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RESUMO

O mel € um alimento de origem animal muito utilizado em todo o mundo. Por ter um
alto valor agregado, ele esta sujeito a diversas adulteracdes por parte de produtores
e distribuidores. Para coibir essas acdes, esse alimento passa por controle de
qualidade a fim de evitar fraudes que venham a trazer prejuizos para o consumidor
final. Alguns parametros séo estabelecidos para atestar a qualidade do mel, entre eles
acucares redutores e indice de sacarose aparente. A Instrucdo Normativa n° 11, de
20 de outubro de 2000, do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento), regulamenta o teor minimo de acucares redutores (frutose e
glicose) e o teor maximo de sacarose aparente presentes no mel comercial, e cabe
ao LFDA (Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria) realizar as analises e suporte
laboratorial para as acdes de fiscalizacdo. Atualmente, o método de referéncia utiliza
a técnica de cromatografia a Liquido de alta eficiéncia (CLAE), com detector de RID
(Refractive Index Detector) para quantificar os acUcares redutores e o teor de
sacarose aparente. No entanto, este método possui como desvantagens um alto custo
do equipamento e de manutencédo, além de maior volume de residuos gerados. Nesse
trabalho, esta sendo proposto um protocolo para a quantificagdo de carboidratos no
mel utilizando a técnica de cromatografia ibnica com deteccdo amperométrica em
complemento a determinacdo da razao isotOpica do carbono. Quarenta e cinco
amostras, pertencentes aos programas de fiscalizacao oficiais do MAPA (PACPOA),
e amostras suspeitas provenientes de uma acdo conjunta entre 0 MAPA e a Policia
Federal foram analisadas, utilizando a proposta metodoldgica. Os resultados obtidos
mostraram que das quarenta e cinco amostras de mel analisadas, somente duas
atendem aos parametros estabelecidos pela IN n° 11 para o teor de acucares
redutores e indice de sacarose aparente, trinta e trés amostras possuem um teor de
sacarose além do estabelecido e trinta e duas amostras ndo possuem o teor minimo
de agucares redutores, indicando a possibilidade de utilizad-lo para quantificar os

carboidratos presentes em amostras de mel.

Palavras-chave: mel, cromatografia idbnica, agucares redutores, sacarose



ABSTRACT

Honey is a food of animal origin that is widely used around the world. Due to its high
added value, it is subject to several adulterations by producers and distributors. To
curb these actions, this food undergoes quality control in order to avoid fraud that may
harm the final consumer. Some parameters are established to attest the quality of the
honey, including reducing sugars and apparent sucrose index. Normative Instruction
n°® 11, of October 20, 2000, of MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento), regulates the minimum content of reducing sugars (fructose and
glucose) and the maximum content of apparent sucrose present in commercial honey,
and it is up to the LFDA (Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria) to carry out the
analyzes and laboratory support for inspection actions. Currently, the reference
method uses the technique of high-performance liquid chromatography (HPLC), with
a RID detector (Refractive Index Detector) to quantify reducing sugars and apparent
sucrose content. However, this method has disadvantages of a high cost of equipment
and maintenance, as well as a larger volume of waste generated. In this work, a
protocol for the quantification of carbohydrates in honey is being proposed using the
technique of ion chromatography with amperometric detection complementary to the
determination of the isotopic ratio of carbon. Forty-five samples from MAPA's official
inspection programs (PACPOA) and suspected samples from a joint action between
MAPA and the Federal Police were analyzed using the methodology proposal. Results
obtained showed that of the forty-five samples of honey analyzed, only two met the
criteria established by IN n° 11 for the content of reducing sugars and apparent sucrose
index, thirty-three samples have a sucrose content beyond the established and thirty-
two samples do not have the minimum content of reducing sugars, indicating the

possibility of using it to quantify the carbohydrates present in honey samples.

Keywords: honey, ion chromatography, reducing sugars, sucrose
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1 INTRODUCAO

A Rede LFDA (Laboratorios Federais de Defesa Agropecuaria) atua, nas agdes
de monitoramento, controle e fiscalizacdo de alimentos, bebidas e insumos
agropecuarios produzidos e comercializados no Brasil e no exterior [1]. A Rede LFDA
engloba diversos laboratérios, entre eles o IQA — Laboratério de Identidade e
Qualidade de Alimentos, onde é realizado o controle de qualidade de alimentos de
origem animal, entre eles derivados lacteos, mel e ovos.

Entre estes alimentos, tem o mel que € um alimento muito utilizado pela
sociedade desde a antiguidade, por seus iniUmeros beneficios para a saude humana
e por suas propriedades medicinais. Devido a seu alto valor agregado, o mel pode ser
alvo de adulteracdes, por adicdo de acucares como a glicose comercial, solucdo ou
xarope de sacarose, melado e solu¢do de sacarose invertida (por sacarose invertida,
entende-se acgucar invertido).

Com o avanco de novas adulteracdes em mel comercial, tornou-se necessario
novas abordagens analiticas, além daquelas que ja sao realizadas na rotina. Entre os
meétodos utilizados para detectar fraudes, a analise isotopica de carbono foi pioneira
em identificar adulteracées por acucar comercial ou xarope de milho. Porém, essa
técnica ndo obtém éxito em quantificar acuUcares (também denominados
genericamente de carboidratos) presentes nas amostras de mel, sendo necessario
uma técnica complementar para isso.

A fim de realizar a quantificacdo dos acucares (glicose, frutose e sacarose), a
cromatografia ibnica tem se apresentado como alternativa viavel.

O mel apresenta na sua composicao, principalmente glicose e frutose e uma
pequena quantidade de sacarose proveniente de sua composicao natural. Em
amostras fraudadas, a quantidade de sacarose presente € muito superior, aos niveis
da composicao natural. Em termos de legislacdo, segundo a Instrucdo Normativa (IN)
n° 11 [2], o limite é de 6g a cada 100 gramas de amostra.

A cromatografia ibnica geralmente é a mais adequada quando se trata de
analise de ions ou moléculas, onde uma mistura de ions ou moléculas é separada por
troca ibnica e detectada conforme o tipo de detector, no caso dos carboidratos, por
amperometria. Para os carboidratos, quanto maior o numero de hidroxilas, carbonilas
ou heteroatomos presentes em suas cadeias, maior serd a interagdo com a fase
estacionaria, aumentando assim o tempo de retencdo na coluna e possibilitando a

separacao dos sacarideos. Entre os carboidratos presentes no mel, 0 que possui 0
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maior tempo de retencdo é a sacarose, por ser um dissacarideo e por esse motivo
ficar mais tempo interagindo com a fase estacionaria.

