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Prefacio

Este trabalho encontra-se desenvolvido sob a forma de cinco capitulos.
No primeiro capitulo procurou-se transmitir e resumir, sob a forma de uma
perspectiva global o tema do trabalho e o objectivo do mesmo. No segundo
capitulo pretendeu-se abordar os fundamentos tedricos essenciais para a
execucdo do mesmo enquanto no terceiro capitulo apresenta-se a sec¢ao
experimental onde se descreve 0os métodos e materiais necessarios. No quarto
capitulo apresenta-se os resultados obtidos no decorrer do trabalho, bem como
0 seu tratamento estatistico e discussdao dos mesmos. No quinto capitulo
apresenta-se as conclusdes finais do trabalho realizado. Por fim, no sexto e
altimo capitulo, apresentam-se as referéncias bibliograficas consultadas na

elaboracao do presente trabalho.

Para facilitar a transferéncia de dados e permitir manter a coeréncia
dessa informacgdo, optou-se por representar 0os numeros reais sob a forma
exponencial com a notacdo utilizada nos programas de célculo onde, por
exemplo, 3,201E-08 representa o valor 3,201 x 10® escrito correctamente no

formato cientifico.

Sempre que possivel e adequado, os valores estimados estdo
representados com a sua incerteza associada, respectivo erro padrao, indicada
entre paréntesis, seguida das respectivas unidades, de forma a conferir maior

significado estatistico aos resultados obtidos.



Resumo

A recomendacgdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é de que o
consumo de acucar néo ultrapasse os 10% das calorias na dieta e, para tal, €
necessario ter conhecimento da quantidade de acucar que se ingere em cada
porgdo de alimento confeccionado e a rotulagem € muito importante para este

conhecimento.

Deste modo, no presente trabalho, pretendeu-se validar o método de
doseamento simultaneo de frutose, glucose, sacarose, maltose e lactose, por
HPLC-RI, de forma a ser possivel determinar a quantidade (percentagem) total
e individual de aclUcares numa amostra de pastelaria. Na validacao foram
avaliados os parametros: especificidade, gama de trabalho, sensibilidade,

limites analiticos, precisdo e exactidao.



Abstract

The recommendation of the World Health Organization (WHO) is that
sugar consumption does not exceed 10% of the calories in the diet, and for this
it is necessary to know the amount of sugar you eat in each serving of cooked
food and labeling is very important for this knowledge. Thus, in this study was
intended to validate the method of simultaneous determination of fructose,
glucose, sucrose, maltose and lactose, by HPLC-RI to be able to determine the
qguantity (percent) and individual total sugar in a sample pastry. In the validation
parameters were evaluated: specificity, working range, sensitivity, analytical

limits, precision and accuracy.
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1. Introducao




1. Introducao

Os hidratos de carbono, também conhecidos por glicidos, devem representar
a principal fonte de energia da nossa alimentacao, entre 55 e 75%. S&o constituidos
por unidades basicas denominadas oses. Todos os hidratos de carbono sé&o

decompostos no organismo através da accdo de enzimas especificas até a sua

forma basica, o monémero, sendo entao absorvidos e metabolizados.

Consoante o numero de unidades basicas pode-se agrupar os hidratos de

carbono em monossacarideos, dissacarideos ou polissacarideos.

Uma vez que 0s agucares estdo frequentemente presentes nos habitos
alimentares, sobretudo dos consumidores mais jovens, e tendo em vista que o
doseamento dos acucares deve ser precisa para o controlo de qualidade, pretendeu-
se com este trabalho efectuar a validagcdo do método de doseamento simultaneo de
frutose, glucose, sacarose, maltose e lactose, por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia com deteccéo por indice de refraccéo.

Neste trabalho, foi desenvolvido e implementado, de acordo com as
necessidades do laboratério Fisico-quimico e de Controlo de Qualidade da empresa
DanCake, um método que permite quantificar o teor de acUcar total ou o teor
individual de cada mono e dissacarideo, presente nos alimentos da sua linha de

producao.

1.1 DanCake
A DanCake é uma empresa portuguesa fundada em 1978 que desenvolve a
sua actividade no sector alimentar. E conhecida nacional e internacionalmente pela

sua oferta de bolos e produtos de confeitaria.

Um negocio
assegurado por uma gestao
familiar, a DanCake tem
vindo a apostar no
desenvolvimento sustentado

que representa, actualmente,

Figura 1.1 — Imagem aérea da DanCake Coimbra.

uma capacidade produtiva de



45 mil toneladas, com uma margem de crescimento adicional de cerca de 40%. A
empresa tem duas unidades de producédo (Coimbra e Lisboa), sendo um dos

maiores fabricantes de biscoitos de manteiga a nivel mundial.

Mais de 600 colaboradores asseguram o funcionamento da empresa
portuguesa que representa 0 maior volume de exportacdo neste sector. A qualidade
dos produtos DanCake é reconhecida internacionalmente, tendo sido certificada com
o ‘Nivel Superior (“Higher Level”’) pelo British Retail Consortium (BRC) e
International Food Standard (IFS).

O investimento tecnoldgico e o alargamento da sua oferta de produtos para ir
ao encontro das necessidades do consumidor tém sido as suas preocupacoes

principais.

Com 30 anos de actividade e uma posicdo solidificada nacional e
internacionalmente, a DanCake € uma empresa sempre atenta aos desafios que o
mercado |lhe tem colocado. Numa época em que as preocupacdes com a saude e
nutricdo tem pautado a vida dos consumidores, a DanCake procura adaptar-se e
contribuir para um estilo de vida mais equilibrado, numa tendéncia transversal a
todas as suas marcas e que procura influenciar especialmente as escolhas dos mais

jovens.

A reducao de acucares, gorduras e sal em produtos DanCake ja existentes e
o lancamento de novos snacks, mais saudaveis, sdo caminhos que esta empresa
apontou para se desenvolver, respondendo e antecipando as necessidades de um

mercado sempre em mudancga e crescentemente exigente.



