetor MS do tipo El. Retirado de [76].

A técnica cromatografia gasosa/espectrometria de massa (GC-MS) é uma combinac¢éo de duas
técnicas analiticas. Utilizando apenas a técnica de MS para analisar uma amostra com Vvarios
constituintes, o espetro de massa sera confuso uma vez que os espetros dos diferentes compostos vao
estar ininterruptos. Analisando a mesma amostra, agora apenas por GC, a identificacdo dos compostos
€ apenas baseada nos tempos de retencao de compostos conhecidos, o que pode levar a alguma fala
de clareza. Assim, quando acopladas estas duas técnicas, o GC tem a fungcdo de separar os
componentes, enquanto a sua identificacé@o é realizada com base na informagé&o proveniente do MS. A
soma de todos os picos obtidos no espetro de massa origina 0 cromatograma. Para cada analise,
podem definir-se os modos full scan ou SIM (Select lon Monitoring). No primeiro modo, o MS cobre
uma gama extensa de racio m/z, enquanto no segundo é possivel restringir a gama para os valores de

interesse. [77]
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2.3. Zedlitos

Num trabalho realizado anteriormente no RochaCenter, do qual este é a continuagéo ([18]), tentou-
se extrair diretamente o ar das cAmaras de conservacédo das peras Rocha. No entanto, verificou-se que
ndo foi possivel detetar nem identificar qualquer composto para além da agua e dos componentes do
ar. Uma vez que concentracdo dos compostos aromaticos € normalmente muito reduzida, na gama dos

ppm ou ppb, é recorrente, para cumprir os limites de detecdo analitica, concentrar os compostos

volateis antes da analise. [78]

A metodologia mais utilizada atualmente para extracdo e concentragdo dos compostos volateis,
neste tipo de estudos, € a microextracdo em fase sélida por headspace (head space solid phase
microextraction, HS-SPME). O dispositivo usado nesta técnica € composto por uma fibra de silica
revestida por um polimero, que é inserida numa microsseringa modificada. Esta fibra é responsavel
pela adsorcdo dos compostos volateis de uma dada amostra e, de seguida, é geralmente inserida num
sistema GC-MS para a identificacdo e quantificacdo dos compostos. Esta técnica € bastante utilizada
devido a sua rapidez, sensibilidade e por ndo ser necessario recorrer a solventes de extracdo. No

entanto, apresenta algumas desvantagens, tais como a pouca repetibilidade de ensaios. [45], [78]

Um outro sistema j& utilizado para a adsorcdo de VOCs é o MonoTrap, cuja estrutura consiste em
silica pura e/ou silica com carvdo ativado ou grafite para fornecer uma maior area superficial. Esta
técnica disp6e de uma maior area superficial e maior sensibilidade do que a técnica de HS-SPME. [79]

Estes equipamentos ndo estavam disponiveis no RochaCenter e, por isso, recorreu-se a alternativa
de usar adsorventes para a extracdo e concentracdo dos compostos volateis. No trabalho anterior,
foram utilizados trés tipos diferentes de carvao ativado e um zeglito 5-A, em pellets.

Os zeolitos sao materiais microporosos (que, segundo a definicdo da IUPAC, contém poros que néo
excedem os 2 nm), cristalinos e inorganicos, surgindo tetraedricamente sob a forma de TO4, sendo T
um atomo de, por exemplo, Si ou Al. Geralmente, a maioria das redes de zedlitos s&o constituidas por
conexdes entre [SiO4] e [AlO4]. Esta carga negativa é compensada com catides, como o Na* e o Ca?",
localizados no interior de cavidades relativamente largas dentro da estrutura, podendo ser penetradas
por moléculas suficientemente pequenas, produzindo um efeito de “molecular sieving”. O racio Si/Al é
sempre superior a 1, visto que as ligacdes Al — O — Al ndo séo observadas nestes compostos. Assim,

a formula empirica dos zedlitos é
M2, AL Si; 0, - yX

onde xtem valores entre 0 e 0.5, M™* ¢ o catido e X uma molécula neutra, como a agua, que pode
estar presente dentro dos microporos. Os zedlitos podem ser hidrofébicos, se tiverem um alto teor em
silica (Si/Al elevado) uma vez que havera predominancia das liga¢des Si — O — Si, ou hidrofilicos, se
tiverem baixos teores de silica. Um racio de Si/Al elevado também favorece a estabilidade térmica. [70],
[80]-{82]
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Os zedlitos podem ser sintéticos, de pureza extremamente elevada e com composicéo e dimensdes
de poros bem definidos, ou originados de forma natural durante fenémenos de atividade vulcanica, por
exemplo. Devido as suas caracteristicas, estes materiais sdo muito atrativos atualmente,
nomeadamente pela sua estabilidade térmica, elevada area superficial e seletividade, possuindo acidez
intrinseca, e sinteses simples e de baixo custo. A sua gama de aplicagdes abrange processos
industriais, nomeadamente em adsor¢do, catdlise e troca ibnica, uma vez que 0s catides sao
permutaveis. A titulo do exemplo, e para além da sua utilizagdo comum em catélise nas indUstrias
petroliferas em processos oxidativos e de “cracking”, sdo fundamentais para o ramo da quimica verde
na descontaminacdo de agentes industriais por minimizarem o recurso a solventes organicos, que
geralmente trazem um grau de toxicidade associado. Dada a sua capacidade em trocar ides, os zeolitos
também sao utilizados no tratamento de aguas “duras” (com alto teor em magnésio e calcio). [80], [81],
[83], [84]

Estes materiais, cuja origem etimoldgica da sua designacao provém do grego, derivada das palavras
“zeo” e “lithos” que, de uma forma literal, significa “pedra que ferve”. Esta designacao foi originada
guando, em 1756, o mineralogista sueco Axel Cronstedt, ao sujeitar um dado mineral ao calor, observou
que era libertado vapor e que esse mineral parecia estar em ebulicdo, dada a rapida evaporacgéo de
agua. Mais tarde, em 1862, o quimico francés Henri Sainte-Claire Deville tentou sintetizar zedlitos num
laboratério, sendo que o marco mais importante se deu na década de 1950 quando comegaram a ser
produzidos industrialmente por Milton e Breck, da empresa Union Carbide, por processos ainda hoje

comummente utilizados. [85], [86]

A sintese de zedlitos pode ser direcionada para a obtencao de estruturas com formas e dimensdes
especificas, com elevada homogeneidade, de forma a ultrapassar as limitacdes apresentadas pela
microporosidade, aumentando consideravelmente a acessibilidade aos microporos e criando canais
mesoporosos de acesso, aumentando a atividade catalitica. Os zedlitos sintéticos mais comuns séo 0s
do tipo A, X, Y e ZSM-5. [86], [87]

E possivel classificar os zedlitos conforme as suas estruturas e tamanhos. Tendo como unidade
primaria a rede tetraédrica, pode-se considerar unidades secundarias (secondary building units ou
SBU), sendo elas uma combinacédo de tetraedros. Estas SBU organizam-se para formar os poros e
canais, concebendo as caracteristicas estruturais de um dado tipo de ze¢lito. Estes materiais podem
ser classificados quanto ao tamanho dos poros ou canais através do nimero de atomos que 0s
constituem (Figura 13): [80], [88]-[90]

e Zedlito de poros pequenos, com aberturas compostas por, pelo menos, 8 &tomos de Si ou
Al, e didmetro médio entre 0,30 e 0,45 nm;

e Zeolito de poros médios, com aberturas compostas por 8 a 10 atomos de Si ou Al, e diametro
médio entre 0,45 e 0,60 nm;

e Zellito de poros largos, com aberturas compostas por 10 a 12 atomos de Si ou Al, e

didmetro entre 0,60 e 0,80 nm;
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e Zedlitos de poros extra-largos, com aberturas compostas por mais de 14 atomos de Si ou

Al, e didmetros maiores do que 0,80 nm.

OO0

4 6 8
(71) (51) (24)
B\
4-2 5-1
(23) (25)

Figura 13 - Tipos de SBUs, seus simbolos e nUmero de ocorréncias em estruturas ja identificadas, entre
parénteses. Adaptado de [88].

Estes canais e aberturas agregam-se depois para formar estruturas cristalinas especificas, que
seguem um determinado padrdo. A Comissdo de Estruturas da IZA (International Zeolite Association),
atualiza regularmente na sua pagina da internet o nimero de estruturas ja identificadas. A data deste
documento, ja se conhecem mais de 250 tipos de estruturas, especificas de cada tipo de zedlito. Para
designar mais facilmente as estruturas zeoliticas, a Comisséo definiu um cddigo simples composto por
apenas 3 letras mailsculas. A titulo de exemplo, o codigo para designar uma mordenite € MOR. [88],
[91]

Os zedlitos utilizados no trabalho foram dois NaY, produzidos em empresas diferentes, o 5-A e 0
CBV 10-A.

O zedlito NaY é um zedlito do tipo Y que, conjuntamente com o zedlito do tipo X, pertence a familia
das faujasites (FAU). Esta estrutura, cubica (a=0,243 nm), é formada por poros tridimensionais e
perpendiculares entre si com didmetros que variam em torno dos 0,74 nm, e por uma abertura formada
por um conjunto de 12 atomos associados a uma estrutura anelada (Figura 14). A sua forma estrutural
€ |(Ca,Mg,Naz)20 (H20)240| [AlssSi1340384], sendo que, aplicado ao caso, quando se refere a NaY
considera-se um zedlito do tipo Y com catido de sodio. Dadas as suas propriedades estruturais, como
uma baixa densidade (12,7 atomos de Si ou Al por 1000 A3) e cerca de 50% de volume n&o-ocupado,
fazem com que os zedlitos com estrutura FAU sejam termicamente estaveis, o que € ideal para muitas
aplicacGes cataliticas. [88], [89]
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Os zedlitos Y distinguem-se dos zedlitos X através do racio de Si/Al, tal que os zedlitos Y apresentam
valores de Si/Al superiores a 1,5, enquanto os zedlitos X possuem valores entre 1 e 1,5 (mais cationicos,

ou seja, com maior abundancia de aluminio). [92], [93]

Figura 14 - Estrutura de uma faujasita (FAU). Adaptado de [88] e de [89].

A remocdao de silicio de zedlitos Y apos sintese foi primeiramente patenteada em 1967 pelo quimico
Dean Arthur Young. Young aclamou que, apés um tratamento alcalino, os zeodlitos demonstraram um
grande aumento na capacidade de adsorcdo de moléculas de benzeno, conservando o grau de
cristalinidade inicial, especulando que o efeito se deveria a um melhor acesso aos centros microporosos
do zedlito. [94]

S6 em 2000 é que este fendmeno foi inteiramente compreendido com a contribuigdo do trabalho
dos grupos de investigacdo de Matsukata e Groen, que evidenciaram a alteracdo da porosidade dos
zeolitos ZSM-5 e MFI através da dessilicagao, estabelecendo pela primeira vez condi¢g6es ideais para
0 processo, definindo que a acidez destes zedlitos permaneceria inalterada assim como a area
superficial e a dimensao dos microporos, ao mesmo tempo que a atividade catalitica e capacidade de
difuséo, comparativamente aos zedlitos iniciais estritamente microporosos seria consideravelmente
elevada. Concluiu-se que, de facto, o processo seria essencialmente responsavel pela insercdo de

mesoporosidade nos zedlitos por remocgdo de dtomos de silicio. [95], [96]

O zedlito Y é usado essencialmente no cracking catalitico na indudstria petrolifera, sendo também
utilizado para aumentar o rendimento de gasolina e gasoleo. Para além destas aplicacfes, € usado
também na remocao de alcool em cervejas, na preparacéo de insulina e na separacao de fases gasosas

ou liquidas, incluindo em membranas. [82]

Zhao et al. [97], realizou um estudo sobre a capacidade de remoc¢édo de compostos volateis de
diferentes adsorventes. Neste, modificaram um zedlito NaY (Si/Al=2.45) para obter um zedlito
hidrofébico (Si/Al=300), e analisaram a sua capacidade de adsor¢do de varios compostos, como o
benzeno, o hexano e agua. Foi concluido que zedlitos hidrofébicos revelaram boas capacidades de

remocao de compostos volateis em concentracdes baixas e com humidade elevada.
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Também com o objetivo de reduzir a acumulacdo de etileno durante o periodo de armazenamento
de frutos, Patdhanagul et al. [98] estudaram a adsorcdo deste composto pelo zedlito NaY. No seu
trabalho, ndo s6 avaliaram a capacidade de adsorcdo de etileno pelo NaY, mas também por
modificacdes deste zedlito com recurso a solugdes de surfactantes catiénicos, com concentragcdes
entre os 0,1 e 3,0 mM. Foi observado que o zedlito NaY modificado com PTAB (CgH14BrN) tem uma
maior capacidade de adsorgao do que o zedlito “nao-modificado”, ambos com um racio Si/Al perto de
2, e que quando usada uma concentracdo de 0,5 mM de PTAB, conseguiu-se aumentar a capacidade

de adsorcéo de 85,55 para 111,19 cm® gL

A capacidade de adsorcdo dos zedlitos pode aumentar ou diminuir consoante o metal que
contrabalanca a carga negativa da estrutura zeolitica. A adsor¢ao de alguns compostos volateis pode
ser facilitada devido as interacdes fortes entre o catidio metalico e as moléculas volateis, mas também
pode ser dificultada pela reducéo da area superficial e pela obstrucao dos poros do zeélito [99]. O grupo
de Sue-aok et al.[100], estudou a capacidade de adsorcao de etileno em zedlitos NaY modificados com
diferentes metais alcalinos (K*, Rb* e Cs*). Neste estudo, observaram que a capacidade de adsor¢éo
maéaxima foi conseguida quando o zedlito NaY foi modificado com 5 mM de KNOs, 102,45 cm® g, e que
todas as modificacdes adsorvem melhor etileno do que o zedlito “ndo-modificado”. No entanto, devido
ao bloqueio do centro de ligagéo entre o oxigénio do adsorvente e o hidrogénio do etileno, a capacidade

de adsorcao diminui com o aumento do tamanho do metal introduzido.

Num estudo de Kim et al. [101], foi realizada uma comparacéo da adsor¢cado de compostos volateis,
ndo s6 aromaticos como o benzeno e tolueno, mas também etanol e iso-propanol, entre diferentes
zedlitos. Foi verificado que as faujasites, entre 0s quais um NaY, demonstrou uma maior capacidade
de adsorcao para todos os compostos do que mordenites, devido ao maior tamanho dos seus canais.
Num outro estudo de Lv et al. [102], também foi observado que o zedlito NaY exibe uma boa capacidade
de adsorcdo de tolueno em ambientes secos, enquanto em ambientes himidos existe uma adsorcéo

competitiva com a agua.

A partir de simulagbes computacionais, Hessou et al. [103] avaliaram a capacidade de adsorcédo de
variados compostos, como o formaldeido, acetaldeido, propanal, acetona e 2-propanol por um zedlito
NaY. Dos compostos avaliados, determinou-se que 0 metano sera o composto com menor intensidade
de adsorcédo, avaliada pela energia de interacao, medida em kJ/mol. Determinou-se também que todos
os aldeidos enunciados anteriormente serdo adsorvidos de forma intensa, sendo que a energia de
interacdo amenta com o niumero de carbonos do aldeido. A acetona e o 2-propanol sdo adsorvidos com
energias de interacdo semelhantes & do propanal.

O zedlito CBV 10-A utilizado tem um racio Si/Al de 7, com estrutura cristalina de uma mordenite
(MOR). Esta estrutura contém dois tipos de canais interligados: um, constituido por um anel de 12
atomos, tendo didmetros de 0,65 e 0,70 nm, e um outro anel, de dimensdes mais reduzidas, constituido
por 8 atomos, tendo diametro que oscila entre 0s 0.26 e 0.57 nm (Figura 15). A sua forma estrutural é
[Nas (H20)24| [AlsSia0Oge] € tem racios Si/Al comuns entre 5 e 20. [88], [93]
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Figura 15 - Estrutura de uma mordenite. Retirado de [89].

O zedolito 5-A é um zedlito do tipo A, com o codigo de estrutura cristalina LTA. Esta estrutura cubica
(a=1.19 nm) contém um canal constituido por um anel de 8 atomos, tendo didmetro de 0,41 nm (Figura
16). A sua forma estrutural € |Nai2 (H20)27|s [Al12Si1204s] e tem racios Si/Al comuns entre 1 e 3. Por ser
uma das estruturas mais abertas, com uma densidade de 12,9 &tomos de Si ou Al por 1000 A3, é
frequentemente utilizado para remover a humidade nos trabalhos laboratoriais, entre vidros em janelas
duplas, e para trocas ibénicas em detergentes. Para além destas aplicagdes, os zedlitos do tipo A sdo

também usados em membranas para a desidratacao de etanol. [82], [88], [89], [93]
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Figura 16 - Estrutura cristalina do tipo LTA.

Num estudo de Gong et al. [104], foi determinado que o zedlito 5-A tem uma capacidade de adsor¢éo
de butanona menor do que o zedlito 13X. Neste estudo, o0 zedlito 5-A revelou uma capacidade de

adsor¢cdo maior para compostos aromaticos, como o etilbenzeno.

A capacidade de adsorcéo de etileno é potenciada se o zedlito contiver na sua estrutura Ag+, devido
a sua interacdo forte com a dupla ligacdo na molécula de etileno [99]. Num estudo da equipa de
Cisneros [105], foi verificado, pela introdugdo de prata na estrutura zeolitica do adsorvente 5-A, uma
capacidade de adsorcéo de etileno superior em cerca de 17 vezes face ao zedlito sem modificacéo.