O meétodo de cromatografia idnica é validado para os carboidratos sacarose e
lactose para utilizacdo em produtos lacteos no IQA, porém é necessario avaliar a
metodologia para a matriz de mel, em que se faz necessario quantificar além da

sacarose, a frutose e a glicose.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Estabelecer protocolo para identificar adulteracdo em mel comercial pela

adicao de acucares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Implementar a quantificagdo de aclcares em mel pela técnica de cromatografia
ibnica com deteccdo PAD (Pulsed Amperometric Detector);
e Quantificar a sacarose, glicose e frutose em amostras de mel comercial para
avaliar adulteracoes;
e Avaliar o potencial da metodologia por cromatografia i6bnica para a matriz de

mel, como técnica complementar a analise de razéo isotopica do carbono.
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3 PROPOSTA TECNOLOGICA

A proposta tecnologica é a avalicdo do potencial da técnica de cromatografia
ibnica com deteccdo amperométrica para a identificacdo de fraude por adicdo de
acucares em mel comercial, como técnica complementar a razao isotépica, para a
rotina do IQA — LFDA/RS.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 COMPOSICAO E IMPORTANCIA DO MEL

O mel é um produto de origem animal, proveniente das abelhas, muito
apreciado em todo o mundo. Possui inUmeros beneficios para a saide humana, além
de propriedades medicinais [3]. Por ser produzido a partir do néctar das plantas, o mel
possui diferentes caracteristicas fisico-quimicas, sendo necessario para sua producao
abundéancia e qualidade de flores no raio de acdo das abelhas. Varios fatores
interferem na sua qualidade, como condi¢bes climaticas, espécies de abelhas,
espécie vegetal que originou a matéria prima e processamento/armazenamento do
mel [4].

O mel, além de possuir propriedades sensoriais agradaveis, atrai muitos
consumidores pela sua qualidade nutricional, possuindo em sua composSi¢ao
vitaminas, minerais e além de ser um produto de alto valor energético. Fora sua
qualidade nutricional, também possui propriedades medicinais reconhecidas, como
acao antioxidante e antisséptica, relacionada a seus compostos fenélicos [5].

Dimensionar o volume de mel produzido e comercializado € uma tarefa dificil,
pois muitos apicultores possuem producdes independentes e ndo sao incluidos nos
nameros oficiais. Mas estima-se que a producdo mundial de mel durante é de
aproximadamente 1.263 mil toneladas, sendo a China o maior produtor (256 mil
toneladas). Segundo dados do IBGE, a producédo de mel no Brasil fica em torno
21.865.144 kg, gerando um faturamento de R$ 84.640.339,00. Os maiores
exportadores mundiais sdo: China, Argentina, México, Estados Unidos e Canada [5].

O Brasil tem um alto potencial para melhorar a comercializacéo e revitalizar o
mercado de mel, mas para isso sdo necessarias melhorias, entre elas envolvendo o
desenvolvimento da tecnologia do setor, nivel de formalizacdo, maior organizacao e
cadeias locais competitivas, desenvolvimento das redes de comercializacdo e de
assisténcia técnica, definicdo dos padrdes de qualidade, controles sanitarios e marcas
proprias que agreguem valor ao produto, aumentando assim, 0 consumo interno e a
ampliacdo do mercado externo [6].

Sua composicado depende das fontes vegetais as quais as abelhas tiveram
acesso. O mel é, basicamente, uma solucdo concentrada de agUcares com
predominéancia de glicose e frutose. Contém, ainda, uma mistura complexa de outros

hidratos de carbono, enzimas, aminoacidos, acidos organicos, minerais, substancias
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aromaticas, pigmentos e graos de podlen, podendo conter cera de abelhas procedente
do processo de extracéo [7].

Figura 1 - Estrutura quimica dos acucares presentes no mel

OH

OH OH -
HO HO (0] HO Q
== HO ; HO
HO OH H% S o—
OH OH
OH

OH

Frutose Glicose Sacarose

Fonte: adaptado pela autora

A Instrugdo Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000, do MAPA (Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento) regulamenta os parametros de qualidade
do mel no Brasil, obrigatérias para a determinacdo da qualidade do mel. Segundo a
IN n° 11,

“Entende-se por mel o produto alimenticio produzido pelas
abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou das secrecdes
procedentes de partes vivas das plantas ou de excre¢fes de insetos
sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as
abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias
especificas préprias, armazenam e deixam madurar nos favos da

colmeia” [2]

Para padronizar o processamento e comercializacdo do mel e preservar suas
caracteristicas fisico-quimicas, diversos parametros foram estabelecidos, sendo eles
encontrados no RTIQ (Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade) do mel. Na
tabela 1, estdo apresentados os parametros fisico-quimicos estabelecidos na IN n° 11
para a garantia da qualidade do mel, com os respectivos métodos de referéncia

utilizados.
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Tabela 1 - Parametros estabelecidos na IN n°® 11 para Identidade e Qualidade do mel

Parametros Valores estabelecidos Métodos de referéncia

A.O.A.C. 16th Edition, Rev. 4th ,

Acidez Méaximo de 50 meq kg**
1998 962.19 [8]

Mel floral: minimo 65% CAC/Vol. lll, Supl. 2, 1990, 7.1 [9]

Acucares redutores .
Mel de melato: minimo 60%

Atividade diastasica | Minimo 8 na escala de Gothe** | CAC/Vol. lll, Supl. 2, 1990, 7.7 [9]

Hidroximetilfurfural _ A.O.A.C. 16th Edition, Rev. 4th, 1998
Maximo 60 mg kg?
(HMF) 980.23 [8]
_ o Mel floral: maximo 0,6% CAC/Vol. lll Supl. 2, 1990, 7.5 [9]
Minerais (cinzas) o
Mel de melato: maximo1,2%
Mel floral: maximo 6% CAC/Voal. lll, Supl. 2, 1990, 7.2 [9]
Sacarose aparente _
Mel de melato: maximo 15%
. _ . | Maximo 0,1 % CAC/Vol. lll, Supl.2, 1990, 7.4 [9]
Solidos  insoliveis _
) Para mel prensado, maximo
em agua
0,5%
Umidade (Método o A.O.A.C. 16th Edition, Rev. 4th ,
. Maximo 20%
refratométrico) 1998 - 969.38B [8]
Fonte: a autora
* Anexo A

** A diastase (a-amilase) € uma das enzimas presentes no mel, formada principalmente pelas
glandulas hipofaringeanas das abelhas, sendo encontrada também, em baixa proporgdo, nos graos de
pélen. Sua funcao é digerir a molécula de amido, estando, possivelmente, envolvida na digestdo do
pdlen. O indice de diastase € expresso na escala de Gothe, ou seja, o volume (mL) de solucédo de
amido a 1% hidrolisada pela enzima presente em 1g de mel por 1 hora a 40°C

Segundo a IN n° 11, mel de melato é o mel obtido principalmente a partir de
secrecOes das partes vivas das plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de
plantas que se encontram sobre elas.

O mel é um produto de alto valor agregado e, por esse motivo, é passivel de
acOes fraudulentas. Geralmente, a adulteracdo acontece através da adicdo de
acucares comerciais, como glicose comercial, solucéo ou xarope de sacarose, melado
e solucdo de acucar invertido.

O acucar invertido consiste na hidrdlise das moléculas de sacarose, que separa

a sacarose em frutose e glicose, como pode ser visualizado na figura 2. Ele leva esse
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nome pois a reacdo da hidrélise acida da sacarose inverte o plano de luz polarizada
na direcao oposta a sacarose, enquanto a sacarose desvia o plano de luz polarizada

para a direita, o0 acucar invertido desvia o plano de luz polarizada a esquerda [10].

Figura 2 - Reacéo de hidrolise da sacarose

OH
OH
o OH OH
HO L HO o) " . HO
HO » HO
OHo OH HO OH
OH
OH OH
OH
Sacarose Glicose Frutose

Fonte: adaptado pela autora

Segundo a legislacdo, o mel ndo pode ser adicionado de acucares ou outras

substancias que alterem a sua composicao original.