2. Fundamentacao Teorica




2. Fundamentacao Tedrica

Neste capitulo procede-se a uma revisao bibliografica, na literatura existente,

de factos e conceitos essenciais ao desenvolvimento do restante trabalho.

2.1 Hidratos de carbono

Os hidratos de carbono sao aldeidos poli-hidroxilados, cetonas poli-
hidroxiladas ou compostos que, por hidrélise, se podem transformar nos anteriores.
Os hidratos de carbono que n&o se podem hidrolisar para compostos mais simples
designam-se por monossacarideos. Os hidratos de carbono que se podem hidrolisar
em duas moléculas de monossacarideos designam-se por dissacarideos. Aos
hidratos de carbono que, por hidrolise, originam varias moléculas de

monossacarideos da-se a designacao de polissacarideos. [1]

Os monossacarideos podem, ainda, subdividir-se em aldoses no caso de

conterem o grupo aldeido, ou cetoses quando possuem o grupo cetona.

Os hidratos de carbono que reduzem o reagente de Fehling (ou o de
Benedict) ou o reagente de Tollens conhecem-se por agucares redutores. Todos 0s
monossacarideos, quer aldoses quer cetoses, sdo agucares redutores, assim como

a maioria dos dissacarideos, constituindo a sacarose uma excepcao.

2.1.1 Origem

Antes de existir acucar, tal como hoje o conhecemos, existiam apenas duas

fontes de sabor doce no mundo: o mel e a cana. [2]

A cana é cultivada ja desde a Antiguidade. Teréo sido os povos das ilhas do
Sul do Pacifico, por volta do ano 20.000 a.C., a descobrir as propriedades desta
planta, que crescia espontaneamente nas suas terras. Foi na Nova Guiné que a
cana foi pela primeira vez cultivada. A partir desta zona, a cultura estendeu-se
depois a outras ilhas vizinhas, como as Fiji ou a Nova Caleddnia. Mais tarde, a cana-
de-acUcar tera chegado a outros paises, como as Filipinas, a Indonésia, a Malasia
ou a India. Foram os Indianos o primeiro povo a extrair o suco da cana e a produzir,
pela primeira vez, agucar “em bruto”, baptizado com o nome gur, por volta de 500
a.C..



A técnica da producéo de acgUcar disseminou-se aos poucos por toda a regiao
do Médio Oriente. Os Arabes aprenderam com os Persas a produzir agtcar sélido e
foi desta forma que, por volta do século Il a.C., se estabeleceram as “rotas do

acucar”, com caravanas a fazer o transporte entre os paises asiaticos e africanos.

Mais tarde os Europeus viajaram até paises longinquos, descobriram a
cultura da cana-de-aclcar e introduziram-na na Grécia, em Itdlia e em algumas
regides da Franca. No entanto, o sucesso nao foi grande pois o clima ndo era o mais
adequado e o oriente continuou a ser o maior fornecedor de acucar do mundo

ocidental.

Nesta altura, eram os mercadores venezianos 0s principais intermediarios
deste comércio: em Alexandria compravam o acgucar proveniente da india, fazendo-o
depois chegar ao resto da Europa. Durante centenas e centenas de anos o acgucar
foi, assim, considerado uma especiaria extremamente rara e valiosa. Apenas nos
palacios reais e nas casas nobres era possivel consumir acgucar. Vendido nos
boticarios (as farmacias de entédo), o acUcar atingia prec¢os altissimos, sendo apenas

acessivel aos mais poderosos.

No inicio do século XV deu-se uma viragem importante na histéria do acgucar:
o infante D. Henrique resolveu introduzir na Madeira a cultura da cana. Com a
passagem do cabo da Boa Esperanca, os Portugueses passaram a viajar para a
india com bastante regularidade e, nesta época, tornaram-se 0s maiores

negociantes de acucar.

Normalmente associa-se o0 aclcar a um produto de origem sul-americana, no
entanto, tera sido apenas na altura dos Descobrimentos que Cristovdo Colombo tera
levado alguns exemplares de cana-de-acucar provenientes das Canarias para

plantar em S. Domingos, a actual Republica Dominicana.

A cultura de cana encontrou no novo continente excelentes condi¢des para se
desenvolver, e ndo foram precisos muitos anos para que, em praticamente todos 0s
paises recém-colonizados, 0s campos se cobrissem de cana-de-aclcar. Os
navegadores portugueses apostaram nos solos férteis das terras brasileiras para
instalar plantagbes de cana. Os solos eram férteis, o clima o mais adequado e o
sucesso foi elevado e, por volta de 1580, existiam no Brasil cerca de 115 engenhos,
a funcionar com a mao-de-obra de 10 000 escravos. Nesta eépoca, na Europa, o



acgucar era um produto de tal maneira cobicado que foi apelidado de “ouro branco”,

tal era a rigueza que gerava.

Em 1747, o quimico alem&o Andreas Marggraf desenvolveu uma alternativa
ao acucar de cana conseguindo produzir acucar cristalizado a partir de suco extraido
de raizes de beterraba. O discipulo de Marggraf, Franz Carl Achard, instala, em
1796, a primeira refinaria de agucar de beterraba da Europa. O acgUcar obtido ndo
tinha, no entanto, a qualidade desejavel, sendo ainda bastante caro.

A Primeira Guerra Mundial trouxe graves problemas. Os bombardeamentos
destruiram muitas das refinarias de agucar de beterraba europeias e foram grandes
as dificuldades em obter mao-de-obra e matérias-primas. No entanto, bastaram
alguns anos para a producdo recuperar. Em 1920, a producdo de agucar de
beterraba corria tdo bem que se gerou uma crise e 0s pre¢cos acabaram por cair. Em
1937 realizou-se um acordo para regular o mercado de acgucar e foi criado o
Conselho Internacional do Acgucar, e em 1968 viria a nascer o mercado comum do
acucar, que tornou a Comunidade Europeia o maior produtor de acucar de beterraba

do mundo.