Verificou-se também que a modificacdo Ag-5-A teria uma melhor capacidade de adsor¢céo de etileno
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do que utilizando modificagBes de outros zeolitos referidos anteriormente, nomeadamente Ag-Y e Ag-
MOR, sob a forma de Ag-5A>Ag-MOR>Ag-Y.

Da mesma forma, a presenca de prata na estrutura do ze¢lito, juntamente com um 6xido de um
metal de transicdo, potencia a adsor¢éo de outros compostos volateis, para além do etileno. A presenca
de humidade elevada néo favorece a adsor¢do de compostos volateis devido a possivel adsorgdo de

agua, inibindo a possivel adsor¢do de outros compostos. [99]
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3. Metodologia Experimental
3.1. Amostras

As peras Rocha utilizadas neste trabalho experimental sdo referentes ao final do periodo de
armazenamento da campanha de 2020-2021 (colheita em agosto de 2020), e ao inicio do
armazenamento da campanha de 2021/2022 (colheita em agosto de 2021). As peras, nas duas

campanhas, séo provenientes de trés pomares da zona Oeste.

Para as analises com vista a caracterizacgéo fisico-quimica dos frutos, foram utilizadas trés amostras

de 20 frutos, correspondendo a cada um dos trés pomares.

Os frutos foram armazenados nas camaras de conservacao a escala piloto, no RochaCenter. No
decorrer deste trabalho experimental, foram analisados os compostos volateis produzidos pelas peras
presentes nas camaras 7 (AC+1-MCP), 8 (ULO), 9 (AN) e 10 (AC) (Tabela ), relativas a colheita de
2020-2021, e as camaras 6 (AC+1-MCP), 7 (ULO), 8 (AN) e 9 (AC) (Tabela Il) na colheita de 2021-
2022.

Tabela | - Condigbes de armazenamento das diferentes cAmaras relativas a colheita de 2020-2021.

. Camaras
Variaveis
7 8 9 10
T(°C) -0,50 -0,50 -0,50 -0,50
02 (%) 4,00 0,50 20,80 2,50
CO; (%) 0,50 0,50 0,03 0,50

1-MCP (ppb) 312,00 - - -

Tabela Il - CondigBes de armazenamento das diferentes camaras relativas a colheita de 2021-2022.

. Camaras
Variaveis
6 7 8 9
T(°C) -0,50 -0,50 -0,50 -0,50
0, (%) 4,00 0,50 20,80 2,50
CO, (%) 0,50 0,50 0,03 0,50

1-MCP (ppb) 312,00 - - -

E relevante referir que, devido ao protocolo de aplicagdo do SmartFresh™ (nome comercial do 1-
MCP), existe a necessidade das camaras onde foi aplicado o tratamento permanecerem, apds a
aplicacdo que é feita até sete dias apds a colheita, 60 dias em atmosfera normal. Assim, durante o
periodo de analise a campanha de 2021-2022, a camara 6 esteve sob as mesmas condi¢bes

atmosféricas que a cAmara 8, excetuando a aplicacéo de 1-MCP.

28



3.2. Caracterizacgéo fisico-quimica dos frutos

A pera Rocha pode ser caracterizada ao longo do tempo através de avalia¢gdes da firmeza da polpa,
da cor da epiderme, do indice refratométrico, da acidez total e, na altura da colheita, pela taxa de

regressao de amido e pelo indice de Streiff. [11], [12]

A firmeza da polpa é uma medida do estado de maturagdo do fruto, avaliada utilizando um
penetrémetro em dois pontos diametralmente opostos na zona equatorial do fruto, numa zona da pera
onde foi retirada a epiderme. Os resultados, expressos em kg/0.5 cm?, refletem a firmeza da polpa e
dependem da data de colheita, das condi¢cdes atmosféricas do ano e dos tratamentos utilizados. [11],
[12]

A avaliacdo da taxa de regressao do amido (TRA) baseia-se no facto de que, ao longo da maturacéo
fisiolégica, o amido dos frutos é transformado em acucar, sendo por isso uma outra medida para avaliar
0 seu estado de maturagdo. Este teste é feito emergindo os frutos, cortados horizontalmente, numa
solucédo de iodo e posteriormente comparada com uma tabela previamente elaborada (Figura 17). [11],
[12]

A caracterizagéo fisico-quimica basica dos frutos é completada com a andlise da acidez volatil total,
através de titulagao, e do indice refratométrico (IR), que mede a quantidade de aglcares presentes no

fruto utilizando um refratémetro. [11], [12]

O indice de Streiff € um pardmetro que tem em conta Varios outros parametros descritos
anteriormente, sendo o quociente entre a firmeza da polpa e o produto da taxa de regressdo do amido

pelo valor dado pelo indice refratométrico. [11], [12]

Avaliacdes do calibre e da massa do fruto também s&o realizadas, com recurso a um paguimetro e

a uma balanga semi-analitica. [11], [12]

Figura 17 - Peras Rocha, RochaCenter.

29



3.3. Equipamento e Reagentes

Para a amostragem dos compostos volateis produzidos pelos frutos nas diferentes camaras de
conservacao, foram utilizados quatro tipos de zedlitos na forma sddica: 5-A (Sigma Aldrich), Mordenite
CBV10-A (Zeolyst), NaY (Grace Davidson) e NaY (UOP) (Tabela liI).

Tabela Il - Caracteristicas dos zedlitos utilizados (informagéo proveniente do IST).

Zedlito Estrutura Si/Al
NaY GD FAU 2,80
NaY UOP FAU 3,60
CBV 10-A MOR 7,00
5-A LTA -

Com o intuito de elaborar retas de calibracdo para os diferentes compostos, utilizaram-se o0s
seguintes reagentes: acetaldeido (99% PS, Panreac Sintesis), acetato de etilo (95%, Fisher Scientific),
acetato de n-butilo (95%), 1-butanol (99,5%, Merck), etanol (99,8%, puriss p.a., Riedel-de Haén), etileno
(4% v/v em nitrogénio, Air Liquide e 100 ppm em nitrogénio, Rivoira) e nitrogénio (Rivoira). Foi ainda
utilizado material e reagentes correntes de laboratorio, como baldes volumétricos, exsicadores, pipetas,
balancas analiticas e semi-analiticas (Fisherbrand Analytical Series), agua destilada, etanol e acetona.

A andlise das amostras foi realizada com recurso a um cromatografo gasoso (TRACE 1300 GC,
ThermoFisher Scientific), acoplado a um espetrémetro de massa (ISQ QD Single Quadrupole MS,
ThermoFisher Scientific) e a um detetor por ionizacdo de chama. A coluna cromatografica utilizada,
para a detecdo por MS, foi uma TRACEGOLD TG-WAXMS (ThermoFisher Scientific), com fase
estacionéria polar constituida por polietilenoglicol, de 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro
interno e 0,5 um de grossura. Para a detecao por FID, foi utilizada uma coluna TRACEPLOT TG-BOND
(ThermoFischer Scientific), com fase estacionaria polar de alumina, de 30 m de comprimento, 0,53 mm
de diédmetro interno e 10 um de grossura. O software utilizado para a definicdo dos pardmetros e para
processamento de dados foi o Thermo Xcalibur, v3.1, da ThermoFisher Scientific. O gas de arraste
utilizado em GC-MS foi o hélio (Air Liquide), sendo também utilizados para GC-FID, além do hélio,
nitrogénio (Air Liquide), hidrogénio (Air Liquide) e ar reconstituido (20% de oxigénio em nitrogénio, 99%
de pureza, Air Liquide). Para a desorcdo dos compostos foram utilizados vials de vidro de 10 mL e

septos 18-MSC-ST3HT, de 3,1 mm de espessura, comercializado pela Fisher.

A caracterizacdo dos frutos foi realizada recorrendo a um penetrometro (Turoni, Fruit Pressure

Tester, model FT327) e a um refratometro digital (Pocket refratometer, Atago, S7101033).
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3.4. Procedimento Experimental

Os varios adsorventes foram colocados em caixas de Petri separadas, com massas entre 0,5g e 1g.
Semanalmente, estes recipientes foram colocados nas diferentes cAmaras de conservacgéo, de forma
a sujeitar os varios tipos de adsorventes as diferentes condi¢cdes de armazenamento, substituindo os
da semana transata. Relativamente a campanha de 2020/2021, esta amostragem foi realizada em 8
semanas consecutivas, iniciando-se a 30 de marco e terminando em 18 de maio. Ja para a campanha
de 2021/2022, foram retiradas amostras durante cinco semanas, com inicio a 19 de agosto e

terminando a 16 de setembro.

Foram otimizados os métodos de analise. O método de anélise por GC-MS foi otimizado tendo como
base um trabalho realizado no RochaCenter, [18]. Em relacdo ao método de andlise por GC-FID, foi

realizada uma otimizacéo ao procedimento descrito em [20].

Tendo os métodos de analise otimizados, foram elaboradas as retas de calibracdo para a
guantificacdo de compostos volateis, nomeadamente o acetaldeido, o acetato de etilo, o acetato de n-
butilo, o 1-butanol, o etanol e o etileno. No caso dos compostos liquidos, para cada um deles foi
realizada uma primeira diluicdo de uma solu¢@o padrado, utilizando agua destilada, constituindo-se a
solucdo-mae. A partir desta solucao foram elaborados diferentes calibradores a serem utilizados, com
diferentes fatores de diluigdo. Relativamente ao etileno, foi medido o volume de uma ampola de recolha
de gases pela pesagem do volume de agua destilada que perfazia a ampola na totalidade. De seguida,
a ampola foi repleta com nitrogénio, gasoso, abrindo-a depois rapidamente, de forma a libertar o
excesso de nitrogénio, sem haver contaminagdo pelo gas exterior, e o interior ficar a uma pressao
atmosférica. Foram entdo injetados diferentes volumes de etileno na ampola, de forma a constituir os
diferentes calibradores. Importa realgar que as concentra¢g@es dos calibradores foram escolhidas com
base num trabalho realizado anteriormente no RochaCenter, realizado com 0s mesmos equipamentos
(nomeadamente o GC-MS e todos 0s seus constituintes) e com as mesmas amostras (mesmas peras,

nas mesmas condi¢cdes de armazenamento). [18]

Para simular o periodo de shelf-life, foram colocadas em dois exsicadores, a temperatura ambiente
do laboratério (cerca de 23 °C) durante uma semana, 10 peras provenientes de uma camara de
conservacdo em atmosfera ULO (oito meses) + AN (trés semanas) e 10 peras armazenadas em
condi¢6es de AN. Foram ainda colocadas num exsicador, a temperatura ambiente do laboratério, peras
e bananas compradas numa superficie comercial préxima ao RochaCenter, com o intuito de realizar

analises de teste sem destruir as amostras retiradas das camaras.

O método de analise de amostras consistiu em colocar uma dada quantidade de adsorvente num
vial de 10 mL, selado com um septo e com uma tampa de aluminio. Apds desorc¢éo, foi recolhido uma

dada quantidade do gas no headspace do vial, injetando posteriormente no GC.
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3.5. Célculo dalIncerteza dos Calibradores

De forma a calcular a incerteza dos resultados, primeiramente € necessario determinar a incerteza
associada a preparacdo dos calibradores. Estas solucdes foram preparadas por diluicdo volumétrica
de uma solucéo inicial, denominada doravante de solucdo padrdo, formando a solucdo-mée (Equacéo
1). A partir desta solucéo, foram feitas varias diluigbes, com fatores de diluigdo diferentes, dando origem

aos calibradores (Equacéo 3).

CSM = CSP X Fd Equagﬁo 1

sendo (s, a concentracdo da solugdo-mée, Cgp a concentracdo da solucdo padréo e F,; o fator de
diluicdo, dado pela Equacéo 2.
Vsp

Fd_

= Equacéo 2
Vsm

sendo Vg, 0 volume total da solugdo-mée e Vyp 0 volume utilizado de solucéo padréo para a diluicéo.

_ Csy

C =
c Fa,

Equacéo 3

sendo C; a concentragdo do calibrador e Fj,. o fator de diluicdo utilizado para preparar o calibrador,

dado pela Equacéo 4.

%4
Fy. = %24 Equacio 4

sendo V,; o volume total do calibrador.

Para calcular a incerteza combinada, aplica-se a lei de propagacéo de incertezas, desde que as
grandezas sejam independentes. Ou seja, para uma equagédo de trabalho y = f(a, b, c), a incerteza

combinada, na forma relativa, serd dada pela Equacéo 5.

2 2 2
= O_y 2 4 O_y 2 4 ﬁ 2 Equacéo 5
Uyc (ua) (up) (uc)
aa b,c ab ac ac ab

Assim, para uma equacéo do tipo y = -, a incerteza combinada sera dada na forma de incerteza

qr’

relativa, pela Equacéo 6.

up)z (uq>2 Uy 2 N
= v X a4 i Equacéo 6
Uye =Y J( D + q + ( - ) quag

sendo p, q e r diferentes fontes de incerteza.

32



Desta forma, e aplicando a Equacdo 1 a Equacéo 6, a incerteza associada a concentracdo da
solugdo-mae, uc,,,, € dada pela Equacéo 7.

Ucep)2 Up \2 .
Ucsy = Com X <Csspp> + (F—dd) Equagao 7

Se aplicarmos 0 mesmo raciocinio & Equacao 2, obtém-se a Equagéo 8.

Ucen\2  (Upep\2  [Uper\2 N
Ucgy = Csm X ( 5”) + ( SP) + ( SM) Equacdo 8
Csp Vsp Vsm

A incerteza associada a uma medicao de volume, u,, pode ser calculada pela combinacdo da

incerteza associada a calibraciio do baldio ou da pipeta, u““*"*% e a repetibilidade do mesmo,

repetibilidade
u

(Equacéo 9).

w. = \/(ucalibragéo)2+ (urepetibilidade)z + (utemperatura)z Equa(;éo9
m =

A incerteza associada a diferenca de temperatura pode ser desprezada se ndo houver variacdes
superiores a 4°C no laboratério aquando da atividade experimental, por ser minoritaria em relacdo as
outras duas.

A incerteza associada a calibracdo do instrumento de medida é obtida pelo quociente entre a

tolerancia do mesmo, fornecida pelo fabricante, e a raiz quadrada de 3, como enunciado na Equacéao
10.

- tolerancia
calibragio _ Equagéo 10
V3

A incerteza associada a repetibilidade é estimada pelo desvio-padrdo de uma medicdo, num

determinado namero de ensaios, e varia com o operador, sendo dada pela Equacéo 11.

yrepetibilidade _ Equacao 11

Uma vez que as solugdes padrédo utilizadas ndo obtinham nenhuma informacéo relativamente &
incerteza associada, foi assumido que a incerteza associada a pureza seria calculada assumindo uma
distribuigdo retangular em vez da normal, de forma a maximizar o erro. Assim, vem a Equagdo 12,

100 — (Pureza x 100
uPHrert = ( ) Equacéo 12
V3
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A incerteza expandida, U,, obtém-se multiplicando a incerteza combinada, u,., por um fator de
cobertura ou expanséo, k, que geralmente é de 2 ou 3 para garantir um nivel de confianca de 95% ou

de 99%, respetivamente. A Equacéo 13 exemplifica a sua determinacao.

Uy =uy. "k Equacéo 13

Devido a escassez de dados disponiveis, nomeadamente de incertezas associadas a calibracédo de
instrumentos, nao foi possivel determinar as incertezas associadas a preparacao dos calibradores e as
concentracdes finais de etileno. No entanto, a incerteza associada as restantes calibracdes foi possivel

e realizada.
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3.6. Validacao estatistica do método analitico

O método analitico foi considerado valido se cumprisse trés caracteristicas: teria de ser linear
(apresentando, se possivel, um coeficiente de linearidade proximo da unidade), homoscedastico e se
as diferentes respostas aos diferentes calibradores n&o contivessem nenhum outlier. A linearidade foi
testada com o teste ANOVA lack-of-fit (teste £) com um intervalo de confianca de 99%. Neste teste, €
obtido um valor F,,,;., dado pelo quociente entre os desvios—padréo obtidos nos valores mais altos da
regressdao ANOVA pelo mais baixo, pressupondo a normalidade de varidncias entre os sinais. Este
valor é entdo comparado com o valor de F_i.,, que depende do niimero total de medicdes e do nivel
de confianca desejado. A homoscedasticidade de variancias é confirmada pelo teste de Lavene, que
tem a vantagem de ser robusto a ndo-normalidade de sinais, ao contrario do teste F. O teste de Grubbs
compara o valor de G4, Obtido através do quociente entre o valor absoluto da subtracdo do valor
suspeito e a média dos valores e o desvio padrdo, com um valor tabelado G, .o, que depende do
namero total de medic8es e do nivel de confianca desejado. Estes dois testes foram feitos com recurso

a folha de calculo de Microsoft Excel disponivel em [106].
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3.7. Célculo daIncerteza dos Resultados

De modo a calcular a incerteza dos resultados, é necessario ndo s6 calcular a incerteza dos

calibradores (seccdo 6.1.), mas também calcular a incerteza associada a interpolacdo do sinal

instrumental, pela reta de calibracéo.

A quantificacdo da incerteza associada a uma interpolacao, u;,., € estimada pela Equacéo 14.

SJ’_ 1 1 (Ya_Y)Z

44 we 7 Equacéo 14
b N+n+b2x2i(xi—f)2 quac

Uint =

onde s, corresponde ao desvio-padrdo residual da curva de calibragédo, b ao declive da reta de
calibracdo, N ao numero de respostas instrumentais a andlise dos calibradores, n ao namero de
respostas instrumentais a analise da amostra, y, ao valor médio das n respostas, y ao valor médio das

N respostas, x; a concentracdo de cada um dos calibradores e x ao valor médio da concentracdo dos
calibradores.