4.2 METODOS PARA IDENTIFICAR FRAUDE EM MEL

A identificacdo de fraude no mel, tem por objetivo verificar a adicdo de sacarose
de fonte externa. A sacarose € um tipo de glicidio formado por uma molécula de
glicose (CeH1206), produzida pela planta ao realizar o processo de fotossintese, e uma
de frutose. A sacarose, conhecida comumente como acucar, € um soélido cristalino a
temperatura ambiente, que se dissolve em agua e possui sabor doce. A sacarose é
encontrada em diversas plantas, principalmente na beterraba e na cana-de-agucar.

E hidrolisada com grande facilidade por acidos diluidos, resultando da reacéo
o “agucar invertido”, isto é, a mistura equimolar de D-glicose e D-frutose, que é
levogira, porque a frutose possui rotacao especifica negativa (-92,4°) mais alta do que
a rotacao especifica positiva da glicose (+52,7°). A reagdo é chamada de inverséo e
€ estritamente monomolecular, isto €, a fracdo da sacarose presente, cindida por
unidade de tempo, é constante. Assim, a velocidade da reacdo depende
exclusivamente da concentracdo de sacarose. A inversdo da sacarose pode ser
efetuada também enzimaticamente. A invertase, que cinde os b-frutosideos, e as a-

glicosidases sao as enzimas gue catalisam a sua hidrélise.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fotoss%C3%ADntese
https://pt.wikipedia.org/wiki/Frutose
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A base disso, a sacarose é considerada um a-glicosideo e um B-frutosideo. A
sacarose ndo é um acgucar redutor. Isso significa que os dois grupos redutores dos
monossacarideos que a formam estdo envolvidos na ligacdo glicosidica, ou seja, 0
atomo de carbono C1 da glicose e C2 da frutose devem participar da ligacdo. A
hidrélise acida da sacarose octometilada fornece 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glicose e
1,3,4,6-tetra-O-metil-D-frutose.

Para determinar a adicdo de sacarose é necessario quantificar esse acucar em
cada amostra. Segundo a IN n° 11, o limite legal de sacarose para um mel auténtico
€ de 6 gramas a cada 100 gramas de mel, enquanto para o mel de melato é de 15
gramas a cada 100 gramas de mel.

A medida que novos métodos de adulteracdes foram detectados nas amostras
de mel, novas metodologias foram necessarias para provar a autenticidade e

conformidade com a legislacao.

4.2.1 RAZAO ISOTOPICA DO CARBONO

A razao isotopica de carbono tem grande destaque, pois essa andlise € capaz
de identificar se o mel foi adulterado com acucar comercial ou xarope de milho, que
estdo associados ao metabolismo fotossintético Ca.

A analise de razao isotopica do carbono distingue os diferentes ciclos de
fotossintese da planta da qual o mel foi produzido. O ciclo de Calvin (também chamado
de ciclo C3) contempla as plantas pertencentes ao grupo Cse o ciclo Hatch Slack (ou
ciclo Ca4) as plantas pertencentes ao grupo Ca. As plantas C4 séo isotopicamente mais
pesadas em 13C e apresentam valores tipicos de 813C entre —-15 e -9 %o, enquanto
as plantas Cs tém valores de 613C de —-23 a —28 %o.

A maioria das flores das quais as abelhas coletam o néctar possui metabolismo
Cs. Ja as plantas de milho e cana-de-acgucar possuem metabolismo fotossintético Ca.
Esse método de analise baseia-se no fato de que a adicdo de xaropes de milho ou
cana-de-agucar ao mel puro pode mudar a composi¢ao da proporgéo de is6topos de
ocorréncia natural de carbono, mas ndo sua composigéo de proteina [11].

O meétodo oficial para determinar a adicdo de acucares é baseado na medida
da diferenca das razdes de isotopos de carbono estaveis entre um mel e sua fracao
de proteina. Para o mel, cada amostra fornece seu proprio padréo interno, em um

procedimento usando o valor da razéo isotdpica da fragédo de proteina de um mel como
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o padrédo interno, sua pureza € entdo julgada pela diferenca entre esse valor e aquele
do mel bruto. Os valores podem ser encontrados no anexo B.

As abelhas produzem todas as proteinas do mel por meio de reacdes entre
enzimas e o0 néctar, entdo a razao isotopica do carbono do mel e sua proteina teréo
valores muito préximos quando o mel é puro. Portanto, a diferenca entre a proporcao
de isOtopos de carbono da proteina extraida e de mel fornecerdo uma medida
quantitativa de qualquer adulteracdo proveniente de plantas com metabolismo
fotossintético Ca4 [12]. Por exemplo, para um mel adulterado, em muitos casos, ndo ha
proteina extraida ou um valor de fonte Cs4 é detectado. Ja para um mel sem
adulteracao, espera-se que a diferenca entre a proporcao de isétopos de carbono da
proteina extraida e da solucdo de mel seja zero.

Para a analise de razao isotopica do carbono nas amostras de mel na unidade
do IQA, foi utilizado um Espectrometro de massas de razao isotopica Thermo Fisher
Delta V Advantage e seus periféricos: o analisador elementar Flash HT Plus, um
cromatografo a gasTrace 1310 com amostrador automatico TriPlus RSH e o sistema

GasBench.

Essa técnica baseia-se na andlise das massas do CO: gerado a partir da
combustéo do carbono integral da matriz ou fracéo extraida previamente, em forno de
combustdo. A andlise consiste em submeter a amostra a um processo de
decomposicdo térmica (combustdo ou pirdlise) para recombinar os elementos de
interesse em seus gases basicos: CO:z para analise de carbono, NOx para anélise de
nitrogénio, SOz para analise de enxofre, CO para andlise de oxigénio e Hz para analise
de hidrogénio. Os gases passam por uma coluna cromatogréafica especifica e sédo
direcionados ao espectrébmetro de massa, que determina a proporcéo entre isotopos
estaveis de um determinado elemento e expressa-o de acordo com o valor

convencionado escolhido para o método [13].

A analise por cromatografia gasosa introduz a possibilidade de submeter a
amostra a uma coluna de separagdo cromatogréfica prévia a andlise de razéo
isotopica. A amostra € injetada pelo sistema de cromatografia a gas, utilizando um
amostrador automatico, que passa pela coluna cromatogréafica e divide-se no final:
parte € levada ao detector por ionizacdo em chama (FID) e parte é levada ao forno.

No forno, a amostra passa por um processo de decomposicdo térmica (combustdo ou
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pirélise) e € conduzida ao espectrdmetro de massas, permitindo obter os valores de
razao isotopica de cada sinal analitico presente no cromatograma [13].

Para o mel, o resultado é expresso em termos de acgucares Cs através da

equacao abaixo, tomando por base o padrdo da sacarose de cana-de-agucar:

8, — 8y

. oY —
acucares C4(%) —(Sp _—

Onde temos que:

Op: delta-C da proteina extraida da amostra de mel
on: delta-C da amostra bruta de mel
Oca: delta-C da referéncia C4 (cana-de-agucar)

Ao mel é proibida qualquer adicdo de carbono de origem Cs, portanto esse
meétodo bastaria para uma analise qualitativa, indicando a presenca de carbono de
origem do metabolismo fotossintético Ca.