Hoje, entre 131 paises produtores de acucar, 79 produzem acucar de cana-
de-acucar e fornecem 3/4 da producdo mundial de agucar. O maior produtor é o
Brasil, seguido pela India. O aclcar tornou-se um alimento comum a dieta de todos
0S paises, constituindo uma fonte de energia de facil e réapida assimilacao.
Consumido com moderacdo contribui para uma dieta equilibrada, proporcionando
um sabor agradavel aos alimentos. Para além disso, o sabor doce € um dos mais
apreciados pelo ser humano, o que torna o aclcar um dos alimentos capazes de

oferecer momentos de bem-estar e de prazer. [2]

2.1.2 Refinacao
O produto obtido nas fabricas de agucar de cana, agUcar bruto, ndo apresenta
uma qualidade suficiente, sob o ponto de vista quimico e microbiolégico, para ser

comercializado directamente para consumo humano.

Assim, o0 acUcar bruto deve ser purificado para obter a qualidade desejada.

Esta purificacdo é efectuada num processo denominado Refinacéo.



O acucar bruto é transportado a granel das fabricas de acglcar para as
refinarias. Nas refinarias o acucar bruto é armazenado em silos, normalmente na
forma de capela. Dos silos 0 acucar é transportado por tapetes de banda para a

seccao de Afinacao. [3]

Na Afinacdo o acUcar bruto é misturado com xarope de afinacao (inicialmente
com &gua) a 76 °C, produzindo-se o magma de afinacdo. Este magma é entdo
centrifugado em centrifugas descontinuas de alta velocidade. Na centrifugacdo o
acucar separado nas redes € lavado com agua quente. O acucar obtido na
centrifugacdo, o acucar afinado, é dissolvido com agua quente ou aguas doces

obtendo-se o licor de afinagéo.

O xarope separado nas centrifugas, o xarope de afinacdo, € usado para
formacdo do magma de afinacdo. O excesso de xarope de afinacdo é enviado para

a seccao de Recuperacéo.

Devido ao alto teor de substancias em suspenséo no licor de afinacdo, este
deve ser clarificado antes das etapas de Descoloracdo e Cristalizagdo. Esta

clarificacdo pode ser efectuada usando um de trés processos:
e Filtracao;
e Carbonatacéo;
e Fosfatacéo.

No primeiro processo, adiciona-se ao licor de afinacdo um auxiliar de filtracéo
e é efectuada uma filtracdo através e uma pré-camada de auxiliar de filtracdo em
filtros de placas, membranas ou rotativos. Este processo ndo € econdmico para

grandes capacidades e grandes conteudos de substancias em suspensao no licor.

Na Carbonatacao a filtracdo do licor de afinacéo é efectuada através de um
precipitado de carbonato de calcio. O precipitado é obtido fazendo reagir hidroxido
de calcio, adicionado ao licor de afinacdo, com anidrido carbonico obtido das
caldeiras de producdo de vapor. Durante a precipitacdo algumas impurezas de alto
peso molecular existentes no licor sdo co-precipitadas com o carbonato de célcio.
Depois da formagédo do precipitado, este é filtrado em filtros de placa, membrana ou

rotativos.



Na fosfatacdo obtém-se um precipitado fazendo reagir o hidréxido de calcio,
misturado ao licor de afinacdo, com acido fosférico. O fosfato de célcio formado é
misturado com ar favorecendo a sua flutuacdo no licor. Para aumentar a separacao
de corantes anionicos sao usualmente adicionados polimeros cationicos. A

separacao do precipitado formado é efectuada em clarificadores.

O licor clarificado é entdo descolorado antes de ser concentrado e

cristalizado. Os principais sistemas de descoloragéo séo:
e Por resinas de permuta iénica;
e Por carvdes adsorventes (em po ou granulados);

e Por oxidacao (peréxido de hidrogénio ou ozono).

O licor final é entdo concentrado em evaporadores de multiplo efeito
(normalmente dois efeitos). O licor obtido, licor concentrado, € entdo cristalizado

para se obter o acucar branco.

Para se obter o agucar branco o licor concentrado é normalmente cristalizado

em trés etapas (trés cozeduras).

As massas cozidas obtidas nestas cristalizacbes sdo centrifugadas em
centrifugas de alta velocidade onde os cristais de acuUcar sdo separados do xarope

mae da cristalizagéo.

O acucar saido das centrifugas, com uma humidade de cerca de 1,5%, € seco
em secadores com uma corrente de ar quente. O acucar seco € entdo condicionado
em silos para libertar a humidade ligada. Depois do condicionamento, o acucar é
peneirado e/ou classificado antes de ser comercializado a granel, em contentores de
1 tonelada, em sacos de 50 kg, em pacotes de 1 ou 2 kg, em saquetas ou noutra

forma. [3]



2.1.3 Monossacarideos

Os monossacarideos (oses) sdo os acucares simples, sendo geralmente
cristalinos, doces e solluveis em agua, de formula estrutural geral [CH,O],, sendo o
namero de carbonos superior a 2 (n > 2). Quimicamente estes compostos possuem
diversos grupos hidroxilo (-OH), podendo ser poli-hidroxialdeidos (aldoses) ou poli-
hidroxicetonas (cetoses), dependendo do grupo funcional que contém, aldeido ou

cetona, respectivamente.

Sao moléculas néo hidrolisaveis e redutoras (grupos aldeido e cetona podem
sofrer oxidacdo), sendo classificadas de acordo com o numero de atomos de
carbono. O gliceraldeido (aldotriose) e a di-hidroxiacetona (cetotriose) sdo o0s

monossacarideos mais pequenos com apenas 3 atomos de carbono (C3HeO3).