A incerteza associada a concentragdo obtida pela interpolagéo, uc,,,, € entdo expressa através da

Equacéo 15.

Uint z Usm z E X 15
e = o (22 () i

onde C;,,; corresponde a concentracao estimada pela interpolacéo e Cs,, € u,,, a concentracéo e a

incerteza da “solugdo-mae” dos calibradores, respetivamente.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacéo fisico-quimica dos frutos

Em ambas as campanhas, as peras dos trés pomares foram caracterizadas a colheita aquando da
chegada ao RochaCenter e antes de serem colocadas em frio. Por se ter recolhido o ar da atmosfera,
os resultados sdo uma média dos trés pomares, sendo desprezada a variabilidade inter-pomar (Tabela
IV). No caso da campanha de 2020/2021, é apresentada a caracterizacdo das peras sete dias depois
da abertura das camaras, em maio de 2020. Nesta data, foram também realizadas analises para

averiguar a possivel incidéncia de ES e Al (Tabela V).

Tabela IV — Valores médios de firmeza, de IR, de indice de Streiff e da TRA dos trés pomares e respetivo desvio
padréo, a chegada ao RochaCenter, nas duas colheitas.

Data Firmeza IR (%) TRA Ind|ce. de
(kg/0,5 cm?) Streiff
ago/20 4,99+0,50 11,64+1,17 7,78t1,24 0,06£0,01

ago/21 6,32+069 11,60+111 6,65+0,99 0,08+0,01

Tabela V — Valores médios de firmeza, de IR e respetivo desvio padréo e valores de incidéncia de ES das peras
dos trés pomares, armazenadas em cada camara, no final do periodo de armazenamento e no de shelf-life, em
maio de 2021.

R Firmeza (kg/0,5 cm?) IR (%) Incidéncia ES (%)
Camara

Dia O Dia 7 Dia O Dia 7 Grau 0 Graul Grau 2 Grau 3
7 464+045 4,65+0,44 11,23+1,06 12,59+0,81 - - - -
8 4,75+0,38 1,16+0,35 12,02+1,21 13,32+0,95 - - - -
9 436+0,35 2,28+0,53 10,59+1,16 11,67+1,26 32,5 20 20 27,5
10 452+0,42 165+050 11,05+1,24 13,07 +1,54 - - - -

A firmeza da polpa é um valor que vai diminuindo com o tempo, a medida que os frutos amadurecem.
Os valores de referéncia utilizados para a pera Rocha, a colheita, situam-se entre os 5,1 e os 6,4
kg/0,5cm? [107]. Assim, pode-se concluir que os frutos resultantes da campanha de 2020/2021
apresentavam uma firmeza média inferior ao valor minimo descrito, e que os frutos resultantes da
campanha de 2021/2022 apresentavam um menor estado de maturacéo, no limite da gama descrita.
Este fator podera ser determinante na analise dos compostos volateis, uma vez que em determinadas
peras se verifica que a producdo de compostos volateis € potenciada por colheitas tardias. Em frutos
com maior estado de maturacao, o nimero de recetores de etileno € maior e por isso a producao deste
composto podera ser maior também, mesmo utilizando 1-MCP. [38]
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Em relacdo ao IR, os valores obtidos nas duas colheitas estdo dentro dos valores médios de
referéncia a colheita [6], e ndo s&o divergentes. Em verdes com temperaturas mais elevadas e sem
excesso de rega ou chuva, as peras apresentam mais acUcares, sendo que cerca de 80% da matéria
seca dos frutos sdo agulcares.

O amido, ao longo do periodo de maturacdo da pera Rocha, transforma-se em agUcar através de
reacOes de hidrélise. Aconselha-se que, a colheita, os frutos apresentem TRA entre 5 e 7, sendo que
frutos com TRA inferiores a 4 dificilmente amadurecerdo e que com TRA superiores a 8 terdo de entrar
no circuito comercial o mais cedo possivel. [6], [107] Os valores de TRA obtidos para a campanha de
2021/2022 sao inferiores a gama anteriormente referida, sustentando a tese de que os frutos desta
colheita se encontravam, a colheita, num estado de maturagdo mais inicial comparativamente a
campanha de 2020/2021.

O indice de Streiff compreende a ponderacéo de trés bons testes, sendo eles a firmeza da polpa, o
IR e a TRA, cujos valores de referéncia a colheita se encontram entre 0,07 e 0,09 [6], [107]. Verifica-se
que os frutos da campanha de 2020/2021 obtinham valores do indice inferiores a este intervalo,

confirmando o maior estado de maturagéo desta colheita.

Pela andlise da Tabela V, verifica-se que os frutos a saida da camara ndo apresentavam uma
firmeza relativamente diferente face a medida a chegada dos frutos ao RochaCenter, aquando do seu
inicio de conservagdo, mantendo esta caracteristica apds dez meses de conservacao. No entanto, no
durante o periodo shelf-life, a firmeza diminuiu, tal como confirmado por Galvis-Sanchez et al [108]. No
final do periodo de shelf-life, os frutos da camara 9, condicionados a condi¢cfes de AN, apresentavam
uma maior firmeza face aos frutos armazenados em AC (camaras 8 e 10), resultado também verificado
por Galvis-Sanchez et al [108]. J& os frutos armazenados na camara onde foi aplicado 1-MCP (camara
7), apresentavam uma maior firmeza em relacdo aos frutos armazenados nas restantes camaras.
Também Saquet et al. [9], num estudo com pera Rocha, observou que o tratamento com 1-MCP
preveniu a reducao de firmeza. Como referido anteriormente, o etileno é conhecido pela “hormona do
amadurecimento”, sendo responsavel por induzir os processos de senescéncia. As peras armazenadas
em AC, ao passarem para condi¢des shelf-life, tiveram um aumento metabdlico motivado pelo aumento
do teor de oxigénio e pelo aumento da temperatura, tendo como consequéncia uma maior producao de
etileno. Ja as peras unicamente armazenadas em AN, o aumento metabdlico foi apenas potenciado
pelo aumento de temperatura. Também em [109] verifica-se que, em peras Rocha armazenadas
durante mais de oito meses, houve maior producdo de etileno em periodo shelf-life em frutos
armazenados em atmosferas ULO face a AC. Assim, torna-se natural que as peras armazenadas em
AC tenham uma maior producao de etileno face as peras armazenadas em AN, em periodo shelf-life e

gue, consequentemente, apresentem uma menor firmeza.

Em [25], [109] foi observado que o valor de IR aumentou durante o periodo de shelf-life e que nédo
houve divergéncias de valores entre frutos armazenados em atmosferas com 3 kPa e 0,5 kPa de O..
De facto, pela Tabela V, pode-se constatar que os frutos armazenados nas camaras 8 e 10 (AC de 0,5
e 2,5% de O, respetivamente) ndo obtiveram valores de IR divergentes. Verificou-se que os frutos

armazenados em AN exibem valores menores de IR, também observado em [110].
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Como se referiu anteriormente, o ES é um problema fisiolégico que ocorre nos frutos apés um
periodo prolongado de armazenamento em AN a temperaturas baixas. Confirmando esta afirmacao,
verificou-se a incidéncia de ES apenas em fruta armazenada em condicbes AN. Cerca de 50% dos

frutos analisados apresentavam ES moderado e severo. Nao foi detetado incidéncia de Al.
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4.2. Otimizacdo do método cromatografico

O método de analise por GC-FID foi baseado num procedimento descrito em [20], modificando
apenas o tempo de cada patamar de temperatura, uma vez que se verificou um desdobramento do pico
(Figura 18, Tabela VI).
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Figura 18 — Otimizag&o do método de andlise por GC-FID. Cromatograma da andlise ao etileno, de concentracao
de 100 ppm, segundo descrito por [20] (em cima). Cromatograma da analise ao etileno, da mesma concentracéo,
com otimizacgéo feita.

Tabela VI — Condicdes dos parametros instrumentais para analise dos compostos volateis por GC-FID.

T Injetor | TD r i D r
jeto Modo Razdo Split CaUd? eteto Rampa de Tempertura Caudais do . eteto
(°C) (ml/min) (°C) (ml/min)
50 °C durante 2 min.
R Ar: 350;
. Aumento para 200 °C, a . L,
200 Split 13 4 250 . ) ) Hidrogénio: 35;
10 °C/min, estabilizando

Azoto: 45

durante 3 min.

O método de analise por GC-MS utilizado num anterior trabalho realizado no RochaCenter [18] foi
adotado, com ligeiras modificagfes. Aquando da tentativa de elaborar a reta de calibracdo do 1-
hexanol, verificou-se que os valores da area do respetivo pico tinham um elevado grau de disperséao.
Nas andlises seguintes, em que néo tinha sido injetado 1-hexanol, o equipamento detetava grandes
guantidades deste composto, sendo que, inclusivamente, identificou-se varios picos cromatograficos

correspondentes a este composto (Figura 19). Por este facto, verificou-se que a temperatura do injetor,
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descrita pelo método anteriormente realizado, era inferior & temperatura de ebulicdo do 1-hexanol.

Assim, procedeu-se a alteracdo da temperatura do injetor para uma temperatura superior.
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Figura 19 — Cromatograma. Todos os picos foram identificados como sendo devidos a 1-hexanol.

Primeiramente, uma vez que a temperatura de ebuligdo do composto menos volatil em estudo é o
acetato de hexilo, e seguindo as boas normas do uso de uma temperatura do injetor 50 °C superior a
temperatura de ebulicdo do componente menos volatil em estudo, definiu-se uma temperatura de 220
°C. No entanto, ao observar os cromatograma gerados, verificou-se uma néo-linearidade da linha de
base do cromatograma, evidenciando um possivel bleeding da coluna. Este fendmento é caracterizado
pela deformacdo do material da fase estacionaria, presente na coluna, que é eluido e posteriormente
detetado no MS. De forma a evitar este sangramento da coluna, é recomendado o uso de uma
temperatura até 20 °C abaixo da temperatura maxima da coluna, que no caso é de 250 °C. Para
confirmar esta possibilidade, foi elaborado um teste para verificar se havia alguma fuga que pudesse
estar a comprometer a analise. Este teste consiste na passagem de um papel, previamente molhado
com acetona, na parte exterior do injetor, da valvula de ventilacdo do MS e nas porcas presentes nas
extremidades da coluna do GC. Foram também trocados o septo e o liner do injetor. Fez-se uma nova

andlise, sem a inje¢do de nenhum composto, e verificou-se que o problema se mantinha (Figura 20).
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Figura 20 — Cromatograma evidenciando possivel bleeding da coluna.

Constatando que ndo havia alteracdo na linha de base, considerou-se que seria causada pelo

fenomeno de bleeding. Redefiniu-se a temperatura do injetor para 200 °C e posteriormente para 180

°C, verificando-se uma maior estabilizacdo da linha de base (Figura 21).
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Figura 21 — Comparacdao de diferentes cromatogramas a analises a mesma concentracéo de 1-hexanol. O
cromatograma com temperatura do injetor de 200 °C (em cima) apresenta uma linha de base com maior ruido do
que utilizando uma temperatura do injetor de 180 °C (em baixo).

42



Assim, o método foi considerado otimizado face as condi¢gfes instrumentais existentes e foi aplicado

para todas as amostras recolhidas (Tabela VII, VIII).

Tabela VII — Condigbes dos parametros de GC para andlise dos compostos volateis por GC-MS.

Caudal

T injetor (°C) Modo Razdo Split .
(ml/min)

Rampa de Tempertura

30 °C durante 4,5 min. Aumento para 100 °C, a 20
180 Split 33,3 1 °C/min, estabilizando durante 1 min. Aumento de 2
°C/min para 150 °C, estabilzando durante 2 min.

Tabela VIII — Condigbes dos parametros de MS para analise dos compostos volateis por GC-MS.

Tinterface T fonteides .
. . Tempo (min) m/z
(°C) (°C)

180 180 3,5 33-150

43



4.3. Otimizacdo da desorcédo dos compostos

Foram realizados ensaios de termogravimetria aos zedlitos utilizados neste trabalho. Estes
adsorventes foram primeiramente colocados num exsicador com peras durante o periodo de uma
semana. De seguida, uma pequena quantidade destes adsorventes foi transportada para o Instituto
Superior Técnico, no sentido de realizar as andlises de termogravimetria, utilizando um equipamento
TG/DSC SETARAM _SetSys. A perda de massa dos zedlitos sera devida a desorcdo dos compostos
gue estavam adsorvidos. Assim, foram recolhidos dados de forma a elaborar uma representacao grafica

da perda de massa e do fluxo de calor em funcdo da temperatura (Figura 22).
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Figura 22 — Representacgéo gréfica dos dados recolhidos na analise por termogravimetria.

Pela analise dos dados recolhidos na analise por termogravimetria, podemos concluir, pelo grafico
A, que existe uma perda de massa, na ordem dos 10%, a cerca de 100 °C, considerando-se que se
deve a evaporacao da agua. A presenca de humidade elevada néo favorece a adsorcédo de compostos
volateis devido a possivel adsor¢éo de 4gua, inibindo a possivel adsorgcdo de outros compostos [99].
Esta perda da massa é acompanhada pela existéncia de um pico endotérmico tipico para a desorcéo,
no grafico B. E também possivel constatar que, em qualquer zedlito, a desorcdo dos compostos
adsorvidos é praticamente concluida a 300 °C, ndo havendo alteragdes de maior relevo na massa

destes compostos apds alcancada esta temperatura. Ao observar com mais atencdo os dados
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referentes a cada zedlito, é possivel verificar que o NaY UOP tem uma maior percentagem de perda
de massa do que os restantes, e que o0 zedlito 5-A necessita de uma maior temperatura para concluir

a desorcao dos compostos.

Assim, foi realizada uma experiéncia para determinar quais as melhores condi¢des de temperatura
e de tempo dentro da estufa para a desor¢cdo dos compostos em estudo. Foram colocados 9
exemplares de peras da variante Conference (devido a inexisténcia de peras Rocha na altura do ano a
gue esta experiéncia foi feita) em dois exsicadores, juntamente com 0s quatros tipos de zedlitos. Com
base na temperatura de ebulicdo do composto menos volatil em estudo, foi definida uma temperatura
de 190 °C para uma abordagem inicial, apesar da desorcéo ser feita a temperaturas superiores segundo
alguns artigos ([60], [61], [111]), e foi definido um tempo de 5 minutos. Observou-se que houve uma
explosdo do septo, considerando-se que a pressdo e a temperatura ndo eram adequadas ao
funcionamento do mesmo. N&o obstante, os zedlitos foram colocados na estufa durante 10 minutos a
130 °C e a 5 e 3 minutos a 170 °C. A estas temperaturas ndo se verificou a explosdo anterior. No
entanto, verificou-se naturalmente que os compostos menos volateis, nomeadamente o acetato de
hexilo e 0 1-hexanol, estavam em menor quantidade quando aplicada uma temperatura inferior a sua
temperatura de ebulicdo. Verificou-se também que todos os compostos apresentavam concentragcdes
mais elevadas no ensaio a 170 °C, durante 5 minutos, do que os restantes ensaios, o que leva a concluir
gue a desorcao ndo estaria concluida nestas condic¢des. Verificou-se ainda a existéncia de um patamar
da linha de base, préoximo ao valor de tempo de retencao do etanol, o que podera ser devido a uma
saturagdo deste composto. Este fator, aliado as explosfes dos septos (18-ST101, Fisher), indiciaram

gue a quantidade de zedlitos colocada dentro dos vials deveria ser menor.

Com a compra de novos septos (18-MSC-ST3HT, Fisher), cujas caracteristicas comerciais indicam
uma temperatura maxima de 250 °C e uma maior espessura, permitem que os zedlitos dentro dos vials

ficassem expostos na estufa a uma temperatura superior aos ensaios anteriores, 200 °C.

Inicialmente foi testado o zedlito 5-A. Foram colocados aproximadamente 500 mg deste zedlito num
vial, colocado numa estufa a 200 °C durante 10, 15 e 20 minutos, inserindo-se 1 mL da amostra gasosa
apos a desorgdo no GC-MS (Figura 23). Nestas analises, observou-se uma saturagdo de etanol, ndo
permitindo um pico correto. Observou-se também que o pico com um tempo de retencdo préximo dos
19 minutos, correspondente ao 1-hexanol, ficou mais definido quanto maior foi o tempo de desorcéo.
Assim, considera-se que a desor¢ao deste composto ainda ndo estava concluida, necessitando de um

maior tempo ou temperatura de desor¢ao.
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Figura 23 — Testes de desor¢do dos compostos volateis do zedlito 5-A, utilizando 500 mg deste adsorvente num
vial, colocado numa estufa a 200 °C durante 10 minutos (A), 15 minutos (B) e 20 minutos (C). Injecdo de 1 mL do
head space no GC-MS. Peras Conference.

Considerou-se, de seguida, que se poderia reduzir a quantidade de amostra gasosa inserida no GC-
MS. Assim, repetiram-se as condicdes de desorcdo anteriores, para tempos de 10 e 20 minutos
injetando-se no GC-MS, no entanto, metade do valor anterior. Observou-se uma melhoria, nao
completa, face a injecdo com 1 mL (Figura 24).
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Figura 24 — Testes de desorcao dos compostos volateis do zedlito 5-A, utilizando 500 mg deste adsorvente num
vial, colocado numa estufa a 200 °C durante 10 minutos (A) e 20 minutos (B). Injecdo de 0,5 mL do headspace
no GC-MS. Peras Conference.
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De seguida, foi utilizado o zedlito NaY UOP, que nos ensaios de termogravimetria revelou ser o
adsorvente com maior perda de massa. Inicialmente foi colocado aproximadamente 250 mg deste
zedlito num vial, colocado numa estufa a 200 °C durante 20 minutos, e injetou-se 1 mL, 0,5 mL e 0,2
mL do head space (Figura 25). A saturacdo do etanol voltou a existir, quando injetados 1 e 0,5 mL,
apresentando melhorias significativas quando injetados 0,2 mL. Quando injetados 0,2 mL, verificou-se
uma melhor definicdo de quase todos os picos. No entanto, 0 composto responsavel pelo pico ao tempo
de retenc¢ao de 25 minutos nado foi detetado, ao contrario dos cromatograma anteriores. Esta sequéncia
de acontecimentos levou a considerar a colocacéo de menor quantidade de zedlito no vial e um maior

tempo ou temperatura de desor¢éo.
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Figura 25 — Testes de desorcao dos compostos volateis do zedlito NaY UOP, utilizando 250 mg deste adsorvente
num vial, colocado numa estufa a 200 °C durante 20 minutos. Inje¢cdo de 1 mL (A), 0,5 mL (B) e 0,2 mL (C) do
headspace no GC-MS. Peras Conference.