A analise isotépica do carbono fornece 6timos resultados qualitativos quanto a
deteccdo de fraudes no mel, por ser uma técnica de triagem, mas ndo quantifica os
acUcares presentes nas amostras. Por isso, faz-se necessaria uma técnica
complementar, quantitativa, para determinar os acucares presentes e verificar sua
conformidade com a legislacao.

Estudos sugerem utilizar a cromatografia ibnica acoplada a espectrometria de
massas de razao isotOpica através de uma interface liquida, para quantificar
simultaneamente os valores de d13c de agucares e acidos organicos. A cromatografia
ibnica obteve bons resultados, devido as suas caracteristicas, como sua elui¢do ser
realizada com solugdes bésicas isentas de carbono. Outra caracteristica importante
para essa finalidade é o fato da facilidade da cromatografia ibnica para evitar a
presenca de carbonato dissolvido no eluente, evitando assim uma interferéncia na
analise de razao isotopica do carbono [14].

Todas as amostras analisadas no presente trabalho, indicaram fraude na
analise de razao isotopica do carbono. Os resultados dessas analises podem ser

observados na tabela 3.
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4.2.2 CROMATOGRAFIA IONICA

A cromatografia € um método analitico muito utilizado em anélises quimicas
por sua versatilidade. Consiste, basicamente, em separar os componentes de uma
amostra, em funcdo de suas diferentes interacdes com a fase estacionaria e a fase
movel [15].

As técnicas cromatogréficas baseiam-se no principio de que os componentes
gue tém mais afinidade com a fase estacionaria vao migrar mais lentamente, devido
a retencdo que eles terdo na coluna. Os compostos que tém menos afinidade, néo
ficam tanto tempo retidos na coluna. Sendo assim, € possivel separar os diferentes
componentes de uma amostra, mesmo de uma mistura complexa.

Dentre as técnicas de cromatografia a liquido, a cromatografia idnica é
especifica para analise de moléculas e compostos com cargas (cations e anions). O
sistema de cromatografia ibnica encontra um amplo campo de aplicagdo, podendo ser
utilizado para tanto para a determinacao de cétions e anions inorganicos, como para
metais de transicdo, acidos carboxilicos, organo-fosforados, complexos metalicos,
carboidratos, entre outros [16]. A utilizacdo da cromatografia ibnica para analise de
acucares em amostras de mel, € uma proposta relativamente nova, portanto, estudos
mais especificos sdo necessérios nesta area.

Um método de cromatografia ibnica com deteccdo amperométrico foi
desenvolvido para a determinacdo de aclUcares em geléia real, permitindo a
quantificacdo de dezenove acucares com maior sensibilidade do que o método
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia. Comparando o método de cromatografia
ibnica com os métodos de CLAE e de Cromatografia Gasosa, o método de
cromatografia ibnica tem muitas vantagens distintas em sensibilidade, precisao,
facilidade de operacdo e por ndo ser necessario utilizar nenhum solvente organico
[17].

Varios sdo os métodos que podem ser utilizados na analise pela cromatografia
ibnica, dependendo do acglcar a ser estudado. Para isso, 0 método pode ser otimizado
ajustando diversos fatores, como a temperatura da coluna, a dosagem de acetato de
sédio utilizado como aditivo para o eluente e também um gradiente de concentracdes
decrescentes de acetato de sddio e hidroxido de sodio pode ser feito [18].

Na andlise de acgucares (genericamente denominados carboidratos) por
cromatografia ibnica, em valores de pH maior que 12 utilizando como eluente o

hidroxido de sodio (NaOH), os grupos hidroxilas dos acuUcares sao parcialmente
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ionizados, produzindo entdo anions acidos fracos. Os anions séo separados na fase
estacionaria, por interagdo diferenciada com ela e sdo posteriormente identificados
pelo detector. O acetato de sédio (NaOAc) é adicionado ao hidroxido de sédio para
acelerar a eluicdo dos analitos, pois os carboidratos tém maior solubilidade em uma
fase mével composta por hidréxido de sodio e acetato de sédio, propiciando sua
separacao e deteccéao [19].

Varios sdo os detectores utilizados em cromatografia i6nica. Dentre eles, os
detectores eletroquimicos sdo os mais indicados para analise de carboidratos. Em
relacdo aos detectores eletroquimicos, 0 amperométrico e o potenciomeétrico. Para
andlise de acucares, o amperométrico € o indicado uma vez que a aplicagdo de um
potencial é capaz de oxidar ou reduzir estes compostos [20]. O detector
amperometrico consiste em um sistema com trés eletrodos, sendo eles: eletrodo de
trabalho, eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar. A rea¢ao de oxi-reducdo ocorre
sob a superficie do eletrodo de trabalho, onde a transicdo de elétrons gera uma
corrente que é entdo medida. A Figura 2 apresenta um esquema do funcionamento
do detector amperométrico. AE é o representa o eletrodo auxiliar, WE € o eletrodo de

trabalho e RE o eletrodo de referéncia.

Figura 3 - Esquema do detector amperométrico, utilizado em cromatografia

ibnica

©,
Rihe
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Fonte: adaptado pela autora
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Ap0s os anions dos carboidratos serem separados na coluna cromatografica, e
assim que eles chegam ao sistema, uma corrente elétrica é gerada por sua oxidagao
na superficie do eletrodo de trabalho por um tempo fixo, sendo detectada através da
amperometria pulsada, onde um potencial de trabalho é aplicado por um curto periodo
de tempo, na ordem de milissegundos. A cada amostra, os produtos da reacéo de
oxidacao sao limpos entre as medi¢des utilizando potenciais entre os valores de -1,25
volts e +0,75 volts para o eletrodo de trabalho de ouro, que € o indicado para o uso

em carboidratos.
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5 METODOLOGIA

5.1 MATERIAIS
Os materiais utilizados para esse estudo foram:
e Balbes volumétricos de 100 mL e 25 mL;
e Espatulas;
e Bastbes de vidro;
e Tubos para cromatografia ibnica;

e Micropipeta volumétrica.

5.2 REAGENTES

A fase mével utilizada foi uma solucéo contendo hidréxido de sodio (NaOH) na
concentracdo de 300 mmol L e acetato de sédio na concentracéo de 1mmol L.

A solucao estoque, contendo todos os analitos, foi preparada pela dissolucao
de 0,0501 g de sacarose; 0,0503 g de frutose e 0,0501 g de glicose em balédo de 25
mL e completado com de agua ultrapura, resultando em uma solucéo de concentragcao
aproximada de 2 g L de cada analito. Os padrdes de sacarose (100,00%) e frutose
(99,90%) foram adquiridos do fabricante Sigma-Aldrich, a glicose (99,70%) foi
adquirida do fabricante National Institute of Standards e Technology.