No entanto, as oses mais comuns e importantes nos seres vivos séao as aldo-
pentoses e as aldo-hexoses com 5 e 6 atomos de carbono, respectivamente. As
hexoses que se destacam pela sua importancia sdo a glicose e frutose, que
obedecem a formula de estrutura geral CgH1206 € sdo as principais fontes de energia
dos seres vivos. Estas biomoléculas séo ricas em energia, constituindo os principais
combustiveis celulares. O monossacarideo mais abundante é a glucose, que se

encontra presente no mel, uvas e outros frutos, assim como no sangue. [4]

2.1.3.1 Glucose

A glicose, glucose ou dextrose, um
monossacarideo, € o hidrato de carbono mais
importante na biologia. As células usam a glucose

como fonte de energia e intermediario metabalico. [5]

A glucose € um dos principais produtos da
fotossintese e inicia a respiragdo celular em
| Figura 2.1 — Estrutura da Glucose.
procariontes e eucariontes. E um cristal sélido de sabor
adocicado, de férmula molecular CgH12,0¢, encontrado na natureza na forma livre ou

combinada.

No metabolismo, a glucose € uma das principais fontes de energia e fornece 4

calorias de energia por grama. A glucose hidratada (como no soro glicosado) fornece
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3,4 calorias por grama. A sua degradacdo quimica durante o processo de respiracao
celular da origem a energia quimica (armazenada em moléculas de ATP -
aproximadamente 30 moléculas de ATP por moléculas de glucose), gas carbonico e

agua.

A (glicose contém seis atomos de carbono e um grupo aldeido e &,
consequentemente, referida como uma aldohexose. A molécula de glicose pode
existir numa forma de cadeia aberta (aciclica) e anel (ciclica). Em solu¢do aquosa as
duas formas estdo em equilibrio, e em pH 7 a forma ciclica € predominante. Como o
anel contém cinco atomos de carbono e um atomo de oxigénio, o que lembra a
estrutura do pirano, a forma ciclica da glucose também ¢é referida como
glucopiranose. Neste anel, cada carbono esta ligado a um grupo hidroxilo lateral
com excepcéao do quinto atomo, que se liga ao sexto atomo de carbono fora do anel,

formando um grupo CH,OH.

2.1.3.2 Frutose

Frutose, também conhecida como O RN
acucar das frutas, € um monossacarideo HO : OH
(CeH1206), com os carbonos dispostos em HO
anel. [6] HO OH

E também conhecida como levulose,
pois uma solucdo saturada é capaz de Figura 2.2 - Estrutura da Frutose.
transformar luz linearmente polarizada em luz circularmente polarizada, com rotacao
dptica para esquerda. E mais doce que a sacarose, que é o acucar refinado comum,

encontrado na cana-de-acUcar.

Como possui um grupo cetona como grupo caracteristico, a frutose €
considerada uma cetose. Como possui 6 carbonos, é considerada uma hexose. E,
portanto, uma cetohexose. Tem uma estrutura em anel pentagonal com dois grupos

hidroxi-metilo.

No organismo humano, a frutose é fosforilada a frutose-6-fosfato pela
hexocinase, seguindo, posteriormente, para a glicolise onde € metabolizada a ATP.

No figado, contudo, a frutose é transformada em gliceraldeido-3-fosfato e s6 depois
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entra na via glicolitica. Desta forma, entra depois do maior ponto de regulacédo da
actividade glicolitica, a reaccéo catalisada pela cinase da frutose fosforilada. Assim,
um consumo excessivo de frutose leva a uma saturacé@o da via glicolitica, o que leva
a formacao de elevadas quantidades de acetil-CoA o0 que aumenta a biossintese de

acidos gordos, provocando acumulacéo de gorduras no tecido adiposo.

A frutose e a glicose estdo fortemente presentes nas uvas, e sao a base
quimica do vinho. A accdo de leveduras sobre estes acucares (e nunca sobre

sacarose) faz a transformacéo dos acgucares em alcool etilico e gas carboénico.

Assim como a glucose, a frutose também se apresenta em duas formas:

cadeias abertas (aciclicas) e cadeias fechadas (hemiacetal).

Em solucdo aquosa, a forma tautomérica predominante €& a beta-D-

frutopiranose (73% a 20 °C), seguida da forma beta-D-frutofuranose (20%).

Em forma cristalina, a analise de raio X mostra que a forma adoptada é a

beta-D-frutopiranose. [7]

CH,0H OH 0
» —_
R OH \\a OH
/ H OH
HO——H 2 HO H OH
H—1—0H a-D-Fructofuranose
H——OH \
CH,OH CH;0H

H,0H H Of\ 0
D-Fructose H OH C\\a - OH
OH OH OH
OH

a-D-Fructopyranose

Figura 2.3 - Relagdo entre os isémeros da frutose em forma aciclica e ciclica (hemiacetal).

2.1.4 Dissacarideos

As moléculas de dissacarideo sao relativamente pequenas e solUveis em
agua, podendo alterar o equilibrio osmético das células. Sdo também a principal

forma de transporte dos hidratos de carbono.
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Exemplos de dissacarideos importantes e comuns sédo a sacarose, maltose e

a lactose.

2.1.4.1 Sacarose

E um dissacarideo formado

pela unido de uma molécula de CH,CH CH-OH

glicose e uma de frutose através de H A O H O H

uma lidacao glicosidica,. Encontra- OH H/&~g~-e\H HO

se em abundancia na cana-de- HO CH,OH
acucar, frutas e beterraba. [8] Figura 2.4 — Estrutura da Sacarose.

A sacarose, 0 acucar comum comercial, é hidrolisada com grande facilidade
por acidos diluidos, resultando de uma mistura equimolar de D-glicose e D-frutose,
que é levogira, porgue a frutose possui rotacao especifica negativa (-92,4°) mais alta
do que a rotacdo especifica positiva da glicose (+52,7°). A reaccdo é chamada de
inversao e é estritamente monomolecular, isto €, a fraccdo da sacarose presente,
cindida por unidade de tempo, € constante. Assim, a velocidade da reaccao depende

exclusivamente da concentragéo de sacarose.