Com base nas conclusdes anteriores, foi colocada uma quantidade de zedlito NaY UOP de 100 mg

durante 30 minutos na estufa, a 200 °C, injetando-se no GC-MS 1 mL do head space (Figura 26).
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Figura 26- Teste de desorcéo de compostos volateis do zedlito NaY UOP, tuilizando 100 mg deste adsorvente
num vial, colocado numa estufa a 200 °C durante 20 minutos. Inje¢cdo de 1 ml do headspace no GC-MS. Peras
Conference.

Os picos do cromatograma ficaram ainda mais bem definidos, aumentando também a intensidade.

Infelizmente, a quantidade de zedlito NaY UOP néo foi suficiente para continuar o estudo de
desorcdo. Assim, colocaram-se 0s restantes zedlitos na estufa, também a 200 °C, durante 30, 40 e 90
minutos, sendo que, no caso do zedlito NaY GD, foram ainda testados tempos de desor¢éo de 60 e
120 minutos.

Deste estudo ndo se pode concluir qual as melhores condi¢cdes de desorcdo dos compostos em
estudo, uma vez que, nas condi¢des enunciadas, s6 se conseguiu detetar dois dos cinco constituintes
volateis objetos de quantificacdo no presente estudo (por GC-MS), podendo este facto ser devido a
amostra ser de uma variedade diferente de pera. No entanto, foi possivel concluir que, apés cerca de
1 hora de desor¢éo, a concentracdo dos compostos diminui, podendo este facto ser devido a uma
danificagdo, reatividade ou fuga dos compostos. Assim, ndo sera relevante realizar a desor¢ao dos
compostos com duracao superior a 1 hora, nas condicfes descritas, na continuacdo da otimizacao das

condicdes de desorcéo.

Desta forma, utilizou-se amostras de compostos volateis concentrados em zeolitos, produzidas em
peras Rocha armazenadas em atmosferas ULO + AN, sujeitas a condi¢des de shelf-life. Primeiramente
realizou-se a desorcao de 100 mg de zedlitos a uma temperatura de 200 °C durante 30 minutos. No
final da desor¢éo, deparou-se com o facto de que o septo do vial onde estava colocado o zedlito NaY
UOP estava submetido a uma pressao demasiado elevada, criada pelos componentes volateis. Assim,
reduziu-se a quantidade de zedlitos para metade, 50 mg, e nas mesmas condi¢cdes procedeu-se a
desor¢do dos compostos durante periodos de 45 e 60 minutos (Figura 27).
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Figura 27 — Pormenor de cromatogramas de analises de compostos volateis em diferentes condi¢des de
desorc¢do, para tempos de retencéo superiores a 9,80 e inferiores a 20,00 min e temperatura de 200 °C. As
condi¢des foram: A — 100 mg durante 30 min; B — 70 mg durante 45 minutos; C — 50 mg durante 45 minutos; D —
50 mg durante 60 min. Peras Rocha, GC-MS.

Tendo como objeto de andlise os cromatogramas referentes as diferentes condi¢bes de desorcao
anteriormente descritas e visualizadas na Figura 27, usando o zedlito NaY UOP, é possivel constatar
gue os picos correspondentes ao 1-hexanol (TR=19,70 min), apesar de detetados nas condicdes B e
D, apresentam uma intensidade relativa em muito inferior aos cromatogramas relativos as outras duas
condicdes de desorcdo. E também possivel observar que os picos presentes no cromatograma C
encontram-se mais bem definidos do que os picos do cromatograma A. Assim, como o objetivo deste
estudo é otimizar as condi¢bes de desorcdo que originem cromatogramas com picos mais bem
definidos, sem que haja a perda de dete¢édo de compostos, foi determinado que as condigdes C seriam

as utilizadas no decorrer do trabalho para amostras recolhidas no exsicador (Tabela 1X).

Tabela IX — Condicdes de desorcao para zedlitos expostos no exsicador.

massa de

™9 t(min) zedlito (g)

200 45 50

Com recurso a uma amostra real retirada das cadmaras de conservacdo, foram otimizadas as

condi¢Bes para a desor¢cao dos compostos volateis para este tipo de amostragem. Foi utilizada uma
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amostra do zedlito NaY UOP, colocado na camara 7 no dia 6 de abril de 2020, onde se variou a

guantidade de zedlito colocada num vial, durante 45 minutos a 200 °C (Figura 28).
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Figura 28 — Testes de desorcao dos compostos volateis do zedlito NaY UOP, colocado num vial a 200 °C
durante 45 minutos numa quantidade de 50 mg (A), 100 mg (B) e 150 mg (C). Injecdo de 1 mL do headspace no
GC-MS. Peras Rocha, GC-MS.

Constatou-se que, quanto maior foi a quantidade de zedlito colocada no vial, maior foi a
concentracdo de cada composto. Observou-se também que, utilizando apenas 50 mg, a area do pico
correspondente ao etanol (TR=9,40 min) foi inferior aos restantes, sendo que também a sua abundancia
relativamente ao acetaldeido (TR=5,60 min) foi bastante dispar quando comparado com as segundas
e terceiras condi¢Bes de desor¢cdo. Como o 1-butanol (TR=13,50 min) foi detetado com maior resolucéo
utilizando 100 mg de zedlito, foi utilizada esta quantidade para a desor¢cdo dos compostos volateis

retidos nas amostras recolhidas nas camaras (Tabela X).

Tabela X — Condi¢cOes de desorcéo para zedlitos expostos nas camaras.

T(°C)  t(min) TMassade
zeolito (g)
200 45 100
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4.4. Retas de Calibracéo

Foram realizadas as retas de calibracdo para a quantificacdo de acetaldeido, acetato de etilo,
acetato de n-butilo, 1-butanol, etanol e etileno. Os calibradores foram injetados seis vezes e lida a sua

resposta. Foi estudada a linearidade destas respostas e foram feitas curvas de calibracéo.

Toma-se como exemplo a validacdo da reta de calibrac@o para a obtencéo de acetato de etilo. As
respostas instrumentais aos diferentes calibradores foram introduzidas na folha de calculo presente em
[106] (Tabela XI).

Tabela XI — Respostas instrumentais a cada calibrador de acetato de etilo.

Concentragao dos Areas dos picos em diferentes réplicas Valor usado na

calibradores (ppm) 1 2 3 4 5 6 Regressao
0,10+0,01 4,70E+05 3,59E+05 5,81E+05 6,56E+05 9,68E+05 6,15E+05 6,27E+05
0,30+0,01 1,38E+06 1,25E+06 1,39E+06 1,28E+06 1,11E+06 1,32E+06 1,21E+06
0,50 + 0,02 1,89E+06 1,84E+06 1,79E+06 1,69E+06 1,83E+06 1,67E+06 1,79E+06
0,70+ 0,02 1,97E+06 2,29E+06 1,98E+06 2,16E+06 2,10E+06 2,07E+06 2,37E+06
1,00+0,03 3,33E+06 3,45E+06 3,54E+06 3,41E+06 3,54E+06 3,25E+06 3,24E+06
1,50+ 0,04 4,52E+06 4,70E+06 4,43E+06 4,48E+06 4,94E+06 4,26E+06 4,70E+06
2,00+ 0,05 6,50E+06 6,17E+06 5,75E+06 6,16E+06 6,54E+06 6,24E+06 6,15E+06
3,00+ 0,08 9,57E+06 9,42E+06 9,44E+06 8,30E+06 1,00E+07 9,15E+06 9,06E+06
5,00+£0,13 1,50E+07 1,49E+07 1,50E+07 1,46E+07 1,46E+07 1,44E+07 1,49E+07

Primeiramente foi analisada a possivel presenc¢a de outliers. Calculou-se G.,;. para os valores

limites das areas obtidas para cada calibrador (Tabela XIlI).

Tabela XII — Resultados do teste de Grubbs para a identificagdo de outliers nos valores limite de &rea para cada

calibrador.

Concentragdo dos G calc

calibradores (ppm) AreaMenor Area Maior
0,10+ 0,01 1,74 1,21
0,30+0,01 0,95 1,73
0,50 £ 0,02 1,20 1,35
0,70+ 0,02 1,64 1,04
1,00+0,03 1,05 1,45
1,50+ 0,04 1,64 1,25
2,00+0,05 1,09 1,67
3,00+0,08 1,20 1,78
5,00£0,13 1,17 1,29
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Como nenhum dos valores de G4 € superior ao valor de G.ic, (para seis repeticdes, Gritico =
1,94, com um intervalo de confianca de 99%), considera-se que nao existem outliers a este nivel de

significancia.

De seguida foi realizado o teste de linearidade ANOVA lack-of-fit (teste F), cujo resultado de F,,. foi
de 2,80. Como o valor de F,,;. € inferior ao valor de F,i., (para seis repeticdes, F.iico = 3,07, com
um intervalo de confianga de 99%), considera-se que uma regressédo linear se adequa a resposta

instrumental.

O teste de homogeneidade de variancias foi também realizado, tendo sido obtido um valor de W,
de 2,49. Como o valor de W, é inferior ao valor de W_,i;ico, (para seis repeticdes, W_yiico = 4,94 com
um intervalo de confianga de 99%), considera-se que os sinais sdo homoscedasticos, ou seja, que as

suas variancias sao estatisticamente equivalentes.

A reta de calibracdo foi entdo obtida recorrendo a uma regresséo linear ANOVA, que minimiza a
distancia entre a linha ajustada e todos os valores de resposta instrumental aos calibradores (Figura
29).

__1,60E+07 -
g 1,408+07 - y = 2,91E+06x + 3,36E+05
< 1,20E+07 -
£ 1,00E+07 -
& 8,00E+06 -
2 6,00E+06 -
£ 4,00E+06 -
£ 2,00E+06 -
§o,005+oo ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
K> 0 1 2 3 4 5 6

Concentragdo (ppm)

Regressdo Linear (Regressao)

Figura 29 — Regressao linear obtida para as respostas instrumentais em fungéo das concentragées dos
calibradores de acetato de etilo.

Uma vez que os valores das respostas instrumentais obtiveram aprovacao nos testes estatisticos
feitos, e que aregressdo na gama de trabalho se revelou linear, considera-se que o método € adequado

para a determinacéo da concentracdo de acetato de etilo nas amostras.

A validacdo dos restantes métodos de determinagdo foi realizada de forma analoga ao
anteriormente descrito. Uma vez que todos os métodos analiticos foram aprovados, consideram-se
vdlidos para a determinacdo do composto volatil respetivo. As retas de calibracdo estao disponiveis no
Anexo Il
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4. 5. Shelf-life

De forma a simular o periodo em shelf-life, foram analisados dois conjuntos de 10 peras, cada um
colocado em exsicadores individuais durante uma semana, a uma temperatura de laboratério de cerca
de 23 °C. Um destes conjuntos continha peras que estiveram em condigBes AN desde a colheita e, no
outro conjunto, exemplares que permaneceram, a partir da colheita, oito meses em condi¢cdes ULO e
trés semanas em condi¢cBes AN. Primeiramente, foi analisado o ar de cada um dos exsicadores. A
andlise ao ar do exsicador com peras armazenadas em atmosfera ULO + AN originou um
cromatograma com uma linha de base que nao estabilizou e, por isso, ndo foi possivel detetar nenhum
composto.

Por sua vez, o ar do exsicador contendo peras que foram armazenadas em AN foi analisado
diretamente, sem recorrer a zedlitos, tendo sido possivel identificar sete compostos (Tabela Xlll), sendo

o etanol o que apresenta uma maior abundancia relativa.

Tabela XIlIl — Compostos volateis detetados na analise ao ar de um exsicador por GC-MS, contendo peras Rocha
previamente armazenadas em AN, em condi¢Bes shelf-life, durante uma semana a cerca de 23 °C.

TR Nome Prob Area  Area(%) Altura Altura (%)
5,69 Acetaldeido 85,50 2,62E+06 0,44 7,07E+05 0,28
6,87 Octano 28,30  4,23E+05 0,07 1,38E+05 0,05
7,71 Acetato de Metilo 89,60 1,76E+06 0,30 7,02E+05 0,27
8,68 Acetato de Etilo 94,40 1,22E+08 20,62 5,32E+07 20,79
9,50 Etanol 89,30 4,58E+08 77,49 1,99E+08 77,67
12,03 Acetato de Butilo 82,30 1,85E+06 0,31 7,95E+05 0,31
13,43 1-Butanol 54,80 4,52E+06 0,76 1,60E+06 0,63

Nesta analise, e apesar de serem detetados um maior nimero de compostos pertencentes a familia
dos ésteres (trés compostos), os alcoois foram a familia de compostos organicos mais abundante,
sendo motivada em grande parte pela abundancia de etanol, representando cerca de 77% da
abundancia relativa total (Figura 30). Apesar de no trabalho anterior [18] também terem sido detetados
uma maior quantidade de alcoois (ca. 43%) , seguida de ésteres (ca. 33%), no trabalho de Fonseca et
al. [16] com peras Rocha armazenadas em AC (-0,5 °C. 0,5% O3, 0,4% CO3), colocadas em shelf-life a
25 °C, foi detetado uma maior quantidade de terpenos (72%), seguida dos ésteres (23%), alcoois (4%),
acetaldeidos (0,6%) e cetonas (0,3%). Os ésteres, que favorecem aromas frutados e florados, tém sido
recorrentemente descritos como a familia de compostos mais abundante em varias variedades de pera,
e em particular nos periodos de shelf-life, em que se da o amadurecimento dos frutos [37], [61], [62],
[112]. Note-se, no entanto, que analises aos compostos volateis produzidos pelas diferentes variedades
de pera em diferentes periodos do armazenamento e conservacdo dos frutos originam resultados

diferentes.

A abundéancia de etanol pode ser potenciada por condi¢des shelf-life, tal como verificado por Chervin

et al. [53], e pelo ja longo periodo de conservacgédo, tendo os processos de senescéncia associados.
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Este facto também pode estar relacionado com a possibilidade de o oxigénio dentro do exsicador ter
diminuido ao longo do periodo de andlise e pelo aumento do teor em diéxido de carbono, que favorece
a transicdo de uma respiracédo aerébia para uma anaerdbia. De facto, no trabalho de Gomes et al. [40],
foi referido que as concentragbes de etanol e de acetato de etilo aumentavam devido ao stress causado
pela falta de oxigénio. O acetato de etilo estd frequentemente associado a um estado de maturacéo
excessivo e/ou a um metabolismo anaerobio [39]. Saquet et al. [49] verificou ainda que a producao de
etanol era muito baixa a colheita, tendo aumentado drasticamente ao longo dos meses seguintes de
conservacao e ainda mais durante periodo shelf-life, acompanhando o processo de amadurecimento e
senescéncia dos frutos.

90,00

78,25
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Figura 30 - Abundéancia relativa das varias familias de compostos detetados por analise ao ar de um exsicador
por GC-MS, contendo peras Rocha previamente armazenadas em AN, em condi¢des shelf-life, durante uma
semana a cerca de 23 °C.

Dos compostos detetados, foi possivel quantificar cinco, a partir das retas de calibragcéo preparadas
(Tabela XIV).

Tabela XIV — Quantificacdo dos compostos presentes no ar de um exsicador, contendo peras Rocha
previamente armazenadas em AN, em condi¢Bes shelf-life, durante uma semana a cerca de 23 °C. Incerteza
expandida com k=2. O (*) indica uma quantificagdo com recurso a extrapolacdo da gama de trabalho, baseada
na linearidade da reta de calibragéo.

Composto Concentragdo (ppm)
Acetaldeido 5,54+4,77
Acetato de Etilo 41,83+1,90 *
Etanol 705,90 + 124,50
Acetato de Butilo 0,33+0,20
1-Butanol 1,74 £0,69

Confirma-se que a concentracao de etanol obtida é a mais elevada de todos os compostos, e que 0
terceiro composto mais abundante (acetaldeido) tem como precursor o etanol. Este facto confirma que,
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mesmo em atmosferas com alto teor de oxigénio (no caso, peras armazenadas por longos periodos em
AN e também no periodo shelf-life) existe producao de metabolitos fermentativos. Estes metabolitos
podem também ser produzidos pelas condi¢cBes do préprio exsicador, uma vez que esta isolado e

poderd ter havido uma escassez de oxigénio durante a semana de shelf-life.

Num exsicador com peras Rocha previamente armazenadas em ULO + AN, foram colocados
zedlitos (NaY UOP, NaY GD, CBV e 5-A) durante o periodo de uma semana. Quando o exsicador foi
aberto, os zedlitos foram colocados em vials tapados num frigorifico, a uma temperatura de cerca de 2

°C para evitar a desor¢éo de compostos até ao momento de analise.

ApOs desorgdo, os compostos volateis obtidos a partir dos zedlitos NaY UOP (Tabela XV), NaY GD
(Tabela XVI), CBV (Tabela XVII) e 5-A (Tabela XVIII) foram analisados.