5.3 EQUIPAMENTOS
Os equipamentos utilizados para o desenvolvimento da metodologia foram:
e Balanca analitica com resolucdo minima de 0,01g - Marca Marte, modelo
AY220;
e Cromatografo ibnico — Marca METROHM, modelo 881 BASIC IC plus, Suica.
O equipamento utiliza duas colunas cromatograficas para carboidratos de
estireno/divinilbenzeno (Carb2).
Detector: eletrodo de trabalho de ouro (3 mm), um eletrodo de referéncia de
paladio, espacador em 50 um, potencial de medida em 50 mV, faixa de medida de
200 pA, duracao da medida em 100 ms, duragéo do ciclo em 550 ms, temperatura da

célula de medida em 35 °C no modo PAD (Pulsed Amperometric Detector).
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Os equipamentos encontram-se na unidade IQA (ldentidade e Qualidade de
Alimentos) do LFDA-RS (Laboratério Federal de Defesa Agropecuéria no Rio Grande
do Sul)

5.4 CURVA ANALITICA E PADRAO DE VERIFICAC}AO

A curva analitica e o padrao de verificagcao foram preparados a partir da diluicdo
da solucéo padrao estoque mista, de modo que os pontos da curva ficassem com as
seguintes concentragdes: 5mg L; 10 mg L?t; 30 mg LY; 50 mg Lt; 70 mg L e 90 mg
L. O padréo de verificagéo, conforme estipulado arbitrariamente pelo laboratério, tem
uma concentracdo de 40 mg L.

5.5 PROCEDENCIA DAS AMOSTRAS

Determinou-se a concentragao de carboidratos de 45 amostras de mel oriundas
dos programas de fiscalizagéo oficiais do MAPA (PACPOA) e amostras suspeitas
provenientes de uma acao conjunta entre o MAPA e a Policia Federal. As amostras
foram coletadas entre 2020 e 2021 e tém origem geogréafica diversa, em ambito
nacional. Todas as amostras analisadas apresentaram um indicativo de fraude nas

andlises de razao isotépica de carbono.

5.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras foram homogeneizadas utilizando bastédo de vidro com o cuidado
para que o minimo de ar fosse incorporado durante a homogeneiza¢do. Pesou-se
cerca de 0,5 g que foram gquantitativamente transferidas para baldo volumétrico de
100 mL e o volume foi completado com agua ultrapura. A partir desta solucdo, uma
aliquota de 1 mL foi transferida para um baldo de 25 mL e completado a marca com

agua ultrapura.

5.7 ANALISE DE AMOSTRAS COMERCIAIS DE MEL

As andlises foram realizadas no laboratério IQA do LFDA/RS. Procedeu-se o
preparo das amostras conforme item 4.6 e o preparo da curva de calibracdo e do
padrao de verificacdo conforme item 4.4. A determinagdo de sacarose, glicose e

frutose em cada uma das amostras foi realizada em duplicata.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 ANALISE POR CROMATOGRAFIA IONICA
As condi¢cdes cromatograficas para a analise por cromatografia iébnica estédo

descritas na tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢des cromatograficas para andlise de mel por cromatografia idnica

Modo isocréatico 0,4 mL min?

Tempo de corrida 33 minutos

Tempo de equilibrio | 9 minutos

Volume de injecao 20 pL

Fonte: a autora.

Todas as solugbes envolvidas no trabalho: amostras processadas, curva
analitica e o padréo de verificacdo, foram adequadamente transferidas para tubos de

injecdo especificos para a inje¢cdo no cromatografo iénico.

6.2 CURVA ANALITICA E PADRAO DE VERIFICAGAO

O método de cromatografia ibnica foi 0 mesmo validado para as matrizes
lacteas, que esté descrito no anexo C. A validacdo das matrizes lacteas foi utilizada
para ponderar a proposta tecnolégica, avaliando se o método instrumental pode ser
aplicado para a matriz de mel.

Apesar de estar sendo utilizada a validacdo para amostras lacteas, os
resultados podem ser aproveitados para a matriz de mel pois 0 mesmo método
instrumental é utilizado, sendo o0 analito sacarose 0 mesmo para ambas as matrizes.

Das amostras utilizadas na validacao dos produtos lacteos, o leite condensado
possui 0 mesmo preparo de amostras do que a utilizada para a matriz de mel, descrito
no item 5.6. O leite cru e leite UHT s&o preparados de uma maneira diferente, onde
sao pesados aproximadamente 0,1 g de amostra e avolumados para um baldo de 100
mL com agua ultrapura. Apdés, o procedimento analitico € o mesmo descrito para todas

as amostras.
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Foram feitas trés curvas de calibracao para avaliar a linearidade do método e a
precisdo para os agUcares frutose e glicose. As curvas de calibragcdo obtidas para a

sacarose, a frutose e a glicose podem ser visualizadas nas Figuras 4, 5 e 6.

Figura 4 — Curva de calibragdo para a sacarose
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Fonte: a autora

Figura 5 — Curva de calibragéo para a frutose
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Figura 6 — Curva de calibragcéo para a glicose
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O cromatograma obtido para os padrbes da curva de calibragdo pode ser

visualizado na Figura 7.

Figura 7 - Cromatograma dos padrdes da curva de calibragéao
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Para o padrdo de verificacdo de aproximadamente 40 mg L%, foram

encontradas as concentragcfes descritas na Figura 8 para cada acucar.

Figura 8 — Concentragéo do padrdo de verificacdo

Resultados |

Resultados [ Manitaramenta ]

Carboidratos
Mome do componente Tempao de retencio Alkura hrea Concentracdo
[rnirt] [mA] [{rus) 3 rmin] [rngyL]
Glicose 15.70 4001.053 2374325 40,459
Frutose 1&.19 2033627 1666,662 40,030
Lactose z21.37 1622730 1328.135 40,624
Sacarose 26,77 1120844 1122.569 40,183
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6.3 DETERMINACAO DE ACUCARES EM MEL

Quarenta e cinco amostras foram analisadas, utilizando a metodologia
instrumental descrita.

A concentracdo de carboidratos nas amostras analisadas foi calculada a partir
da equacéo da reta obtida na curva de calibracdo para cada carboidrato. Os valores
apresentados na tabela 3 representam a média das duplicatas das analises. A tabela
com os dados completos esta no apéndice A.

Os cromatogramas obtidos para as amostras podem ser visualizados no

apéndice B.

Tabela 3 - Resultados obtidos nas analises do mel por cromatografia ibnica e por
razao isotdpica de carbono

C.% SACAROSE | GLICOSE | FRUTOSE C.% SACAROSE | GLICOSE | FRUTOSE
470 AMOSTRA 470
(9/100g) (9/100g) (9/100g) (9/100g) (9/100g) (9/100g9)

10,30 156 | 36,79 | 42,82 | 44740/21 | 93,70 1831 | 32,81 | 28,69
77,80 17,32 | 36,67 | 33,37 | 44751/21 | 93,80 18,18 | 33,38 | 28,66
77,80 18,76 | 3546 | 32,78 | 44762/21 | 93,90 28,60 | 30,90 | 27,35
78,10 19,22 | 34,87 | 32,43 | 44760/21 | 94,80 2364 | 30,66 | 30,54
44651/21 | 79,50 7,22 | 32,20 | 32,38 | 44767/21 | 95,00 2425 | 32,26 | 29,70
44673/21 | 79,80 33,17 | 26,77 | 24,87 | 44698/21 | 95,60 17,70 | 26,97 | 28,06
83,50 19,00 | 33,71 | 31,71 | 44696/21 | 96,00 18,38 | 29,47 | 32,84
84,00 17,29 | 34,34 | 33,44 | 62436/21 | 87,70 26,13 | 20,89 | 13,45
84,00 13,63 | 36,09 | 3565 |No24sd2dY 44,90 540 | 27,50 | 26,10
84,10 16,46 | 36,08 | 33,62 45,40 6,19 | 32,30 | 29,04
44710/21 | 89,40 36,38 | 27,47 | 24,24 12,40 1,36 | 38,27 | 2561
44683/21 | 91,40 2597 | 33,28 | 30,35 29,60 2,74 | 2885 | 34,72
44708/21 | 91,60 1500 | 32,95 | 30,69 35,60 366 | 29,83 | 34,77
92,90 2203 | 3593 | 31,86