A sacarose ndo € um acuUcar redutor. Isso significa que os dois grupos
redutores dos monossacarideos que a formam estdo envolvidos na ligacéao
glicosidica, ou seja, o atomo de carbono C; da glicose e C, da frutose devem

participar da ligagéo.

2.1.4.2 Maltose

A maltose é a principal substancia de OH
reserva da célula vegetal, é também a juncéo de 0
duas moléculas de glicose. Ao realizar a H(I)-IO QOH
digestdo o amido passa a ser primeiramente "o Oﬁ/
maltose e depois glicose. A maltose é "o HO on

Figura 2.5 — Estrutura da Maltose.
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encontrada em vegetais, e tem funcéo energética. [9]

2.1.4.3 Lactose

Lactose (galactose B-1,4 glucose) € um

tipo de glicidio que possui ligacdo glicosidica. OH H OH

E o agucar presente no leite e seus derivados. HO, O o

A lactose é formada por dois hidratos de ) O

carbono menores, chamados HO™ Y HOo' OH
monossacarideos, a glicose e a galactose, /‘ OH

HO

sendo, portanto, um dissacarideo. [10] Figura 2.6 — Estrutura da Lactose.

O leite humano contém de 6-8% de lactose e, o de vaca, de 4-6%.

E fracamente doce. As leveduras ndo a fermentam, mas podem ser

adaptadas para fazé-lo. Lactobacilos transformam a lactose em &cido lactico.

2.1.5 Acgucar no organismo

Juntamente com o oxigénio, 0s acglcares sao a principal fonte de energia da
células do corpo, indispensavel a todas as reac6es metabdlicas que fazem o corpo
funcionar. O acucar da cana é uma fonte de energia rapida, de utilizacdo imediata. O
consumo de acucar, em doses adequadas, também favorece a liberacdo de

substancias que produzem sensacao de bem estar. [11]

No entanto, o agUcar ndo usado pelo organismo sera armazenado no corpo,
criando depositos de gordura e aumentando o nivel de acucar no sangue. Por isso, 0
consumo excessivo do alimento esta relacionado ao aumento da obesidade, da
diabetes e da sindrome metabdlica, um conjunto de distdrbios que aumenta o risco

de doencas cardiacas.

Um ponto negativo do excesso de consumo de agucares € a sobrecarga no
pancreas para producdo de insulina, que mantém os niveis de glicose controlados

no sangue. Esta deficiéncia pode levar a diabetes tipo 2. O consumo exagerado de

1 A Loz~ ~ ~ . .
O péancreas € 6rgao responsavel pela produgéo de insulina.
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acucar pode contribuir para elevar o nivel de triglicéridos, gordura perigosa, que ao
se acumular pode obstruir as artérias. O resultado pode ser a maior probabilidade de

desenvolver doencas cardiovasculares.

A figura 2.7 mostra, esquematicamente, a regulacdo da concentracdo de

glicose no sangue, face a uma elevada ou a uma reduzida taxa de glicose.

Regulacao da concentracao de glicose no sangue

o T

. Absorcao de
/ Insaina glicose aumenta
/ mnascelufasdo Dy
organismo Tl
'b A taxa de glicose
= Ativacio das reduz ate atingir o

3 s "' 5
céludes beta do valor de referéncia.

pancreas ibera O figado absorve 'Ob?hmug para
insuling o sangue glicose e armazena em < ‘la@%, e
forma de gh(cgémo SAING Gaminal

Estimulo

Aumento ¢a taxa de
glicose no sangue (por
exemplo, 23p6s 3
mngestdo de limentos
ricos em carbosdratos)

Estimulo

» Remocdo da excesso
ée glicose no sangue

* Reducio da glicemia

Quebra de glicogénio
¢ liberagio de glicose 4
= Ativacio das células

para g sangue
- A taxa de glkose alfa do pincreas libers
Pl no sangue aumenta ib_-{ggg)n NoO Langue
até o valor de referéncia
O estimulo para a
Iberacao de glucagon dimings

igura 2. Regulacao da concentracao de glicose no sangue, face a uma elevada ou a uma red

glicose. Figura adaptada de [http://revistaescola.abril.com.br/ensino-medio].

15



2.2 Cromatografia

Devido a facilidade em efetuar a separacao, identificagcdo e quantificagao de
espécies quimicas, a cromatografia ocupa um lugar de destaque entre os métodos
analiticos modernos, podendo ser utilizada isoladamente ou em conjunto com outras

técnicas instrumentais de analise. [12]

Sendo a cromatografia um método fisico-quimico, ela fundamenta-se na
migracao diferencial dos componentes de uma mistura, o que ocorre devido a
diferentes interaccdes entre duas fases imisciveis, sendo uma fase fixa que tem uma
grande area superficial chamada fase estacionaria, e a outra um fluido que se move

atraves da fase estacionaria, designada por fase mével. [13, 14]

Atribuida ao botanico russo Mikhael Semenovich Tswett,
a descoberta da cromatografia como técnica analitica ocorreu
em 1906, quando este descreveu a sua experiéncia nha
separacdo dos componentes de extrato de folhas. Neste
estudo o botanico conseguiu separar pigmentos de
cloroplastos em folhas verdes de plantas, onde usou uma

coluna de vidro recheada com carbonato de céalcio como fase

estacionaria e éter de petroleo como fase movel, ocorrendo @ rgya 28 - Botanico
separacdo de componentes em faixas coloridas, este fato deu  usso Mikhael Semenovich
origem ao nome de cromatografia (chrom = cor e grafie = et

escrita) embora o processo ndo dependa da cor. Apesar de estudos semelhantes
terem sido desenvolvidos, Tswett foi 0 primeiro a compreender e interpretar este
processo como € aceite atualmente, utilizando o termo cromatografia para descrever

as zonas coloridas que se moviam dentro da coluna. [14]

A técnica cromatografica foi praticamente ignorada até a década de 30
quando foi redescoberta por Kuhn e Lederer que apefeicoaram a cromatografia em
coluna, separando e identificando as xantofilas da gema de ovo, utilizando uma
montagem semelhante a de Tswett, com carbonato de célcio como fase estacionaria
e éter de petroleo como fase mével. A partir dai a cromatografia foi aperfeicoada e,
em conjunto com 0s avangos tecnoldgicos, foi levada a um alto grau de sofisticacéao

que resultou no seu grande potencial de aplicacdo em muitas areas. [12, 13]
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2.2.1 Mecanismos de separag¢ao

A separacdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ocorrer por

particdo, absorgéo, troca ionica, fase ligada ou por exclusao.