Tabela XV — Compostos volateis identificados na analise ao ar de um exsicador por GC-MS, contendo peras
Rocha previamente armazenadas em ULO + AN, em condic¢des shelf-life, durante uma semana, a cerca de 23
°C. Zedlito NaY UOP.

TR Nome Prob Area  Area (%) Altura Altura (%)
5,65 Acetaldeido 83,50 8,21E+08 3,06 2,08E+08 5,47
7,00 Propanal 35,30 2,02E+07 0,08 5,35E+06 0,14
7,45 Acetona 89,80 6,18E+08 2,31 1,57E+08 4,13
8,44 Butanal 84,10 7,71E+06 0,03 3,03E+06 0,08
8,53 Metacroleina 53,50 4,31E+06 0,02 2,23E+06 0,06
8,60 Acetato de Etilo 92,40 4,58E+06 0,02 2,29E+06 0,06
8,87 2-Butanona 65,40 1,21E+08 0,45 2,40E+07 0,63
9,29 Alcool Isopropilico 43,80 4,57E+07 0,17  1,51E+07 0,40
9,45 Etanol 59,90 2,46E+10 91,78 3,26E+09 85,67
10,12 Nitrato de Etilo 45,70 6,78E+06 0,03 2,77E+06 0,07
10,23 2-Pentanona 64,80 7,33E+07 0,27 1,81E+07 0,48
10,79 Trimetilsilanol 83,70 6,69E+07 0,25  1,01E+07 0,27
11,21 1-Propanol 92,10 1,92E+07 0,07 3,38E+06 0,09
13,49 Acido (E ) 3-(2-amino-1H -imidazol-5-il)prop-2-endico 19,60 9,37E+07 0,35 2,43E+07 0,64
13,77 Nitrometano 82,10 5,41E+07 0,20 1,36E+07 0,36
14,26 2-Heptanona 11,90 5,98E+06 0,02 1,35E+06 0,04
15,18 Alcool Isoamilico 64,50 1,33E+08 0,50 2,93E+07 0,77
16,38 1-Pentanol 29,90 1,12E+07 0,04 3,17E+06 0,08
18,35 Isohexanol 28,10 6,52E+06 0,02 1,53E+06 0,04
19,74 1-Hexanol 49,00 8,94E+07 0,33 2,09E+07 0,55
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Tabela XVI — Compostos volateis identificados na analise ao ar de um exsicador, por GC-MS, contendo peras
Rocha previamente armazenadas em ULO + AN, em condic¢des shelf-life, durante uma semana, a cerca de 23

°C. Zeolito NaY GD.

TR Nome Prob Area  Area(%) Altura Altura (%)
5,64 Acetaldeido 80,70 1,64E+07 543  3,84E+06 5,22
7,44 Acetona 84,00 1,09e+07 3,61 3,18E+06 4,33
8,86 2-Butanona 58,30 3,35E+06 1,11 9,94E+05 1,35
9,28 Alcool Isopropilico 19,10 1,79E+06 0,59 6,43E+05 0,87
9,44 Etanol 90,70 2,55e+08 84,37 6,16E+07 83,79
10,79 Trimetilsilanol 80,10 1,22E+07 4,04 2,72E+06 3,70
19,64 1-Hexanol 17,80 2,61E+06 0,86 5,40E+05 0,73

Tabela XVII — Compostos volateis identificados na analise ao ar de um exsicador, por GC-MS, contendo peras
Rocha previamente armazenadas em ULO + AN, em condi¢des shelf-life, durante uma semana, a cerca de 23

°C. Zedlito CBV.

TR Nome Prob Area  Area(%) Altura Altura (%)
5,62 Acetaldeido 80,00 2,88E+07 12,45 6,83E+06 13,07
7,42 Acetona 81,20 8,23E+06 3,56 2,30E+06 4,40
7,87 Octeno 16,00 1,20E+06 0,52 5,10E+05 0,98
9,42 Etanol 91,80 1,82E+08 78,70 4,00E+07 76,52
10,77 Trimetilsilanol 55,20 5,70E+06 2,46 1,45E+06 2,77
13,34 1-Butanol 23,90 2,91E+06 1,26 6,21E+05 1,19
19,64 1-Hexanol 11,40 2,43E+06 1,05 5,64E+05 1,08

Tabela XVIII — Compostos volateis identificados na analise ao ar de um exsicador, por GC-MS, contendo peras
Rocha previamente armazenadas em ULO + AN, em condic¢des shelf-life, durante uma semana, a cerca de 23

°C. Zedlito 5-A.

TR Nome Prob Area  Area (%) Altura Altura (%)
5,61 Acetaldeido 70,00 1,74E+07 12,75 4,88E+06 14,60
7,42 Acetona 88,30 8,84E+06 6,48 2,95E+06 8,82
8,41 Butanal 67,30 1,06E+06 0,78 5,42E+05 1,62
8,85 2-Butanona 69,20 1,24E+06 0,91 5,06E+05 1,51
9,42 Etanol 91,10 1,02E+08 74,72  2,31E+07 69,10
10,22 3-Metilbutanal 4440 3,16E+06 2,31 7,51E+05 2,25
10,77 Trimetilsilanol 56,30 2,81E+06 2,06 7,03E+05 2,10

Relativamente aos compostos volateis adsorvidos pelos zedlitos, verificou-se que, utilizando o NaY

UOP, foram detetados 20 compostos (Tabela XV), enquanto os zedlitos NaY GD, CBV e 5-A detetaram,

cada um, sete compostos (Tabelas XVI-XVIII). Em todas as analises foram detetados o acetaldeido, a

acetona, o etanol e o trimetilsilanol. Para além destes compostos, o butanal foi detetado com os zedlitos

NaY UOP e 5-A, a 2-butanona foi detetada nos zeélitos NaY UOP, NaY GD e 5-A, o alcool isopropilico
no NaY UOP e NaY GD e o 1-hexanol nos zedlitos NaY UOP, NaY GD e CBV.

Em qualquer uma destas analises, os alcoois foram a familia de compostos maioritarios, sendo que

o0 etanol € o composto responsavel, dada a sua elevada abundancia em todas as amostras (Figura 31).

Esta abundancia elevada pode ser explicada pela maturagdo ja longa da pera Rocha, mas também

pela possivel fermentacao alcodlica iniciada dentro do exsicador, motivada pela possivel condicdo de
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hipoxia, uma vez gque o recipiente esteve fechado durante uma semana. O acetaldeido foi, em todas as

andlises, o segundo composto mais abundante.

A Unica andlise onde se detetou ésteres foi utilizando o NaY UOP, mas mesmo assim a sua
abundancia relativa é bastante baixa face aos outros compostos. Este resultado contraria a concluséo
do estudo de Gomes et al. [40], que refere que os ésteres, especialmente os acetatos, foram a familia
de compostos mais abundante nas suas andlises com pera Rocha cortada e embalada em bolsas. O
1-butanol, caracterizado por um aroma metélico [16], também foi detetado apenas recorrendo a
concentracgao pelo zedlito CBV, estando relatado que este alcool aumenta com o amadurecimento [39].
O acetato de butilo, composto maioritario em varios estudos com pera Rocha [16], [18], [40] e

caracterizado por um aroma adocicado [16], [39], ndo foi detetado em nenhuma das andlises anteriores.

Em todas as analises onde se utilizou a técnica de concentracdo dos compostos volateis através de
zeolitos e sua consecutiva desorcdo, foi detetado o composto trimetilsilanol. Atendendo as suas
caracteristicas, considera-se que é originado pela deformacgdo do silicone do septo, causada pela

exposicao a temperaturas altas.
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Figura 31 — Abundancia relativa das varias familias de compostos detetados por analise ao ar de um exsicador,
contendo peras Rocha previamente armazenadas em ULO +AN, em condi¢Bes shelf-life, durante uma semana a
cerca de 23 °C, recorrendo aos diferentes zedlitos.

Foi possivel realizar quantificacdes a trés compostos volateis identificados nas anteriores analises,

recorrendo as retas de calibragdo anteriormente preparadas (Tabela XIX).
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Tabela XIX — Quantificacdo dos compostos resultantes da desorgdo de zedlitos NaY GD, CBV e 5-A, expostos a
um exsicador, contendo peras Rocha previamente armazenadas em ULO + AN, em condi¢8es shelf-life, durante
uma semana a cerca de 23 °C. Incerteza expandida com k=2. O (*) indica uma quantificagdo com recurso a
extrapolacdo da gama de trabalho, baseada na linearidade da reta de calibracao.

Concentragdo (ppm)

Composto NaY UOP NaY GD CBV 5-A
Acetaldeido 2013,34 + 39,70 * 39,34 £ 4,76 69,77 £ 4,83 41,80 + 4,76
Etanol 37841,63 + 2556,79 * 393,65 +127,91 281,36 £ 129,99 158,30 + 132,76
Acetato de Etilo 1,46 £ 0,20 - - -
1-Butanol - - 1,11+£0,70 -

Nao é possivel realizar uma comparacgédo direta entre os resultados obtidos pela analise ao ar do
exsicador e os obtidos pela desorcdo dos zedlitos, dado que as peras foram armazenadas em
condicdes diferentes. Pela andalise a Tabela XIX, é também possivel observar que o zedlito NaY UOP,
sujeito as mesmas condigbes que os outros zeolitos, foi o adsorvente que obteve uma maior
concentragdo dos analitos quantificados. Verifica-se também que a quantificagdo de compostos
concentrados pelos restantes zedlitos, apesar de divergente, foi situada na mesma ordem de grandeza.
Este facto podera ser devido a uma maior afinidade do zedlito NaY UOP aos compostos nas condiges
estudadas, cuja confirmacgéo deverd ser realizada recorrendo a uma maior repetibilidade de ensaios.
No entanto, € possivel constatar que, tal como Kim et al. [101] observou, os zedlitos NaY tiveram
melhores capacidades de adsorcdo de etanol do que a mordenite CBV, nas mesmas condicdes.
Verifica-se assim que os valores obtidos pela quantificacdo de etanol seguem uma ordem crescente de
5-A < CBV < NaY GD < NaY UOP e que os de acetaldeido seguem a ordem crescente de NaY GD <
5-A < CBV < NaY UOP. Esta afirmacao esta sujeita a confirmacdo por um maior nUmero de ensaios.
Estes ensaios podem permitir a selecao de zedlitos para a sua insercdo em dispositivos a construir e a

ser utilizados na otimizacdo de atmosferas das cAmaras de conservagao.

Relativamente as andlises por GC-FID para a determinacdo da concentracéo de etileno no ar do
exsicador, foi determinado que as peras armazenadas em condi¢cdes ULO + AN revelaram uma maior
concentracdo do que as que foram armazenadas apenas em condicdes AN (Tabela XX). De facto,
Saquet e Almeida [20], num trabalho com pera Rocha em shelf-life, em que colocaram 4 exemplares
de peras num recipiente durante 2 horas, observaram que a taxa de produc¢éo de etileno era maior nos
primeiros dias, diminuindo depois. Verificaram que as peras conservadas em condi¢des ULO tinham
uma maior taxa de producéo de etileno, havendo uma quebra de cerca de 42% seis dias depois, face
ao valor mais alto. J4 a taxa de producdo de etileno em peras armazenadas em atmosferas AN
apresentou um pico, também ao terceiro dia e mais reduzido face as peras armazenadas em ULO. Este
aumento inicial é devido ao facto de que as frutas estavam sujeitas a atmosferas que reduzem
drasticamente o seu metabolismo, sendo que, quando sé@o colocadas a temperatura e aos niveis de
oxigénio ambientes, a sua resposta metabdlica é potenciada. As peras armazenadas em atmosfera
ULO, ao passarem para uma AN, tiveram um aumento metabdlico motivado pelo aumento do teor de

oxigénio, e quando desta atmosfera passaram para condicGes shelf-life, houve um novo aumento,
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potenciado pelo aumento de temperatura. Ja as peras unicamente armazenadas em AN, o aumento
metabolico foi apenas potenciado pelo aumento de temperatura. Também em [109] verifica-se que, em
peras Rocha armazenadas durante mais de oito meses, houve maior producdo de etileno em periodo
shelf-life em frutos armazenados em atmosferas ULO face a AC. Assim, torna-se natural que as peras
armazenadas em ULO + AN tenham uma maior producdo de etileno em shelf-life face as peras

unicamente armazenadas em AN, nas mesmas condi¢des.

Tabela XX - Quantificagéo de etileno por andlise ao ar de dois exsicadores, contendo peras Rocha previamente
armazenadas em AN e em ULO + AN, em condi¢des shelf-life, durante uma semana a cerca de 23 °C.

Atmosfera de ~
Concentragdo (ppm)

Conservagao
AN 111,72
ULO + AN 239,11
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4.6. Campanha de 2020/2021

4.6.1. Analises por GC-MS

Em relagdo a andlise da atmosfera da cAmara 7 relativa & campanha de 2020/2021, foram recolhidas
trés amostras, duas no dia 06/04 com dois zedlitos (CBV e 5-A) e uma a 13/04 com o zedlito NaY UOP.
Em ambos os casos, os zedlitos foram colocados na camara sete dias antes (30/03 e 06/04,

respetivamente).

Quanto aos compostos volateis libertados pela desorcdo dos zedlitos CBV e 5-A, verificou-se que,
para o primeiro, foram detetados 15 compostos (Tabela XXI) e, para o segundo, 16 compostos (Tabela
XXII).

Tabela XXI - Compostos volateis identificados por GC-MS, resultantes da desorcao de zedlito CBV, exposto
durante uma semana na camara 7 (06/04/2021).

TR Nome Prob Area  Area (%) Altura Altura (%)
5,67 Acetaldeido 84,30 1,40E+08 4,52 3,44E+07 4,66
7,00 Propanal 49,80 2,10E+06 0,07 6,11E+05 0,08
7,47 Acetona 91,20 1,02E+08 3,29 2,84E+07 3,85
8,44 Butanal 37,50 2,32E+06 0,07 8,58E+05 0,12
8,54 Metacroleina 31,90 7,32E+05 0,02 3,09E+05 0,04
8,60 Acetato de Etilo 84,70 1,19E+06 0,04 5,66E+05 0,08
8,88  (5E,9E) - 6,10-Dimetildodeca-5,9-dien-2-ona 62,10  1,86E+07 0,60 4,52E+06 0,61
9,29 Alcool Isopropilico 58,20 1,12E+07 0,36 4,01E+06 0,54
9,45 Etanol 91,00 2,75E+09 88,81 6,46E+08 87,53
10,23 2-Pentanona 56,30 8,58E+06 0,28 2,51E+06 0,34
10,79 Trimetilsilanol 76,80  4,76E+06 0,15 1,88E+06 0,25
11,87 Acetato de Butilo 34,70 1,72E+06 0,06 8,52E+05 0,12
13,48 1-Butanol 66,50 3,62E+07 1,17 8,93E+06 1,21
13,94 Nitrometano 86,40 1,33E+07 0,43 3,40E+06 0,46
19,75 1-Hexanol 14,80 3,87E+06 0,13 8,68E+05 0,12
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Tabela XXII - Compostos voléteis identificados por GC-MS, resultantes da desorcéo de zedlito 5-A, exposto
durante uma semana na camara 7 (06/04/2021).

TR Nome Prob Area  Area (%) Altura Altura (%)
5,37 Hexano 23,20 4,59E+06 0,19 1,15E+06 0,19
5,64 Acetaldeido 83,30 2,14E+08 8,96 5,35E+07 8,88
6,98 Propanal 46,70 7,01E+06 0,29 1,89E+06 0,31
7,44 Acetona 92,20 1,28E+08 5,35 3,65E+07 6,05
8,42 Butanal 77,20  6,19E+06 0,26 2,31E+06 0,38
8,52 Metacroleina 47,30 1,66E+06 0,07 7,64E+05 0,13
8,86 2-Butanona 77,40 1,82E+07 0,76 5,40E+06 0,89
9,12 3-Metilbutanal 56,10 3,54E+06 0,15 1,13E+06 0,19
9,27 Alcool Isopropilico 30,70 8,74E+06 0,37 2,84E+06 0,47
9,43 Etanol 91,10 1,81E+09 75,54 4,80E+08 79,61
10,22 2-Pentanona 60,50 1,46E+07 0,61 4,07E+06 0,68
10,78 Trimetilsilanol 82,10 4,21E+06 0,18 1,80E+06 0,30
13,45 2-Butanol 60,90 1,52E+08 6,37 6,01E+06 1,00
13,94 Nitrometano 85,20 1,53E+07 0,64  4,34E+06 0,72
14,98 2-Heptanona 32,00 3,98E+06 0,17 6,67E+05 0,11
19,75 1-Hexanol 14,00 2,56E+06 0,11 5,38E+05 0,09

Onze compostos comuns foram detetados na desor¢éo dos zedlitos testados, sendo em ambos os
casos o etanol e o acetaldeido os volateis com maior abundancia relativa. No caso do zedlito CBV, a
acetona e o 1-butanol sdo os volateis com abundéncias relativas ainda superior a 1%. Relativamente
ao zeolito 5-A tem-se também, por ordem de abundancia, o 2-butanol e a acetona, respetivamente. O
hexano, a 2-butanona, o 3-metilbutanal, o 2-butanal e a 2-heptanona foram detetados também
detetados quando empregado o zedlito 5-A, enquanto que o acetato de etilo, a (5E,9E)-6,10—
dimetildodeca—5,9—-dien—2—ona, o acetato de butilo e o 1-butanol foram apenas detetados com o zedlito
CBV.