AMOSTRA

14,23 1,46 31,66 | 36,19

93,00 23,29 34,43 | 31,16 15,90 1,46 30,10 | 32,55

93,10 | 2323 | 34,14 | 30,92
44744/21 | 93,40 17,27 | 33,86 | 29,81
44738/21 | 93,60 19,47 | 32,88 | 28,84
- 93,60 16,97 | 33,02 | 35,25
44742/21 | 93,60 14,52 | 29,46 | 26,22
44753/21 | 93,70 17,76 | 32,98 | 30,74
44758/21 | 93,70 16,92 | 33,29 | 29,91
44749/21 | 93,70 16,75 | 33,14 | 29,75

34,66 7,19 30,38 | 32,29

78,60 13,22 32,96 | 28,89

87,60 3,30 28,31 | 34,64

90,20 3,42 28,62 | 34,95

91,80 3,23 29,10 | 34,66

26,24 1,47 17,65 | 34,50

27,03 1,47 26,53 | 36,52

Fonte: a autora.
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O teor de aclcares redutores no mel consiste na soma da frutose e da glicose,
presente nas amostras. A glicose e a frutose sédo carboidratos que possuem a
caracteristica de oxidar na presenca de agentes oxidantes em solucdes alcalinas,
sendo entdo chamado de acUcares redutores.

O termo sacarose aparente refere-se a concentragdo de sacarose presente no
mel. Um teor elevado pode ser resultado de uma colheita antes do tempo, onde a
sacarose ainda néao foi transformada em glicose e frutose, ou ainda a adicdo de
sacarose comercial as amostras, sendo essa pratica ilegal conforme a IN n° 11.

O método de razao isotépica do carbono € um método qualitativo de triagem
muito confiavel. Para métodos qualitativos, a validagdo de metodologia tem exigéncias
menores do que as analises quantitativas [21].

Das quarenta e cinco amostras de mel analisadas, somente duas atendem aos
parametros estabelecidos pela IN n°® 11 para o teor de acgucares redutores e indice de
sacarose aparente, que correspondem as amostras assinaladas em azul.

Trinta e trés amostras possuem teor de sacarose aparente além do
estabelecido, sendo esse limite 6 g/100g. Trinta e duas amostras ndo possuem o teor
minimo de aguUcares redutores estabelecidos em 65%. As amostras assinalas em
vermelho estéo fora dos parametros para o quesito sacarose aparente. As amostras
assinaladas em verde estdo fora dos parametros estabelecidos para o teor de
acucares redutores no mel auténtico. Por fim, as amostras assinaladas em amarelo
estdo fora dos parametros estabelecidos tanto para a sacarose aparente quanto para

os acgucares redutores.

6.4 ACUCAR INVERTIDO

Com os dados obtidos e levando em consideracdo que todas as amostras
utilizadas apresentam um indicativo de fraude devido a analise isotopica de carbono,
levantou-se uma hipétese para explicar por que as amostras 44684/21 e 56482/20
(destacadas em azul) ndo apresentaram um indice de sacarose além do estabelecido
pela IN n° 11. Uma explicacdo para esse fato seria a adicdo de acucar invertido.

A analise de cromatografia ibnica nao é capaz de separar a frutose e a glicose
proveniente do mel legitimo da glicose e sacarose proveniente do acucar invertido.
Para isso, seria necessario um polarimetro, complementando a analise de
cromatografia idbnica, pois esse equipamento € capaz de determinar o angulo de luz

polarizada que passa por um material, identificando assim a fonte da frutose e glicose.
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7 AVALIACAO DE CUSTOS

Para o calculo de custos desse projeto tecnoldgico, foram consideradas a
guantidade de reagentes necessarios para a realizacdo da técnica. Nessa analise de
custos, ndo estao sendo considerados o valor do equipamento nem sua manutencao,
apenas o levantamento do custo para a andlise de uma amostra. Os custos
aproximados dos reagentes necessarios utilizando o método de cromatografia ibnica

para cada conjunto de amostras estdo demonstrados na tabela 4.

Tabela 4 - Calculo dos custos envolvidos para a realizacao da analise do mel por
Cromatografia I6nica

eageme | P1o% pea eniade | Quenidede | cuso e
Hidroxido de sodio 122,00/1 Kg 8,009 0,98
Acetato de sadio 132,00/1 Kg 0,083 g 0,011
Padrao de sacarose 444,00/250 g 0,05¢ 0,089
Padrao de frutose 557,00/500 g 0,05¢ 0,060
Padrao de glicose 179,00/100 g 0,05¢ 0,090

Total 1,23

Fonte: a autora

O método de referéncia utiliza a Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia com
detector de RID (Refractive Index Detector) (CLAE-IR). Os custos para anélise pelo

método de referéncia estéo relacionados na tabela 5.

Tabela 5 — Célculo dos custos envolvidos para a realizacdo da analise do mel

por Cromatografia a Liquida de Alta Eficiéncia

Preco pela quantidade Quantidade
Reagente " vendida (R$) utiizada | CUStO (R9)
Acetonitrila 750,00/5 L 36,25 mL 5,44
Padrédo de sacarose 444,00/250 g 0,60 g 1,07
Padréo de frutose 557,00/500 g 3,80 ¢ 4,23
Padrao de glicose 179,00/100 g 3,019 5,39
Total 16,13

Fonte: a autora
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Comparando-se o preco total de cada método utilizado para a quantificacao
dos carboidratos no mel, o método proposto é muito vantajoso com relacdo ao método
de referéncia em termos econémicos.

Os resultados encontrados utilizando o método de cromatografia ibnica para a
quantificacdo dos carboidratos no mel foram condizentes com o esperado, levando
em consideracdo que todas as amostras eram suspeitas de fraude devido aos
resultados encontrados na analise isotopica do carbono.

Uma das questdes mais interessantes comparando-se o método de referéncia
CLAE-IR com o método avaliado é a geracao de residuos. O método de referéncia
utiliza como solvente acetonitrila, tanto para a fase moével quanto para o preparo das
amostras, enquanto o método por cromatografia ibnica utiliza como solvente somente
agua ultrapura para essas duas finalidades. E de interesse ambiental minimizar a
geracdo de residuos, sem impactar na quantificacéo dos carboidratos no mel de forma
satisfatoria.
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8 CONCLUSOES

A determinacdo de carboidratos em mel empregando a técnica de
cromatografia idbnica com detector de PAD (Pulsed Amperometric Detector) (CI-AM)
pode ser considerado adequado para a determinacédo de fraude no mel pela adicéo
do acglcar sacarose pois comparando os resultados que foram encontrados na analise
de razéo isotdpica do carbono durante a triagem, houve a confirmagdo quantitativa do
acucar sacarose proveniente de plantas com metabolismo fotossintético Cs. NoO
entanto, duas amostras nao apresentaram um indice de sacarose além do
estabelecido pela IN n° 11, sendo uma explicacdo para esse fato a adicdo de aglcar
invertido nas amostras. A metodologia proposta atendeu as necessidades da IN n°
11, estabelecida pelo MAPA, identificando de forma satisfatoria os carboidratos
presentes nas amostras.