Liquido-liquido ou particao

Com a finalidade de obter a separacdo de aminoacidos, Martin e Synge, em
1941 desenvolveram a cromatografia liquido-liquido (CLL), utilizando como fase
estacionaria agua em silica e como fase moével cloroférmio. Este método é
preferencialmente utilizado na separacdo de compostos ndo-ionicos, polares e que

apresentem baixo a moderado peso molecular. [15]

O método consiste de uma fase estacionaria liquida que por adsorcao fisica é
retida na superficie da coluna empacotada, geralmente com silica, e de uma fase
movel, também liquida, que passa sobre esta fase estacionaria sendo uma destas
polar e a outra apolar. A separacao baseia-se na solubilidade da amostra em relacéo
ao solvente (fase movel) e a fase estacionaria, sendo assim os componentes da
amostra que sao mais soluveis na fase moével sdo eluidos primeiro enquanto os que
tém maior afinidade com a fase estacionaria sdo selectivamente retidos por ela. [15,
16, 18]

A desvantagem da cromatografia liquido-liquido, que pode acarretar a
deterioracdo da coluna, é a solubilidade da fase estacionaria na fase movel,
ocasionando a nao reprodutibilidade nas separacgdes repetitivas. A fim de solucionar
este problema pode-se saturar a fase mével com a fase estacionaria através de uma
pré-coluna que contenha um percentual elevado da substancia que compde a
mesma, disposta antes do injector; ou também ligar a fase estacionaria

guimicamente ao material de suporte. [16]

A CLL pode ser dividida em cromatografia liquido-liquido normal (onde a fase
estacionaria é polar e a fase normal é apolar) e em cromatografia com fase reversa
(fase estacionaria apolar e fase movel polar). As fases moveis e estacionarias mais

utilizadas nestes métodos estéo descritas na tabela 2.1. [18]
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Tabela 2.1 - Fases méveis e estacionarias mais utilizadas na CLL

Fases estacionarias Fases moveis

Normal

o S Hidrocarbonetos saturados: hexano e
B, B’-oxidipropionitrila Carbowax

(400, 600, 750, etc.

Glicois (etileno, dietileno)

heptano; solventes arométicos: tolueno e
xileno; hidrocarbonetos saturados
misturados (até 10%) com dioxano, metanol,

Ciano-etil-silicone o _
etanol, cloroférmio, cloreto de metileno.

Fase reversa

Esqualano
Zipax-HCP

Ciano-etil-silicone

Agua e misturas  alcool-agua;

acetonitrilo e misturas acetonitrilo-agua

Cromatografia Liquida com Fase Ligada

Tendo por objectivo solucionar o problema da perda da fase estacionaria da
CLL surgiu a cromatografia liqguida com fase ligada (CLFL), na qual a fase
estacionéria esta quimicamente ligada a superficie de um suporte eliminando, assim,

o problema da solubilidade desta na fase movel. [16]

Nesta forma de cromatografia as fases monomeéricas e poliméricas ligam-se a
uma vasta gama de materiais de suporte. As fases ligadas s&do geralmente
preparadas por reaccdes de silanizacdo. Na superficie da silica que foi
completamente hidrolisada, por aquecimento com HCI 0,1M por um dia ou dois,
forma-se grupos silandis, estes grupos, posteriormente, irdo reagir com cloro-silanos
substituidos formando as fases estacionarias quimicamente ligadas (sendo cloro-

metil-silano amplamente utilizado), como pode ser visto na figura 2.9. [18]

CHs CHs

I I

Si—OH+ C|—-Si—R — Si—0O —Si — R+ HCI
| |
CH3 CH3

Figura 2.9 - Reaccéo de silaniza¢io de um cloro-silano substituido com silanol.
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De acordo com o grupo funcional que esta ligado ao radical R é que se
classifica quanto a fase normal, quando este é de natureza polar, e fase reversa
qgquando este é de natureza apolar. Na tabela 2.2 estdo descritas as principais
sustancias utilizadas como radical R tanto em fase normal como em fase reversa.
[15]

Tabela 2.2 - Principais radicais R utilizados nas fases estacionarias de cromatografia liquida com fase ligada

Fase normal Fase reversa
- C,H4CN (ciano) Cadeia Cg (- octil)
-C3HgOCH,CHOHCH,OH (diol) Cadeia C;3 (-octildecil)

-C3HgNH; (amina)

-C3HgN(CH3), (dimetilamina)

Os grupos silan6is que nao reagiram podem absorver moléculas polares,
levando a mudancas nas propriedades cromatograficas da fase ligada na
cromatografia com fase reversa, ja que esta apresenta a fase estacionaria apolar, ou
também pode ocorrer a formagdo de caudas nos picos cromatograficos,
particularmente com solutos basicos. Estes efeitos podem ser reduzidos pela
inactivacdo de grupos silandis que sao funcionalizados pela reaccdo com
trimetilcloro-silano, que em fung¢do do seu tamanho menor, tem a capacidade de se

ligarem a muitos grupos silandis. [18,15]