Da andlise dos resultados, verifica-se que o grupo de compostos mais abundante é o dos alcoois,
seguido do dos aldeidos (Figura 32). Resultados semelhantes foram obtidos por Deuchande et al. [34],
gue referem que o abaixamento dos teores de oxigénio na atmosfera de armazenamento da pera Rocha
aumenta de forma drastica as concentracdes de etanol e acetaldeido, uma vez que séo produtos da
metabolizacdo anaerdbia. No entanto, em frutos onde foi aplicado 1-MCP, esperar-se-ia uma menor
producdo de metabolitos fermentativos, dado que os recetores de etileno seriam bloqueados,
prevenindo assim os processos fisiolégicos de amadurecimento [52]. Em trabalhos com kiwis, por
exemplo, observou-se que a aplicacdo de 1-MCP reduziu a producdo de acetaldeido e de etanol,
inibindo a atividade das enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase [113]. No entanto,
deve-se considerar o longo periodo de conservacdo das peras em condi¢des de AC, que origina uma

maior producéo de metabolitos fermentativos.

Apesar de ambos os zeolitos estarem presentes na mesma atmosfera, durante 0 mesmo periodo
de tempo, a sua capacidade de adsorgdo é diferente para os diferentes compostos. A utilizacao de

diferentes zedlitos pode condicionar a caracterizacdo de uma mesma atmosfera.
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Figura 32 - Abundancia relativa das varias familias de compostos detetados resultantes da desorcéo de zeolito
CBYV e 5-A, expostos durante uma semana na camara 7 (06/04/2021).

Através das retas de calibracdo preparadas, foi feita a quantificacdo de alguns dos compostos

volateis mais detetados (Tabela XXIII).

Tabela XXIIl - Quantificagdo dos compostos resultantes da desorcéo de zedlito CBV e 5-A, exposto durante uma
semana na camara 7 (06/04/2021). Incerteza expandida com k=2. O (*) indica uma quantificagdo com recurso a
extrapolacdo da gama de trabalho, baseada na linearidade da reta de calibragéo.

Concentragdo (ppm)

Composto
CBV 5-A
Acetaldeido 342,87 +7,89 * 524,25 + 10,97 *
Acetato de Etilo 0,29+0,21 -
Etanol 4235,83 + 265,08 * 2778,10+ 182,53 *
Acetato de Butilo 0,30+0,20 -
1-Butanol 14,28 +0,85 * -

Foi também possivel realizar uma andlise & mesma camara, recorrendo ao zedlito NaY UOP,
referentes a semana iniciada no dia 06/04 (Tabela XXIV). Nesta analise foram detetados 12 compostos,

menos do que nas analises anteriormente referidas.
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Tabela XXIV - Compostos volateis identificados por GC-MS, resultantes da desorgdo de zedlito NaY UOP,
exposto durante uma semana na camara 7 (13/04/2021).

TR Nome Prob Area  Area(%) Altura Altura (%)
5,64 Acetaldeido 84,80 2,84E+08 11,03 7,45E+07 11,76
7,45 Acetona 90,80 1,10E+08 4,27 3,18E+07 5,02
7,98 2-Propenal 86,60 1,97E+06 0,08 6,63E+05 0,10
8,44 Butanal 33,10 1,52E+06 0,06  6,65E+05 0,11
8,52 Metacroleina 69,40 1,78E+06 0,07 7,97E+05 0,13
8,87 2-Butanona 40,10  1,59e+07 0,62 4,13E+06 0,65
9,29 Alcool Isopropilico 65,40 4,65E+06 0,18 1,64E+06 0,26
9,44 Etanol 90,70 2,11E+09 81,89 5,07E+08 80,08
10,24 2-Pentanona 69,00 5,64E+06 0,22 1,82E+06 0,29
10,79 Trimetilsilanol 74,30 2,16E+06 0,08 9,07E+05 0,14
13,49 1-Butanol 54,70 1,92E+07 0,74  4,28E+06 0,68
13,96 Nitrometano 90,80 1,97E+07 0,77 4,94E+06 0,78

Nesta andlise, novamente, os metabolitos fermentativos foram os que obtiveram uma maior
abundancia relativa, especialmente o etanol. A sua elevada concentracdo fez com que os alcoois
fossem a familia de compostos mais abundante na amostra, seguido dos aldeidos e das cetonas.
Nenhum éster foi detetado (Figura 33). A ndo detec¢éo de ésteres (Figuras 32 e 33) pode ser causada
pela aplicacdo de 1-MCP, tendo sido j& descrito que este antagonista reduz a producdo desta familia
de compostos [38], [61], [67]. Dos compostos detetados, apenas o 2-propenal ndo foi detetado nas
analises com os anteriores zedlitos. Comparando os resultados dos dois compostos maioritarios,
comuns as andlises com os trés zedlitos, observa-se que houve um aumento da abundéancia relativa
do acetaldeido quando utilizado o zedlito NaY UOP. Na andlise recorrendo a este adsorvente, o etanol
teve uma abundéancia relativa com valores intermédios face as analises com os anteriores zedlitos,

sendo o CBV o que teve uma maior abundéancia deste composto.
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Figura 33 - Abundancia relativa das varias familias de compostos detetados resultantes da desorgdo de zedlito
NaY UOP, exposto durante uma semana na cdmara 7 (13/04/2021).
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Foi também possivel quantificar alguns dos compostos (Tabela XXV). Apesar das amostragens
anteriores ndo serem referentes ao mesmo espaco temporal que esta amostragem, considera-se que
a diferenca de producao nao alterou substancialmente de uma semana para a outra, uma vez que as
condigbes de armazenamento e os frutos foram os mesmos. Observa-se entdo que com CBV se
detetou maior concentragdo de etanol e de 1-butanol, e que com o zedlito NaY UOP foi detetada maior

concentracdo de acetaldeido.

Tabela XXV - Quantificacdo dos compostos resultantes da desor¢éo de zedlito NaY UOP, exposto durante uma
semana na camara 7 (13/04/2021). Incerteza expandida com k=2. O (*) indica uma quantificagdo com recurso a
extrapolacdo da gama de trabalho, baseada na linearidade da reta de calibracao.

Composto Concentragdo (ppm)
Acetaldeido 695,34 +14,11 *
Etanol 3243,60+ 207,24 *
1-Butanol 7,54+0,69 *

Nas andlises realizadas por GC-MS as atmosferas das cAmaras de conservacao, foi concluido que
0 composto que as peras produzem em maior quantidade é o etanol, seguido do acetaldeido. Este facto
€ devido ao longo periodo de conservacéo a que as peras foram sujeitas, ndo obstante da aplicagao
de 1-MCP. Devido ao reduzido nimero de ensaios, nao foi possivel estabelecer relacdes entre as
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos e os compostos volateis produzidos ao longo do tempo. De
igual forma, ndo foi possivel estabelecer comparagdes entre compostos volateis produzidos por frutos

em atmosferas de conservacao diferentes.

Apesar de os zedlitos terem estado sujeitos as mesmas condi¢cdes, e apesar de terem sido
observadas abundancias relativas relacionaveis, as concentragdes obtidas sao muito diferentes entre
analises, 0 que leva a questionar a caracterizacdo das atmosferas por este método. No entanto,
admitindo variabilidade entre ensaios (e ainda mais por se tratarem de amostras provenientes de
organismos vivos), estas afirmac¢éo ndo pode ser confirmada neste estudo, uma vez que cada amostra
s6 foi analisada uma Unica vez e ndo foi continuada ao longo do periodo de armazenamento e

conservacao da pera Rocha.
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4.6.2. Analises por GC-FID

A detecdo de etileno é normalmente realizada através de GC-FID, uma vez que a dete¢éo por GC-
MS é dificil, dado que a massa nominal deste composto coincide com a do nitrogénio (m/z 28) [56].
Desta forma, e através do método otimizado de analises por GC-FID, assim como o método de
concentracao de volateis e sua posterior desor¢éo, foi possivel analisar a evolucdo da concentragdo
de etileno em cada cdmara ao longo de um certo periodo de conservagdo. A cAmara 7 (4,0% Oz + 1-
MCP) foi analisada semanalmente desde 3 de marc¢o até 11 de maio, sendo que as restantes camaras

foram analisadas desde 4 de maio até 11 de maio (Figura 34).
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Figura 34 - Evolucdo da concentragédo de etileno ao longo do tempo em diferentes camaras, utilizando diferentes
zedlitos. Colheita de 2020/2021. GC-FID.

A primeira conclusdo que se obtém pela observacdo da Figura 33 é que, em todas as camaras,

geralmente todos os valores estdo presentes na gama dos ppm [57] e, apesar de obtidos recorrendo a
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adsorventes diferentes, seguem o mesmo padréo ao longo do tempo. Verificam-se ainda alguns pontos
gue se distanciam do padrdo seguido pelos dos outros zedlitos, podendo estes ser devido a algum erro
experimental ou outlier. Para uma maior consisténcia dos resultados, cada amostra deveria ter sido
repetida. Convém referir ainda que, pelas condi¢cdes de funcionamento das camaras, existe por vezes
uma remoc¢do de algum componente maioritario da atmosfera que tenha ultrapassado o limite
programado. Estas remoc¢Bes de compostos, como 0 oxigénio ou o diéxido de carbono, fazem com que
o etileno e outros compostos volateis também sejam removidos da atmosfera do interior da camara de
conservacdo. Esta remocdo pode provocar oscilagbes nas concentracdes de etileno obtidas. Da

mesma forma, uma abertura mais prolongada das camaras poderd resultar na saida de etileno.

Relativamente a relacdo entre os valores obtidos de concentracéo de etileno e as atmosferas de
conservacao a que os frutos foram sujeitos, verifica-se que a producao deste composto € maior em
camaras com maior teor de oxigénio. Avaliando o mesmo periodo temporal (de 4 a 11 de maio),
observa-se que os frutos armazenados nas camaras 9 e 10, com condi¢cdes AN e AC (21% e 2,5% de
O3, respetivamente) libertaram maiores concentragfes de etileno face as cAmaras 7 e 8, sujeitas a
condicdes de aplicacdo de 1-MCP e ULO (4% e 0,5%, respetivamente). A cAmara 7, tendo um nivel de
oxigénio superior ao da camara 10, registou, no entanto, niveis de producéo de etileno inferiores. Este
facto é devido a aplicacéo de 1-MCP ao inicio do periodo de conservacgado, confirmando a agdo deste

produto de aplicacéo pés-colheita na inibicdo e bloqueio dos recetores de etileno [38].

Os quatro tipos de adsorventes foram utilizados neste estudo. Observa-se que o zedlito CBV
concentrou uma menor quantidade de etileno quando comparado com os valores obtidos utilizando
outros zedlitos, em todas as camaras. Notou-se também que, na camara 7, os valores obtidos através

dos zedlitos NaY UOP e 5-A foram semelhantes entre eles e superiores aos demais.
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4.7. Campanha de 2021/2022

Na campanha de 2021/2022, n&o foi possivel proceder a analise dos compostos por GC-MS, tendo

sido realizada apenas a quantificacdo de etileno, através da técnica de GC-FID. Foi possivel analisar a

evolucdo da concentracdo de etileno nas quatro cAmaras de conservacdo estudadas, desde 19 de

agosto a 16 de setembro, perfazendo um total de cinco semanas (Figura 35).
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Figura 35 - Evolucdo da concentragdo de etileno ao longo do tempo em diferentes cAmaras, utilizando diferentes
zeolitos. Colheita de 2021/2022. GC-FID.

Ao observar a figura, € notdrio, mais uma vez, que os valores obtidos através da concentracdo pelos

guatro tipos de adsorventes geralmente seguem o mesmo padrdo ao longo do periodo de analise.

Observa-se a existéncia de alguns valores mais altos do que os restantes, podendo ser devidos a erros

experimentais, sendo que seria necessario ter sido realizado uma maior repetibilidade de ensaios. E
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relevante referir que, durante a amostragem iniciada no dia 2 de setembro, houve a existéncia de um
mal funcionamento do sistema controlador da atmosfera das camaras, tendo sido registado uma
atividade fora do normal. Estes eventos podem ser a explicacdo de, em todas as camaras, a
concentragdo de etileno tenha sido bastante reduzida nas amostragens iniciadas a dia 2 e 9 de
setembro.

Ao comparar a Figura 34 com a Figura 35, é possivel constatar que as concentracdes de etileno
obtidas na campanha de 2021/2022 séo inferiores as obtidas na campanha 2020/2021, uma vez que
as frutas, no periodo de analise, se encontravam em periodos distintos da conservagédo (Figura 36). A
pera, ao ser colocada na camara de conservacgdo, estabiliza o processo de maturacdo, sendo
semelhante, nestes termos, a frutas ndo-climatéricas. No entanto, este processo vai evoluindo e, por
iSS0, observa-se que os valores da concentracdo de etileno aumentam ao longo do tempo, aumentando
com o estado de maturacao dos frutos [38], [114]. Verifica-se ainda que as camaras 8 e 9, que contém
atmosferas com teores mais altos de oxigénio, revelaram uma menor concentragcéo de etileno do que
a camara 7, com menor teor de oxigénio. Comparando a camara 6 e 8, cujas condi¢bes de atmosfera
apenas divergem na aplicacdo de 1-MCP, observa-se que os resultados obtidos revelam que a
producao de etileno é maior em frutos onde foi aplicado este antagonista. Estes resultados sao, por
tudo o que foi anteriormente referido, contraditorios. Desta forma, e uma vez que cada resultado obtido
nao foi sustentado por repeti¢cdes, e dado que houve uma maior oscilagédo no sistema controlador das
atmosferas das camaras, ndo se podera retirar ilagdes destes resultados, relativamente a producéo de
etileno.
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Figura 36 - Relagdo entre estado fisioldgico com a producéo de etileno, taxa de respiragéo e crescimento em
frutas climatéricas e ndo climatéricas. Retirado de [115].
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E possivel constatar, no entanto, que o zedlito NaY UOP €&, por norma, o adsorvente que mais etileno
concentrou. O zedlito CBV confirmou que ndo sera uma boa escolha para a remoc¢éo de etileno das

camaras, uma vez que, salvo algumas excecgoes, é o adsorvente que menos concentra este composto.
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5. Concluséao e Perspetivas Futuras

O objetivo principal deste trabalho foi a caracterizacdo de diferentes atmosferas utilizadas na
conservacdo de peras sujeitas a longo armazenamento (cerca de dez meses). A técnica de
cromatografia gasosa foi utilizada para identificar e quantificar os compostos volateis produzidos pelos
frutos durante a sua permanéncia na camara frigorifica, e nas atmosferas instaladas. Estes resultados,
idealmente, poderiam ser relacionados com as caracteristicas fisico-quimicas e fisiolégicas
determinadas nos frutos ap6s a conservacao e permitir a criagdo de um modelo de previsédo de abertura

das camaras antes do aparecimento dos problemas fisiol6gicos.

A avaliacao inicial da evolucdo da producdo de compostos volateis foi realizada em testes que

simulam o periodo shelf-life das peras, em temperatura ambiente e recipiente fechado/exsicador.

Nas restantes analises, foram utilizadas peras Rocha provenientes das colheitas de agosto de 2020
e de agosto de 2021, armazenadas em quatro diferentes atmosferas. A chegada ao RochaCenter, foi
verificado que as peras provenientes da campanha de 2020/2021 tinham um estado de maturacao mais
elevado do que as peras da campanha de 2021/2022. Esta afirmacéo esta sustentada pelos valores de
firmeza da polpa e o indice de Streiff, que foram inferiores ao valor minimo de referéncia, tendo também
sido concluido que os valores de IR das duas colheitas estdo dentro dos valores padrédo e ainda que
os valores da taxa de regressao de amido (TRA) médios da colheita de 2021 se situavam abaixo do
intervalo de referéncia. No final do periodo de conservacéo da colheita de 2020 (maio de 2021) e apds
sete dias em periodo shelf-life, foi verificada uma reducdo da firmeza, especialmente em frutos
armazenados em atmosferas com ultra-low oxygen (ULO) e atmosfera controlada (AC) (2,5% de Oy).
A aplicacao de 1-MCP impediu 0 amadurecimento nas peras apds a colheita dos frutos e a consequente
reducdo de firmeza. Os valores do indice refratométrico (IR) aumentaram durante o periodo de shelf-
life e ndo se observaram diferencas em relacdo aos valores obtidos para frutos conservados em
camaras de AC e ULO. Em camaras com atmosfera normal (AN), o valor de IR foi menor. Observou-
se incidéncia de escalddo superficial apenas em fruta armazenada em condic6es AN, ndo se tendo
verificado acastanhamentos internos em nenhuma camara.

Uma vez que a concentracdo de compostos volateis presentes na atmosfera das camaras é muito
reduzida (ppm ou ppb), a injecdo direta de amostras no cromatégrafo gasoso ndo permitia uma
identificacdo desses compostos, pelo que foi necessario recorrer a alternativa de utilizar adsorventes —
zeolitos — para a extracdo e concentracéo dos volateis. Assim, os zedlitos utilizados (NaY, da UOP e
da GD, 5-A da Sigma Aldrich e CBV 10-A da Zeolyst) foram expostos semanalmente e repetitivamente

as atmosferas de diferentes camaras de conservagéo.

Dada a utilizacéo de zedlitos, verificou-se a necessidade de desenvolver e otimizar um procedimento
para a desorcdo dos compostos adsorvidos. Concluiu-se que os melhores resultados foram obtidos
guando os adsorventes foram colocados durante 45 minutos numa estufa aquecida a 200 °C.
Atendendo ao volume a analisar, para zeodlitos expostos ao ar de exsicadores, foi verificado que a
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guantidade a colocar em vials de 10 mL seria de 50 mg enquanto que, para os zeblitos expostos as

atmosferas das camaras, a quantidade seria de 100 mg.