Este método mostrou-se adequado para complementar a andlise isotdpica do
carbono. Das amostras analisadas, 4,44 % das amostras estavam dentro dos
parametros estabelecidos pela IN n° 11. Para o parametro de sacarose aparente,
73,33% das amostras tiveram resultados acima do estabelecido. Para o parametro de
acucares redutores, 71,11% das amostras ndo atingiram a concentracdo minima de
frutose e glicose necessarias para estar em conformidade com a IN n° 11.

As amostras que nao apresentaram resultados que indicassem fraude podem
ser explicadas pelo uso do acuUcar invertido para burlar a legislacdo vigente para
qgualidade do mel, pois como o acucar invertido é hidrolisado em glicose e frutose, o
Cl néo é capaz de fazer a distin¢do entre a glicose e frutose do agucar invertido ou da
amostra de mel puro, sendo necessario entdo uma técnica complementar com o uso
do polarimetro para tal.

O método de CI-AM (Cromatografia ibnica com detector amperométrico)
apresenta vantagens em relacdo ao método de CLAE-IR (Cromatografia a liquido de
Alta Eficiéncia com detector de indice de refracédo), como a diminuicdo da geracéo de

residuos por utilizar 4gua ultrapura como solvente.
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ANEXO A - DETERMINACAO DE ACIDEZ DO MEL

O método da acidez é baseado em uma titulagcdo acido-base, utilizando um
pHmetro para realizar a medida de pH. A amostra é pesada e diluida em agua livre de
gas carbbnico. A solugdo preparada é titulada com hidroxido de sédio 0,05 N em um
fluxo constante, interrompendo-se a titulagdo quando a solucdo chega a pH 8,5. Do
volume de NaOH gasto na titulacdo, € descontado o branco e multiplica pelo fator 50
para determinar a acidez livre. O fator 50 esta relacionado a conversao do valor

encontrado para miliequivalentes de NaOH por Kg de mel.

Acidez livre = (mL de NaOH 0,05N utilizados na bureta — mL do branco) x 50
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ANEXO B - RESULTADOS DE &%3Cveos NO MEL (EM SOLUCAO A 5%),
PROTEINA EXTRAIDA E SUA DIFERENCA

AMOSTRA MEL EM PROTEINA DIFERENCA
SOLUCAO EXTRAIDA DE | &!3Ch = 83Cp
MEL
44684/21 -21,56 -22,72 1,15
44671/21 -14,76 N&o detectado -
44655/21 -14,75 Nao detectado -
44653/21 -14,71 Nao detectado -
44651/21 -14,52 N&o detectado -
44673/21 -14,46 Nao detectado -
44669/21 -13,93 Nao detectado -
44664/21 -13,87 N&o detectado -
44662/21 -13,86 N&o detectado -
44660/21 -13,84 Nao detectado -
44710/21 -13,08 N&o detectado -
44683/21 -12,79 N&o detectado -
44708/21 -12,76 N&o detectado -
44731/21 -12,57 N&o detectado -
44727/21 -12,56 N&o detectado -
44729/21 -12,55 N&o detectado -
44744/21 -12,51 N&o detectado -
44738/21 -12,48 N&o detectado -
44706/21 -12,47 N&o detectado -
44742/21 -12,47 N&o detectado -
44753/21 -12,46 N&o detectado -
44758/21 -12,46 N&o detectado -
44749/21 -12,46 N&o detectado -
44740/21 -12,46 N&o detectado -
44751/21 -12,45 N&o detectado -
44762/21 -12,44 N&o detectado -
44760/21 -12,30 N&o detectado -




44767/21 -12,27 Nao detectado -
44698/21 -12,19 N&o detectado -
44696/21 -12,13 N&o detectado -
62436/21 -13,07 -23,89 10,82
62437/21 -19,15 -25,34 6,19
62438/21 -18,98 -25,15 6,18
62439/21 -21,66 -23,10 1,43
62440/21 -19,99 -23,55 3,56
62421/21 -20,36 -25,23 4,87
56482/20 -25,27 -27,5 2,3
12166/21 -23,55 -25,8 2,3
27234/21 -20,61 -25,4 4.8
56411/20 -14,64 Nao detectado -
32627/21 -13,3 Nao detectado -
32628/21 -13,0 N&o detectado -
32629/21 -12,7 Nao detectado -
15018/21 -12,32 Nao detectado -
55130/20 -12,46 N&o detectado -

Fonte: dados fornecidos pela unidade IQA
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ANEXO C - VALIDACAO DA METODOLOGIA PARA ANALISE DE SACAROSE E
GLICOSE POR CROMATOGRAFIA IONICA

O método de cromatografia ibnica foi desenvolvido e validado no laboratério
IQA, sendo utilizado para detectar e quantificar os carboidratos sacarose e lactose em
amostras de produtos lacteos. Para a matriz de mel, somente a sacarose € de
interesse analitico. O método € aplicavel para todos os produtos lacteos, sendo que
para sacarose foram testados leite cru, leite UHT e leite condensado.

5.1.1 Faixa de trabalho

A faixa de trabalho adotada no procedimento foi selecionada de forma a
abranger a faixa limite previsto na legislacdo para os produtos lacteos com baixo teor

de lactose e a de menor concentracéo de sacarose.

5.1.2 Especificidade

Os analitos estudados nao apresentaram interferéncias de outros analitos no
sinal emitido pelo cromatégrafo ibnico, pois cada elemento apresenta um respectivo
tempo de retencdo, demonstrando entdo que a técnica de cromatografia ibnica é
seletiva para a finalidade proposta.

5.1.3 Seletividade

Foram testadas 10 amostras “brancas” para a sacarose, onde verificou-se a
auséncia de picos que pudessem contribuir com o erro de identificacdo e quantificacéo
do analito sacarose.

5.1.4 Linearidade do método

A linearidade dos métodos analiticos quantitativos é a capacidade do método

de demostrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragao
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do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Para ser adequada, a
linearidade considerada deve possuir r’ 0,98.

Foram desenvolvidas trés curvas de calibracdo, em triplicata, para cada analito.
Para a formacéo da curva de calibracéo, foram utilizados 6 pontos e foi determinado
o coeficiente de correlacao pela regresséao linear. Foi utilizada solugcido estoque na
concentragéo de 2 g L.

ApoGs as andlises, as curvas de calibragcdo demonstraram serem lineares para
a faixa de trabalho proposta, estando todos os valores de coeficiente de correlagéo

dentro do valor estabelecido.

5.1.5 Precisao e exatidao

A repetitividade de um método analitico reflete a concordancia entre os
resultados de medicdes sucessivas de um mesmo analito, efetuadas sob as mesmas
condicbes de medicdo, sendo elas o mesmo procedimento, 0 mesmo analista, 0
mesmo instrumento de medicdo e a repeticdo em um curto periodo de tempo.

A reprodutibilidade de um método analitico reflete o grau de concordancia entre
os resultados das medi¢cdes de um mesmo analito, efetuadas sob condi¢cbes variadas
de medicBes. No caso dessa validacdo de metodologia, 0 método de cromatografia
ibnica foi realizado por diferentes analistas, em dias e amostras diferentes.

A exatiddo é o grau de concordancia entre o resultado de uma medida
experimental e o valor de referéncia aceito convencionalmente como verdadeiro,
indicando a existéncia ou ndo de erro sistematico.