Liquido-sdlido ou adsor¢ao

Sendo introduzida inicialmente por Stwett no inicio do século XX, a
cromatografia liquido-solido (CLS) é a forma mais classica da cromatografia liquida e
devido a recentes adaptacdes tornou-se a mais importante técnica de separacdo dos
meétodos de HPLC. [15]

Este tipo de cromatografia baseia-se na competicdo entre as moléculas do

soluto e do solvente pelos sitios activos do adsorvente, estando relacionada com a

19



interaccao entre os grupos funcionais das particulas do suporte da fase estacionaria
e 0s grupos polares das moléculas do soluto. [19] Primeiramente uma molécula da
fase modvel passa a ser deslocada da superficie para que possa ser adsorvida pela
fase estacionaria, levando em consideracdo que esta possui uma superficie polar,
tera pouca afinidade com grupos apolares que nao seréo retidos por nédo terem sido

deslocados da fase movel. [16]

As fases estacionarias devem permitir a interaccdo diferencial com os
componentes da amostra a serem separadas. Os grupos que sao capazes de formar
pontes de hidrogénio serdo fortemente retidos pela superficie do adsorvente assim
como as moléculas polarizaveis que irdo apresentar a interac¢do dipolo dipolo-
induzido, portanto o grau de retencao depende da polarizacdo de cada molécula ou
grupo funcional, sendo que compostos que contém grupos funcionais polares serao
fortemente retidos pelo adsorvente polar e, portanto, eluidos por dltimo, enquanto

gue com 0s solutos apolares ocorrera o contrario. [15, 16, 19]

Geralmente usa-se como adsorvente, um solido activo com grande area
superficial, os mais comumente usados séo a silica e a alumina. Um aspecto que
deve ser considerado é que adsorventes muito activos podem adsorver
irreversivelmente o soluto sendo que a silica que é ligeiramente acida pode reter
fortemente solutos basicos e a alumina que € basica ndo deveria ser usada em

cromatografia de compostos sensiveis a bases. [18]

A escolha do solvente é de extrema importancia neste método devido ao facto
deste competir com 0 soluto pelos sitios activos do adsorvente, pois quanto mais
forte a interaccdo da fase movel com a estacionaria, menor a adsor¢ao do soluto. Os
solventes sdo classificados de acordo com sua série eluotropica, ou seja, a sua
capacidade de absorcdo, que sao utilizadas na escolha do melhor solvente a ser
utiizado para uma determinada separacdo. Este também deve ser puro, pois

impurezas podem afectar tanto a eficiéncia da coluna como a deteccao. [18]

Cromatografia por troca iénica
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A cromatografia por troca ionica € um método de absorcdo que se baseia na
interacgéo electrostatica entre o soluto e a fase estacionéria, buscando o equilibrio
de troca entre iBes em solucéo e i6es de mesmo sinal na superficie de um sélido que
deve ser insoluvel e de alto peso molecular. A amostra a ser separada € geralmente
uma solucdo aquosa contendo iGes organicos e inorganicos. Na superficie da fase
estacionaria catides e anifes sédo covalentemente ligados e ides sdo trocados com a
fase movel, separando assim os ifes que ndo interagem com a resina daqueles que

se ligam com os grupos carregados. [15, 19]

A fase estacionaria utilizada neste método, geralmente, € uma resina de
poliestireno entrecruzada com divinilbenzeno a qual sédo ligados os grupos iénicos.
As trocas podem ser catibnicas ou anionicas 0 que depende da natureza da fase
estacionéria. Os sitios activos mais comuns para as resinas permutadoras de catides
sdo o grupo acido sulfénico -SOsH*, um éacido forte, e o grupo acido carboxilico -
COO'H*, um &cido fraco. E para os trocadores de anides sdo 0s que contém grupos
amina terciarias -N(CHs);'OH", base forte, e aminas primarias —N*OH", base fraca.
Os grupos ionicos possuem contra-ibes que sado deslocados por idbes de carga
similar da fase movel. Nas trocas catidnicas, as resinas possuem sitios activos
negativos e contra-idbes com carga positiva, de forma que os catides da resina sejam
trocados pelos catides da amostra. Nas trocas aniénicas, ocorre o contrario, 0s sitios
activos da resina tém carga positiva e o contra-ido tem carga negativa permitindo a
troca destes com a fase mével. O esquema das trocas cationicas e anionicas pode

ser visualizado na figura 2.10. [15, 16, 19]

X + RY <= Y + R"'X (trocaanibnica)

X"+ RY" < Y 4+ RX (troca catiénica)

Figura 2.10 - Esquema de troca i6nica da Cromatografia por Troca Iénica

Através da alteracdo do pH ou aumento da troca ionica, que leva ao
enfraquecimento das interacc¢des electrostéticas, a fase movel deve ser modificada,

a fim de eluir o soluto da resina. [19]
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Geralmente os compostos que sdo separados por este método sdo acidos
carboxilicos, bases organicas, peptideos e aminoacidos, que podem ionizar-se em
solugdes com pH devidamente tamponado, bem como anides inorganicos e catides

metalicos ou complexos. [20]

Cromatografia por exclusao

Geralmente utilizada na separagéo de componentes de alto peso molecular, a
cromatografia por exclusédo (CE) baseia-se na separa¢édo de acordo com o tamanho
efectivo das moléculas. Este método é subdividido em cromatografia por filtragdo em
gel (GFC) e cromatografia com permeacdo em gel (GPC). A GFC é utilizada na
separacdo de espécies sollveis dgua (polares) sendo a fase estacionéria hidrofilica,
na GFC os solventes utilizados sdo organicos apolares e fases estacionarias
hidrofébicas, o que torna 0 método complementar, sendo que podem ser analisadas

substancias polares e apolares. [15, 18]