A detecdo e quantificacdo de compostos volateis no cromatografo gasoso foi realizada recorrendo

a um detetor MS e, no caso do etileno, a um detetor FID.

Com recurso a amostras padréo de alguns dos possiveis compostos volateis libertados pelos frutos,
foram efetuadas calibracdes de seis volateis que, em trabalhos anteriores, tinham uma abundancia
relativa elevada. As correlacdes obtidas foram analisadas relativamente & linearidade, a
homoscedasticidade de variancias e a possivel existéncia de outliers por varios testes estatisticos,
todos com intervalos de confianca de 99%. Verificou-se que todas as retas se revelaram adequadas a
resposta instrumental e, por isso, a quantificacdo da concentracéo do respetivo composto volatil. Foram
também determinadas as incertezas associadas a cada quantificacdo, exceto para as quantificacdes

de etileno e respetivas retas de calibracéo.

Nas andlises realizadas por GC-MS aos volateis produzidos pelas peras Rocha no periodo shelf-life
e nas atmosferas das camaras de conservacao, foram detetados 29 compostos, dos quais oito sédo
pertencentes ao grupo dos alcoois, seis aos aldeidos, cinco as cetonas e trés aos ésteres, entre outros.
A familia de compostos mais abundante foi a dos &alcoois com uma abundéncia relativa superior a 70%
em qualquer das situacdes analisadas. Foi também concluido que o composto que as peras produzem
em maior quantidade é o etanol, seguido do acetaldeido. Este facto é devido ao longo periodo de
conservacao a que as peras foram sujeitas e, pelas condi¢cdes de hipoxia originadas no decurso do
periodo shelf-life. Devido ao reduzido nimero de ensaios, ndo foi possivel estabelecer relagbes entre
as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos e os compostos volateis produzidos ao longo do tempo,
bem como estabelecer comparacdes entre compostos volateis produzidos por peras armazenadas em

diferentes atmosferas de conservacgéao.

Relativamente as andlises por GC-FID para a determina¢éo da concentracdo de etileno no ar do
exsicador (periodo shelf-life), foi determinado que as peras armazenadas em condi¢cbes ULO + AN
revelavam uma maior concentracéo do que as que foram armazenadas apenas em condicdes AN. As
peras armazenadas em atmosfera ULO, ao passarem para uma AN, tiveram um aumento metabdlico
motivado pelo aumento do teor de oxigénio, e quando desta atmosfera passaram para condi¢gfes shelf-
life, houve um novo aumento, potenciado pelo aumento de temperatura. Ja as peras unicamente
armazenadas em AN, o aumento metabdlico foi apenas potenciado pelo aumento de temperatura.
Assim, torna-se natural que as peras armazenadas em ULO + AN tenham uma maior producdo de

etileno face as peras unicamente armazenadas em AN, nas mesmas condicoes.

Foi realizada uma monitoracdo da concentracdo de etileno em diferentes camaras ao longo do
periodo de conservacd@o. As concentracdes de etileno obtidas nas peras da colheita de 2021 sao
inferiores as obtidas na colheita 2020, uma vez que as frutas, no periodo de andlise, se encontravam
em estados de conservagdo diferentes. As analises foram realizadas no final da conservac¢do da
colheita de 2020 (de marco a maio de 2021) e no inicio da conservacédo da colheita de 2021 (agosto e
setembro de 2021).
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Relativamente a estas analises, foi possivel constatar que o zedlito NaY UOP &, por norma, o
adsorvente que mais etileno concentrou. Obteve-se também a conclusdo de que o zedlito CBV nao
sera uma boa escolha para a remocao de etileno das camaras, uma vez que, salvo algumas excecdes,

€ o adsorvente que menos concentra este composto.

Como primeira perspetiva para trabalhos futuros, seria necessario realizar ensaios analogos com

maior repetibilidade e, se possivel, realiza-los ao longo de todo o periodo de conservacao.

Sera necessario testar a aplicacdo de outros adsorventes com maior afinidade aos compostos
volateis produzidos. Ap6és um estudo mais alargado utilizando a técnica usada neste trabalho, com
maior repetibilidade de ensaios, sera mais facilmente concluido qual sera o melhor adsorvente a ser
empregue e estabelecer relaces entre os compostos produzidos e o estado fisiol6gico das peras. No
seguimento, podera ser interessante comparar a evolugdo da producdo de compostos volateis por
peras colhidas em diferentes estados de maturacdo e, novamente, estabelecer relacbes entre a
caracterizagdo fisico-quimica dos frutos e os compostos volateis por eles produzidos. Contudo, a
utilizacdo destes adsorventes podera ser interessante em filtros ou fotorreatores para a otimizagdo da
atmosfera de conservacao, constituindo-se como uma alternativa a algumas metodologias utilizadas,
estando até sendo executados noutros estudos no ambito do projeto Nano4Fresh — Nanomaterials for
an environmentally friendly and sustainable handling of perishable products, (PRIMA/0016/2019.

Em estudos posteriores, é aconselhavel que se utilize outra técnica ou que se otimize a recolha de
volateis. A metodologia utilizada é bastante suscetivel a fugas, e limitada pelas condi¢8es dos préprios
equipamentos, como os septos, que ndo foram desenhados para esta aplicagdo. Da mesma forma,
devera ser melhorada a forma como os adsorventes sao aplicados. Durante este trabalho, as camaras
foram semanalmente abertas para introduzir e remover zedlitos, o que nao favorece a monitorizacéo
dos compostos volateis ao longo do tempo, dada a troca gasosa com o exterior da cAmara que se
verifica nestes momentos. Seria importante a implementacdo de um sistema que permitisse a
passagem do ar da atmosfera da camara por um dispositivo composto pelos adsorventes, e que o fluxo
de ar a passar por esse dispositivo pudesse ser controlado, aguando da remocdo dos adsorventes.
Caso este sistema nao seja possivel de implementar, podera ser interessante retirar alguns exemplares
de peras no dia em que se pretenda realizar andlises, e coloca-los num recipiente fechado, como um
exsicador, e analisar a atmosfera interior, uma vez que para este cenario, COmo se comprovou, ndo
havera necessidade de utilizar adsorventes, podendo ser analisada por injecéo direta no cromatégrafo.
Podera também ser interessante a implementacdo de um sistema de HS-SPME, dada a sua
versatilidade e facilidade de utilizagéo.
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Anexo | — Analises Prévias

Foram realizadas analises prévias a uma atmosfera de um exsicador, que conteve peras e bananas
durante uma semana, com uma temperatura do laboratorio de cerca de 23 °C. A remocédo de uma
amostra da atmosfera foi feita através da injecdo de uma seringa, adaptada para o uso de gases, num
tubo de silicone ligado a atmosfera interior do exsicador através de uma valvula, e encerrado na outra
extremidade. Convém referir que, por serem andlises prévias, as condi¢cdes operacionais do GC-MS e

de desorcdo dos compostos volateis ainda ndo estavam otimizadas e, por isso, deve-se dar a devida

importancia aos resultados obtidos.

Peras e Bananas

Primeiramente, foi realizada uma analise ao ar de um exsicador, contendo peras e bananas. Nesta

analise foi possivel identificar 29 compostos volateis (Tabela XXVI).

Tabela XXVI — Compostos detetados por analise ao ar de um exsicador, por GC-MS, contendo peras e bananas,
em condic¢des shelf-life, durante uma semana a cerca de 23 °C.

TR Nome Prob Area  Area (%) Altura Altura (%)
4,60 Hexano 70,60  2,30E+07 2,01 4,84E+06 0,99
5,73 Acetaldeido 76,40  7,91E+06 0,69 1,91E+06 0,39
7,55 Acetona 90,10 5,40E+07 4,71 1,83E+07 3,73
8,72 Acetato de Etilo 94,40 1,52E+08 13,22  6,61E+07 13,49
8,99 2-Butanona 78,90 4,21E+06 0,37 1,66E+06 0,34
9,53 Etanol 90,56 1,67E+08 14,53  7,22E+07 14,74
10,25 Acetato de Propilo 55,00 1,78E+06 0,15 7,32E+05 0,15
10,37 2-Pentanona 89,80  5,24E+07 4,57 2,42E+07 4,94
10,91 Acetato de Isobutilo 88,50 1,52E+08 13,26  7,37E+07 15,05
11,35 Butanoato de Butilo 85,90 7,53E+06 0,66 3,59E+06 0,73
11,95 3-Metilbutanoato de Etilo 39,00 2,89E+06 0,25 9,76E+05 0,20
12,03 Acetato de 2-Pentanol 83,10 1,52E+08 13,27  6,91E+07 14,11
12,29 Isobutanol 75,60  3,94E+07 3,44 1,74E+07 3,55
12,38 3-Metilpropanoato de 2-Metilpropilo 46,50 7,10E+06 0,62 2,61E+06 0,53
12,85 2-Pentanol 57,50 1,66E+07 1,45 7,63E+06 1,56
13,11 Acetato Isoamilico 90,10 1,43E+08 12,45 6,28E+07 12,81
13,46 1-Butanol 20,10 6,82E+06 0,59 2,31E+06 0,47
13,92 Butanoato de 2-Metilpropilo 71,20  3,44E+07 3,00 1,43E+07 2,93
14,11 Acetato de 1-Metilpropilo 16,70 1,71E+06 0,15 7,39E+05 0,15
14,33 2-Metilbutanoato de 1-Metilpropilo 33,30 7,26E+05 0,06 4,24E+05 0,09
14,68 3-Metilbutanoato de 2-Metilpropilo 65,20 4,21E+06 0,37 1,88E+06 0,38
14,77 Propanoato de 3-Metilbutilo 28,10 4,60E+06 0,40 1,81E+06 0,37
15,02 Alcool Isoamilico 56,80 5,76E+07 5,02 2,12E+07 4,32
15,26 Butanoato de 1-Metilbutilo 78,50 1,13E+07 0,99 4,24E+06 0,86
16,25 6-metil heptan-2-ona 59,30 3,08E+06 0,27 1,09E+06 0,22
16,33 Pentanoato de Butilo 44,40 1,54E+06 0,13 7,33E+05 0,15
16,70 Acetato de 1-Metilhexilo 32,80 3,36E+06 0,29 1,07E+06 0,22
16,87 2-Metilpropanoato de 3-Metilbutilo 62,10 2,76E+07 2,40 9,76E+06 1,99
17,76 3-Metilbutanoato de 3-Metilbutilo 25,80 7,83E+06 0,68 2,70E+06 0,55




Como resultado desta analise, os ésteres foram a familia de compostos mais abundante, sendo que
ainda se detetaram alcoois, cetonas, hidrocarbonetos e aldeidos (Figura 37). O composto mais
abundante foi o etanol, que pode ser explicado pela maturagdo ja longa da pera Rocha e pelas bananas,
mas também pela possivel fermentacao alcodlica iniciada dentro do exsicador, motivada pela possivel
escassez de oxigénio, uma vez que o recipiente esteve fechado durante uma semana. Alguns dos
compostos maioritarios desta anélise, como o acetato de isobutilo, o acetato de 1-metilbutilo e 0 acetato
isoamilico, ja foram documentados como sendo maioritarios face aos compostos volateis produzidos

por bananas, de varias variedades. [116]—-[119]
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Figura 37 — Abundancia relativa das vérias familias de compostos detetados por andlise ao ar de um exsicador,
contendo peras e bananas, em condi¢des shelf-life, durante uma semana a cerca de 23 °C.

Peras Conference

Ao longo do processo de otimizacdo do método de desorcédo, foram analisadas peras Conference,
colocadas em exsicadores, nas mesmas condi¢@es shelf-life (uma semana, a 23 °C). Estas analises
foram feitas com recurso a varias condi¢des de desorgdo. Cerca de 100 mg do zedlito NaY UOP foram
sujeitas a uma desorcao durante 30 min a 200 °C. Nesta analise, foi possivel identificar cinco compostos
(Tabela XXVII).



Tabela XXVII — Compostos volateis identificados na andlise ao ar de um exsicador, por GC-MS, contendo peras
Conference, em condi¢des shelf-life, durante uma semana, a cerca de 23 °C. Desorcao de 100 mg de zedlio NaY
UOP, durante 30 min a 200 °C.

TR Nome Prob Area  Area(%) Altura Altura (%)
5,50 Acetaldeido 83,40 6,57E+07 12,17  2,01E+07 14,59
7,29 Acetona 82,50 3,85E+07 7,13 1,11E+07 8,06
7,48 Acetato de Metilo 73,50 1,22E+07 2,26 8,88E+06 6,44
9,32 Etanol 91,00 4,17E+08 77,23  9,59E+07 69,60
9,99 Nitrato de Etilo 55,40 6,57E+06 1,22 1,81E+06 1,31

Dos compostos detetados, foi possivel quantificar cinco, a partir das retas de calibracdo preparadas
(Tabela XXVIII).

Tabela XXVIII — Quantificagdo dos compostos presentes no ar de um exsicador, contendo peras Conference, em

condicdes shelf-life, durante uma semana a cerca de 23 °C. Desorcao de 100 mg de zedlio NaY UOP, durante 30

min a 200 °C. Incerteza expandida com k=2. O (*) indica uma quantificagdo com recurso a extrapola¢do da gama
de trabalho, baseada na linearidade da reta de calibragao.

Composto Concentragdo (ppm)
Acetaldeido 160,29+ 5,45 *
Etanol 642,84 + 136,63

Mais uma vez, pelo facto de existir uma concentracdo elevada de metabolitos provenientes da
fermentacéo alcodlica, € possivel que as peras Conference se encontrassem num estado de maturacgao
mais elevado ou que o teor de oxigénio dentro do exsicador estivesse reduzido, propiciando uma

respiracdo anaerébia.

Foram também analisados 0os compostos volateis provenientes da desor¢ao dos zedlitos NaY GD
(Tabela XXIX), CBV (Tabela XXX) e 5-A (Tabela XXXI). Todas as desorcBes foram efetuadas

recorrendo a 100 mg de cada zedlito, a 200 °C,e durante 45 minutos.

Tabela XXIX — Compostos volateis identificados na andlise ao ar de um exsicador, por GC-MS, contendo peras
Conference, em condi¢des shelf-life, durante uma semana, a cerca de 23 °C. Desorgdo de 100 mg de zedlio NaY
GD, durante 45 min a 200 °C.

TR Nome Prob Area Area (%) Altura Altura (%)
5,66 Acetaldeido 78,40 4,84E+07 3,74 1,29E+07 3,96
7,45 Acetona 90,40 4,44E+07 3,43 1,33E+07 4,08
8,43 Butanal 60,30 1,76E+06 0,14  7,96E+05 0,24
8,52 Metacroleina 69,00 2,80E+06 0,22 1,03E+06 0,32
8,82 Metanol 17,00 5,51E+07 4,26 1,12E+07 3,44
9,27 Alcool Isopropilico 63,90 1,96E+07 1,51 6,67E+06 2,05
9,43 Etanol 93,90 1,08E+09 83,44 2,69E+08 82,55
10,78 Trimetilsilanol 69,30 1,09E+07 0,84  3,42E+06 1,05
13,45 1-Butanol 48,10 1,72E+07 1,33 4,29E+06 1,32
15,08 1-Pentanol 35,80 7,18E+06 0,55 1,58E+06 0,48

19,69 1-Hexanol 31,90 7,07E+06 0,55 1,69E+06 0,52




Tabela XXX — Compostos volateis identificados na andlise ao ar de um exsicador, por GC-MS, contendo peras
Conference, em condic¢des shelf-life, durante uma semana, a cerca de 23 °C. Desorcao de 100 mg de zedlio

CBV, durante 45 min a 200 °C.

TR Nome Prob Area Area (%)  Altura  Altura (%)
5,54 Acetaldeido 81,80 7,47E+07 15,47 1,68E+07 14,02
7,32 Acetona 75,50 1,22E+07 2,53 3,64E+06 3,04
7,52 Acetato de Metilo 10,70 9,90E+06 2,05 2,48E+06 2,07
8,49 Acetato de Etilo 89,60 3,50E+06 0,73 1,54E+06 1,28
8,63 2-Metilfurano 45,70 3,44E+06 0,71 1,11E+06 0,93
9,33 Etanol 92,80 3,79E+08 78,51 9,43E+07 78,67

Tabela XXXI — Compostos volateis identificados na andlise ao ar de um exsicador, por GC-MS, contendo peras
Conference, em condi¢des shelf-life, durante uma semana, a cerca de 23 °C. Desorgdo de 100 mg de zedlito 5-

A, durante 45 min a 200 °C.