A forma para avaliar a precisdo do método de cromatografia ibnica para a
determinacao dos carboidratos sacarose e lactose foi o coeficiente de variacdo, que
consiste no desvio padrdo expresso como percentual da média entre os valores da
setuplicada de cada matriz, em trés niveis de fortificacdo, em trés dias consecutivos e
dois analistas. Utilizando a andlise percentual de recuperacdo, nenhuma das amostras
apresentou resultado acima do limite do coeficiente de variagdo, sendo a variagao
maxima tolerada de 10%.

Para avaliar a exatidao, foi realizada a determinacdo dos carboidratos nas
amostras com adicdo em setuplicata em trés niveis de fortificacdo, onde a
recuperacdo média foi analisada levando em consideracdo o percentual de

recuperacao, que deve estar na faixa entre 80 a 110%.



A tabela 6 apresenta os resultados observados para a sacarose.
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Tabela 6 - Avaliacdo do percentual de recuperacéo e coeficiente de variacao

de sacarose em amostras de leite cru, leite UHT e leite condensado

Nivel de Média | Recuperacgdo | CV Intra | CV Inter | CV Preciséo
fortificacdo | global global (%) Dia Dia Intermediéria
(mg L)
2,50 2,50 99 4,00 5,10 6,50
5,00 5,40 107 3,30 2,60 4,20
10,00 10,90 109 3,10 1,80 3,60

Fonte: adaptado pela autora

5.1.6 Limite de quantificacéo e deteccao

O limite de quantificacdo e deteccéo foi determinado como o primeiro ponto de

calibracdo da curva de calibracdo, sendo para a sacarose o primeiro ponto onde ha

confiabilidade de deteccdo da amostra, ja que a sacarose é proibida em amostras

lacteas.

5.1.7 Incerteza da medicéo

Os dados obtidos através do método de cromatografia ibnica para as matrizes

lacteas utilizaram como parametro de incerteza para a determinacdo de amostras

conformes e ndo conformes a concentracao critica para erro fixada. A avaliacdo de

conformidade da metodologia pode ser observada na tabela 7.



Tabela 7 - Avaliagdo da metodologia de cromatografia ibnica em matrizes

lacteas
Parametro Critério de Valor Concluséo
avaliado aceitabilidade encontrado
SELETIVIDADE | Né&o foi verificada Né&o foi
interferéncias de evidenciada
outras espécies | interferéncias de | CONFORME
no mesmo sinal espécies no
mesmo sinal
LINEARIDADE r>>0,9800 Menor valor de | CONFORME
DO METODO r2>0,9922
PRECISAO CV < 10% Maior valor de
método CV encontrado: | CONFORME
guantitativo 9,3%
LIMITE DE Sacarose:
QUANTIFICAQAO -—-- 25mglL? CONFORME
E DETECCAO
Percentual de Variaram entre
EXATIDAO recuperagao 99-109% CONFORME
entre 80-110%
LIMITE DE Menor que 20% Sacarose: CONFORME
DECISAO (CCa) 8,20%

Fonte: adaptado pela autora
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APENDICE A - CONCENTRACAO DE CARBOIDRATOS ENCONTRADOS NAS

AMOSTRAS
AMOSTRA SACAROSE | GLICOSE | FRUTOSE | AMOSTRA SACAROSE | GLICOSE | FRUTOSE
(9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)
44684/21 | 1,57 36,79 | 42,91 44740/21 | 18,24 32,58 | 28,74
1,55 36,80 |42,74 18,38 33,04 | 28,64
44671/21 | 17,67 36,95 | 33,18 44751/21 | 17,91 32,86 | 28,39
16,97 36,39 | 33,56 18,45 33,91 | 28,92
44655/21 | 18,60 3555 |32,42 44762/21 | 28,75 31,12 | 27,45
18,52 3536 | 33,14 28,45 30,69 | 27,26
44653/21 | 19,08 34,61 | 32,25 44760/21 | 23,58 30,57 | 30,36
19,35 35,13 | 32,61 23,69 30,76 | 30,71
44651/21 | 7,43 32,56 | 32,82 44767/21 | 24,35 32,29 | 29,73
7,01 31,84 | 31,94 24,16 32,23 | 29,67
44673/21 | 33,15 26,73 | 24,82 44698/21 | 17,90 27,16 | 28,12
33,18 26,81 | 24,92 17,49 26,78 | 28,00
44669/21 | 19,10 33,83 | 31,62 44696/21 | 17,96 31,53 | 32,15
18,89 33,58 |31,80 18,79 27,40 | 33,52
44664/21 | 17,00 34,35 | 33,17 62436/21 | 26,05 20,73 | 13,36
17,57 34,33 | 33,70 26,21 21,04 | 13,54
44662/21 | 13,66 35,63 | 35,67 62437/21 | 5,40 27,15 | 25,26
13,61 36,55 | 35,63 5,40 27,85 | 26,85
44660/21 | 16,00 35,30 | 33,40 62438/21 | 6,27 31,96 | 28,39
16,91 36,23 | 33,84 6,12 32,64 | 29,69
44710/21 | 36,52 27,58 | 24,43 62439/21 | 1,25 39,45 | 25,67
36,25 27,35 | 24,04 1,47 37,09 | 25,55
44683/21 | 26,20 33,11 | 30,46 62440/21 | 2,77 28,48 | 34,42
25,74 33,45 | 30,24 2,72 29,21 | 35,03
44708/21 | 14,93 32,97 | 30,71 62421/21 | 3,78 29,80 | 34,88
15,06 32,93 | 30,67 3,55 29,86 | 34,66
44731/21 | 21,73 35,63 | 31,47 56482/20 | 1,39 31,04 | 35,78
22,33 36,23 | 32,25 1,52 32,28 | 36,59
44727121 | 23,34 34,62 | 31,32 12166/21 | 1,51 30,07 | 32,48




23,25 34,24 | 30,99 1,40 30,14 | 32,60
44729/21 | 23,60 34,46 | 31,05 27234/21 | 7,28 30,27 | 32,34
22,87 33,82 | 30,79 7,10 30,49 | 32,23
44744/21 | 17,30 33,81 | 29,76 56411/20 | 13,41 33,10 | 29,03
17,23 33,91 | 29,86 13,03 32,83 | 28,75
44738/21 | 19,32 32,94 | 28,55 32627/21 | 3,49 28,43 | 34,84
19,62 32,82 | 29,13 3,12 28,19 | 34,45
44706/21 | 17,39 32,76 | 35,54 32628/21 | 3,45 28,64 | 34,96
16,54 33,27 | 34,96 3,40 28,60 |34,94
44742/21 | 14,51 29,74 | 26,35 32629/21 | 3,30 29,09 | 34,69
14,53 29,18 | 26,09 3,17 29,11 | 34,63
44753/21 | 17,57 32,54 | 30,87 15018/21 | 1,35 17,75 | 34,77
17,96 33,41 | 30,61 1,59 17,54 | 34,23
44758/21 | 17,02 33,50 |30,10 55130/20 | 1,48 26,30 | 36,30
16,82 33,08 | 29,72 1,47 26,77 | 36,74
44749/21 | 16,87 33,28 | 29,97
16,64 33,00 | 29,45

Fonte: a autora
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APENDICE B - CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA AS AMOSTRAS
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