TR Nome Prob Area Area (%)  Altura  Altura (%)
4,50 n-Hexano 16,70 1,10E+07 2,88 2,66E+06 2,75
5,64 Acetaldeido 81,00 4,91E+07 12,86  1,09e+07 11,26
6,98 Propanal 21,10 2,84E+06 0,74 8,65E+05 0,89
7,44 Acetona 85,10 8,01E+07 20,97  2,24E+07 23,14
8,29 2-Metilfurano 48,60 8,25E+06 2,16 1,37E+06 1,42
8,42 Butanal 79,00 4,02E+06 1,05 1,63E+06 1,68
8,85 2-Butanona 47,10 2,97E+06 0,78 3,15E+06 3,25
9,11 3-Metilbutanal 51,80 2,81E+06 0,74 1,12E+06 1,16
9,26 Alcool Isopropilico 43,30 1,09E+07 2,85 3,40E+06 3,51
9,42 Etanol 88,80 1,77E+08 46,34  4,05E+07 41,84
9,71 5-Metil Hexanal 23,70 3,40E+06 0,89 1,19E+06 1,23
10,22 2-Pentanona 32,10 1,13E+07 2,96 2,69E+06 2,78
12,18 2-Hexanona 14,60 6,42E+06 1,68 1,63E+06 1,68
13,57 p -Xileno 34,60 4,15E+06 1,09 1,29E+06 1,33
16,11 6-Metil-2-Heptanona 63,90 3,32E+06 0,87 9,07E+05 0,94
19,66 1-Hexanol 21,50 4,35E+06 1,14 1,09E+06 1,13

Verifica-se que o zedlito 5-A foi o adsorvente que concentrou um maior nimero de compostos, nao

tendo, no entanto, detetado qualquer éster. E importante notar que, todas as comparagdes realizadas

nesta analise a peras Conference devem ter em conta que a analise recorrendo ao zedlito NaY UOP

ndo estava otimizada, e por isso ndo foi realizada nas mesmas condi¢des de desorcéo que os outros

adsorventes. No entanto, é possivel avaliar a abundéancia relativa de cada familia de compostos nas

analises recorrendo aos diferentes tipos de zedlitos (Figura 38). Em todas as analises, os compostos

maioritarios foram os alcoois, sendo que no zedlito onde foram detetados mais componentes volateis

(5-A) a abundancia relativa desta familia foi mais reduzida. No entanto, pode-se constatar também que

este zeolito tem uma aparente melhor afinidade para a adsorcao de aldeidos e cetonas do que os

restantes zedlitos, quando sujeitos as mesmas condicdes.
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Figura 38 - Abundéancia relativa das varias familias de compostos detetados por analise ao ar de um exsicador,
contendo peras Conference, em condi¢des shelf-life, durante uma semana a cerca de 23 °C.

Os analitos estudados foram quantificados (Tabela XXXII). Observa-se que o etanol foi detetado
em maior quantidade quando concentrado no zedlito NaY GD. Verifica-se também que o etanol é
detetado crescentemente sob a forma 5-A < CBV < NaY UOP. Ja a concentragéo de acetaldeido obtida
evoluiu sob a forma NaY GD < 5-A < CBV.

Tabela XXXIl — Quantificagdo dos compostos resultantes da desorgao de zedlitos NaY GD, CBV e 5-A, expostos
a um exsicador, contendo peras Conference, em condi¢des shelf-life, durante uma semana a cerca de 23 °C.

Desorgéo de 100 mg de zedlito, durante 30 min a 200 °C. Incerteza expandida com k=2. O (*) indica uma
quantificagdo com recurso a extrapolagdo da gama de trabalho, baseada na linearidade da reta de calibragado.

Concentragao (ppm)

Composto
NaY GD CBvV 5-A
Acetaldeido 117,85+5,09 182,38+ 5,68 * 119,57+5,10
Etanol 1662,68 + 136,97 584,38 + 125,40 273,66 £ 130,16
1-Butanol 6,76 + 0,68 - -
Acetato de Etilo - 1,09+0,23 -




Anexo Il — Retas de calibracéo

Acetaldeido

Tabela XXXIII - Respostas instrumentais de GC-MS a cada calibrador de acetaldeido, e respetiva incerteza
expandida (k=2).

Concentragao dos Areas dos picos em diferentes réplicas Valor usado na
calibradores (ppm) 1 2 3 4 5 6 Regressdo
2,00+0,06 1,20E+06 1,20E+06 1,06E+06 1,01E+06 1,54E+06 1,16E+06 1,18E+06
5,00:0,11 1,84E+06 1,52E+06 1,37E+06 2,05E+06 2,04E+06 2,64E+06 2,40E+06
10,00+0,25 4,01E+06 4,21E+06 4,29E+06 5,00E+06 4,07E+06 3,99E+06 4,44E+06
15,00+0,37 7,83E+06 6,07E+06 6,67E+06 7,15E+06 7,28E+06 7,39E+06 6,48E+06
30,00+0,74 1,23e+07 1,22E+07 1,16E+07 1,29E+07 1,19E+07 1,17E+07 1,26E+07
50,00+1,19 2,17E407 2,04E+07 2,21E+07 2,09E+07 2,24E+07 2,01E+07 2,07E+07
80,00+1,90 3,33e+07 3,48E+07 3,31E+07 3,17E+07 3,34E+07 3,48E+07 3,30E+07
99,0011,99 4,00E+07 4,08E+07 3,98E+07 3,89E+07 4,06E+07 4,26E+07 4,07E+07
130,00+2,48 5,31E+07 5,57E+07 5,10E+07 5,41E+07 5,21E+07 5,26E+07 5,34E+07

Tabela XXXIV - Testes de linearidade ANOVA Lack-of-fit e de homoscedasticidade da reta de calibracao do
acetaldeido.

ANOVA Lack-of-fit P>

|Confidence level of the ANOVA Lack-of-fit test: | 99%

Variance related to lack-of-fit of the regression model (MS o¢):| 1,345E+12
Variance related to "pure error" (MS p;):| 8,443E+11

F=| 1,5931983

F:0=| 3,0657706

Conclusion:

The least square regression line fits the instrumental response

Validated RBS 12/2014

Homoscedasticity Levene's test P>

|Confidence level (95 or 99%) for the homoscedasticity test: | 99% |
Calculated W value, W: Critical F value, Fcrit (99%) (one-tailed):
w: 2,838974 Fcrit (99%):| 2,9353405 [Fcrit(one;p-1;20-p;99%)=Fcrit(8;45;99%)

Conclusion: Signals are homoscedastic (i.e. have statistically equivalent variances)
Validated RBS 5/2015
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Figura 39 - Representagédo gréafica da reta de calibragdo do acetaldeido e respetiva equagdo. R?=0,9972.
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Acetato de Etilo

Tabela XXXV - Respostas instrumentais de GC-MS a cada calibrador de acetato de etilo, e respetiva incerteza
expandida (k=2).

Concentragao dos Areas dos picos em diferentes réplicas Valor usado na

calibradores (ppm) 1 2 3 4 5 6 Regressao
0,10+ 0,01 4,70E+05 3,59E+05 5,81E+05 6,56E+05 9,68E+05 6,15E+05 6,27E+05
0,30+ 0,01 1,38E+06 1,25E+06 1,39E+06 1,28E+06 1,11E+06 1,32E+06 1,21E+06
0,50 + 0,02 1,89E+06 1,84E+06 1,79E+06 1,69E+06 1,83E+06 1,67E+06 1,79E+06
0,70+ 0,02 1,97E+06 2,29E+06 1,98E+06 2,16E+06 2,10E+06 2,07E+06 2,37E+06
1,00+0,03 3,33E+06 3,45E+06 3,54E+06 3,41E+06 3,54E+06 3,25E+06 3,24E+06
1,50+ 0,04 4,52E+06 4,70E+06 4,43E+06 4,48E+06 4,94E+06 4,26E+06 4,70E+06
2,00+ 0,05 6,50E+06 6,17E+06 5,75E+06 6,16E+06 6,54E+06 6,24E+06 6,15E+06
3,00+ 0,08 9,57E+06 9,42E+06 9,44E+06 8,30E+06 1,00E+07 9,15E+06 9,06E+06
5,00+0,13 1,50E+07 1,49E+07 1,50E+07 1,46E+07 1,46E+07 1,44E+07 1,49E+07

Tabela XXXVI - Testes de linearidade ANOVA Lack-of-fit e de homoscedasticidade da reta de calibracéo do
acetato de etilo.

ANOVA Lack-of-fit P>

|Confidence level of the ANOVA Lack-of-fit test: | 99%

Variance related to lack-of-fit of the regression model (MS o¢):| 1,92E+11

Variance related to "pure error" (MS p¢): | 6,86E+10
F=|2,799355
F.ap=| 3,065771

Conclusion:

The least square regression line fits the instrumental response

Validated RBS 12/2014

Homoscedasticity Levene's test P>

Confidence level (95 or 99%) for the homoscedasticity test: 99% |

Calculated W value, W: Critical F value, Fcrit (99%) (one-tailed):

w: 2,493247 Fcrit (99%):| 2,935341 [Fcrit(one;p-1;20-p;99%)=Fcrit(8;45;99%)

Conclusion: Signals are homoscedastic (i.e. have statistically equivalent variances)
Validated RBS 5/2015
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Figura 40 - Representacgédo gréafica da reta de calibracdo do acetato de etilo e respetiva equagéo. R2=0,9957.



Acetato de n-Butilo

Tabela XXXVII - Respostas instrumentais de GC-MS a cada calibrador de acetato de n-butilo, e respetiva
incerteza expandida (k=2).

Concentragao dos Areas dos picos em diferentes réplicas Valor usado na

calibradores (ppm) 1 2 3 4 5 6 Regressdo
0,20+0,01 1,12E+06 1,87E+06 1,03E+06 1,26E+06 1,37E+06 1,18E+06 1,24E+06
0,30+0,01 2,05e+06 1,57E+06 1,47E+06 1,70E+06 1,70E+06 1,76E+06 1,70E+06
0,50 + 0,02 2,18E+06 2,39E+06 2,65E+06 3,00E+06 2,23E+06 2,95E+06 2,63E+06
0,70+ 0,02 3,35E+06 3,49E+06 3,56E+06 3,72E+06 3,62E+06 3,15E+06 3,55E+06
1,00+0,03 499E+06 4,97E+06 5,15E+06 4,52E+06 5,63E+06 4,90E+06 4,94E+06
1,50+ 0,04 7,55E+06  7,21E+06 7,95E+06 7,16E+06 7,35E+06 7,30E+06 7,25E+06
2,00+0,05 8,99E+06 8,80E+06 9,49E+06 1,01E+07 9,05E+06 8,64E+06 9,56E+06
2,50+0,07 1,23e+07 1,26E+07 1,18E+07 1,12E+07 1,16E+07 1,29E+07 1,19E+07
3,00+0,07 1,46E+07 1,42E+07 1,33E+07 1,35E+07 1,46E+07 1,49E+07 1,42E+07

Tabela XXXVIII - Testes de linearidade ANOVA Lack-of-fit e de homoscedasticidade da reta de calibracao do
acetato de n-butilo.

ANOVA Lack-of-fit P>

|Confidence level of the ANOVA Lack-of-fit test: | 99%

Variance related to lack-of-fit of the regression model (MS ,o¢):| 2,006E+11
Variance related to "pure error" (MS p¢):| 1,771E+11

F=|1,1326023

F 1ap=| 3,0657706

Conclusion:

The least square regression line fits the instrumental response

Validated RBS 12/2014

Homoscedasticity Levene's test P>

|Confidence level (95 or 99%) for the homoscedasticity test: | 99% |
Calculated W value, W: Critical F value, Fcrit (99%) (one-tailed):
w: 2,853502 Fcrit (99%):| 2,9353405 [Fcrit(one;p-1;20-p;99%)=Fcrit(8;45;99%)

Conclusion: Signals are homoscedastic (i.e. have statistically equivalent variances)
Validated RBS 5/2015
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Figura 41 - Representacdo grafica da reta de calibragéo do acetato de n-butilo e respetiva equacéo. R2=0,9911.
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1-Butanol

Tabela XXXIX - Respostas instrumentais de GC-MS a cada calibrador de 1-butanol, e respetiva incerteza
expandida (k=2).

Concentragao dos Areas dos picos em diferentes réplicas Valor usado na

calibradores (ppm) 1 2 3 4 5 6 Regressao
0,30+ 0,01 8,84E+05 6,18E+05 8,11E+05 8,34E+05 7,95E+05 8,02E+05 8,71E+05
0,50 + 0,02 1,56E+06 1,68E+06 1,74E+06 1,82E+06 1,43E+06 1,56E+06 1,38E+06
1,00+ 0,03 2,61E+06 2,04E+06 2,29E+06 2,27E+06 2,04E+06 2,57E+06 2,64E+06
3,00+ 0,08 9,37E+06 7,85E+06 6,53E+06 9,04E+06 7,67E+06 7,85E+06 7,69E+06
5,00+0,13 1,21E+07 1,44E+07 1,33E+07 1,22E+07 1,36E+07 1,32E+07 1,27e+07
7,00+0,18 1,66E+07 1,67E+07 1,90E+07 1,73E+07 1,59E+07 1,77E+07 1,78E+07
10,00 + 0,25 2,50E+07 2,48E+07 2,65E+07 2,52E+07 2,40E+07 2,46E+07 2,54E+07
13,00+ 0,32 3,31E+07 3,13E+07 3,35E+07 3,45E+07 3,45E+07 3,33E+07 3,30E+07

Tabela XL - Testes de linearidade ANOVA Lack-of-fit e de homoscedasticidade da reta de calibragéo do 1-
butanol.

ANOVA Lack-of-fit P>

|Confidence level of the ANOVA Lack-of-fit test: | 99%

Variance related to lack-of-fit of the regression model (MS ,o¢):| 1,12E+12

Variance related to "pure error" (MS p¢):| 6,37E+11
F=|1,754104
Fp=|3,291012

Conclusion:

The least square regression line fits the instrumental response

Validated RBS 12/2014

Homoscedasticity Levene's test P>

Confidence level (95 or 99%) for the homoscedasticity test: 99% |
Calculated W value, W: Critical F value, Fcrit (99%) (one-tailed):
w: 2,647776 Fcrit (99%):| 3,123757 [Fcrit(one;p-1;20-p;99%)=Fcrit(8;45;99%)

Conclusion: Signals are homoscedastic (i.e. have statistically equivalent variances)

Validated RBS 5/2015
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Figura 42 - Representacdo grafica da reta de calibragédo do 1-butanol e respetiva equagdo. R2=0,9946.
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Etanol

Tabela XLI - Respostas instrumentais de GC-MS a cada calibrador de etanol, e respetiva incerteza expandida

(k=2).
Concentragao dos Areas dos picos em diferentes réplicas Valor usado na
calibradores (ppm) 1 2 3 4 5 6 Regressao

50,00+ 1,38 2,94E+07 2,42E+07 2,39E+07 2,63E+07 2,34E+07 2,84E+07 3,16E+07
200,00 + 5,52 1,55E+08 1,14E+08 1,38E+08 1,38E+08 8,91E+07 1,31E+08 1,29E+08
400,00 + 54,18 2,52E+08 2,29E+08 3,02E+08 2,38E+08 2,69E+08 2,78E+08 2,59E+08
700,00 + 55,70 5,11E+08 4,16E+08 4,89E+08 5,11E+08 4,97E+08 4,61E+08 4,54E+08
1100,00 * 58,88 6,99E+08 6,92E+08 6,65E+08 6,94E+08 6,49E+08 7,11E+08 7,14E+08
1600,00 * 64,41 1,04E+09 1,03E+09 1,04E+09 1,01E+09 9,90E+08 1,16E+09 1,04E+09
2000,00 + 35,14 1,38E+09 1,29E+09 1,28E+09 1,36E+09 1,21E+09 1,28E+09 1,30E+09

Tabela XLII - Teste de linearidade ANOVA Lack-of-fit da reta de calibragdo do etanol.

ANOVA Lack-of-fit P>

|Confidence level of the ANOVA Lack-of-fit test: | 99%

Variance related to lack-of-fit of the regression model (MS ,of):| 1,983E+15
Variance related to "pure error" (MS p¢):| 1,523E+15

F=|1,3020268

F 1ap=| 3,5919136

Conclusion:

The least square regression line fits the instrumental response

Validated RBS 12/2014

Homoscedasticity Levene's test P>

Confidence level (95 or 99%) for the homoscedasticity test: | 99% |

Calculated W value, W: Critical F value, Fcrit (99%) (one-tailed):

w: 2,37699 Fcrit (99%): | 3,3679345 [Fcrit(one;p-1;20-p;99%)=Fcrit(8;45;99%)

Conclusion: Signals are homoscedastic (i.e. have statistically equivalent variances)
Validated RBS 5/2015
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Figura 43 - Representacgado gréafica da reta de calibracdo do etanol e respetiva equagdo. R?=0,9923.
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Etileno

Tabela XLIIl - Respostas instrumentais de GC-FID a cada calibrador de etileno.

Concentragao dos Areas dos picos em diferentes réplicas Valor usado na

calibradores (ppm) 1 2 3 4 5 6 Regressdo
0,452 6,86E+02 4,82E+02 6,32E+02 5,33E+02 6,03E+02 5,21E+02 5,61E+02
0,994 1,22E+03 1,16E+03 1,14E+03 1,16E+03 9,44E+02 1,13E+03 1,15E+03
1,988 2,34E+03 2,31E+03 2,35E+03 2,28E+03 2,34E+03 2,32E+03 2,24E+03
2,98 3,25E+03 3,28E+03 3,23E+03 3,32E+03 3,14E+03 3,18E+03 3,33E+03
4,97 5,69E+03 5,28E+03 5,59E+03 5,58E+03 5,64E+03 5,45E+03 5,51E+03

Tabela XLIV - Testes de linearidade ANOVA Lack-of-fit e de homoscedasticidade da reta de calibragdo do
etileno.

ANOVA Lack-of-fit P>

|Confidence level of the ANOVA Lack-of-fit test: | 99%

Variance related to lack-of-fit of the regression model (MS o¢):| 4,41E+07
Variance related to "pure error" (MS ¢):| 1,25E+07

F=|3,5376958

Feap=| 3,5919136

Conclusion:

The least square regression line fits the instrumental response

Validated RBS 12/2014

Homoscedasticity Levene's test P>

Confidence level (95 or 99%) for the homoscedasticity test: | 99% |
Calculated W value, W: Critical F value, Fcrit (99%) (one-tailed):
w: 3,315813 Fcrit (99%): | 3,3679345 [Fcrit(one;p-1;20-p;99%)=Fcrit(8;45;99%)

Conclusion: Signals are homoscedastic (i.e. have statistically equivalent variances)

Validated RBS 5/2015
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Figura 44 - Representacdo grafica da reta de calibragéo do etileno e respetiva equacéo. R?=0,9964.
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