Pelo facto de ndo haver interac¢des fisicas ou quimicas entre o soluto e a
fase estacionaria, a CE difere dos demais métodos cromatograficos. O principal
mecanismo de retencdo das moléculas do soluto é a penetragdo diferenciada destas
no interior das particulas do gel. A coluna € empacotada com matéria inerte com
poros de tamanho controlado, ao entrar em contacto com a fase estacionaria as
moléculas pequenas ficam retidas no interior dos seus poros apresentando maior
tempo de retencdo e sendo eluidas mais lentamente pela fase mével, enquanto que
as moléculas maiores, que ndo conseguiram penetrar nos poros, sdo carregadas

pela fase movel, tendo, portanto, menor tempo de retencéo. [15, 16, 18]

Utiliza-se este método na separacdo de materiais organicos e inorganicos,
mas a sua maior utilidade é no estudo de biomoléculas ou de compostos com alto
grau de polimerizacdo. O material utilizado no empacotamento da coluna deve ter
estrutura rigida a fim de facilitar o empacotamento, e que sejam capazes de suportar
as pressdes elevadas da cromatografia liquida de alta eficiéncia. Geralmente o
empacotamento da coluna para este método é feito por polimeros e particulas de

silica, ambos com diametro de 5 a 10um. [15, 18]
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2.2.2 Tipos de cromatografia

A classificacdo dos métodos cromatograficos pode ser quanto ao mecanismo
de separacdo, quanto a técnica utilizada, e em relagdo ao tipo de fase utilizada. No
entanto, a classificagdo mais popular é a que leva em consideragdo o tipo de
superficie na qual ocorre a separacao (figura 2.10), sendo dividida em cromatografia

em coluna e cromatografia planar. [13]

Cromatografia

Planar Coluna

| | [
Camada Papel Liquida Fluido

fina Supercritico

Classica HPLC

Gasosa

Figura 2.10 — Diagrama resumo dos tipos de cromatografia.

2.2.21 Cromatografia planar
A separacao ocorre numa superficie plana, geralmente uma placa de vidro ou
metal, impregnado com a fase estaciondria ou entdo numa folha de papel embebida
com um solvente apropriado. Este método divide-se em cromatografia em camada

fina e cromatografia em papel. [13]

Cromatografia em camada fina

A cromatografia em camada fina € uma ferramenta para analises qualitativas
rapidas e extremamente efectiva e conveniente para esse propdsito. E também
conveniente para o isolamento de pequenas quantidades de fracgOes de misturas
complexas ou na purificagdo de substancias. A fase estacionaria é constituida de um

sélido finamente dividido que reveste um material de suporte rigido e inerte de modo
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que o processo de separacdo ocorre numa superficie plana, essencialmente

bidimensional, ao conjunto denomina-se placa de cromatografia.

A cromatografia desenvolve-se com a fase mdével migrando através da fase
estacionaria por accéo da capilaridade e a este processo chama-se corrida. Como a
amostra interage com a fase movel e a fase estacionaria, a medida, que o solvente
vai ascendendo na placa a amostra vai sendo arrastada pelo solvente numa
velocidade que depende da atraccdo do soluto pela fase estacionaria. Assim,
diferentes solutos com diferentes interaccbes com a fase estacionaria seriam
arrastados a velocidades diferentes e, a partir de uma Unica mancha seria obtido um

cromatograma com varias manchas, tantas quanto os componentes de mistura. [21]

A separagéo consiste no deslocamento diferencial sobre uma camada fina de
adsorvente retido sobre uma superficie plana. O processo de separacao
fundamenta-se na adsorcéo, mas quando sao utilizadas fases estacionarias tratadas
pode ocorrer particdo ou troca ionica, podendo entdo ser utlizada tanto na
separacao de substancias hidrofébicas como hidrofilicas. [22]

Cromatografia em papel

Classificada como cromatografia de particdo liquido-liquido, na qual a
separacdo dos componentes esta relacionada com as diferentes solubilidades
relativas destes componentes nas fases moveis e estacionaria. Os componentes que
tém maior solubilidade na fase estacionaria sdo selectivamente retidos e
movimentam-se mais lentamente ao longo do papel, enquanto que os componentes

com maior solubilidade na fase mével movem-se mais rapidamente. [23]

E um método de separacéo em funcéo do deslocamento diferencial de solutos
arrastados por uma fase moével, sendo retirados selectivamente por uma fase
estacionaria liquida, na cromatografia com fase normal. Uma mancha de amostra é
depositada perto da base de um pedaco de papel filtro e este € colocado numa
camara de desenvolvimento. O solvente migra por capilaridade e os componentes

movem-se a diferentes velocidades. [21]

Esta técnica utiliza pequena quantidade de amostra, tem boa capacidade de
resolucdo e é preferencialmente aplicada na separacdo e identificacdo de
componentes polares. [23]
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2.2.2.2 Cromatografia em coluna

A separacédo ocorre no interior de um tubo de vidro ou metal. De acordo com
o estado fisico da fase movel distingue-se a cromatografia gasosa, a cromatografia

de fluido supercritico ecromatografia liquida. [13]

Embora nas demais modalidades a unidade de separagdo possa ser
preparada pelo usuério para fins de pesquisa ou reducdo de custos, ndo é pratica
aconselhavel para aqueles que desejam executar experiéncias reprodutiveis. Nestes
casos, produtos comerciais produzidos em série apresentam maior homogeneidade,

0 que se traduz em maior confiabilidade nos resultados.

Cromatografia gasosa

Neste método a fase estacionaria pode ser sélida, com uma grande area
superficial, ou liquida, onde uma pelicula delgada liquida recobre um solido inerte; e
a fase mével é um gas denominado gas de arraste, sendo este inerte tem a
finalidade de transportar as moléculas a serem separadas. Assim, uma corrente de
gas elui continuamente pela coluna e quando a amostra € vaporizada ela introduz-se

nesta corrente sendo arrastada através da coluna. [13, 24]

Cromatografia com fluido supercritico (CSC)

Neste método um gas ou um liquido no estado supercritico € utilizado como
fase movel, possuindo propriedades do solvente que se situam entre as de um
liquido e de um gas. Existe uma pressdo na qual o liquido e o vapor estdo como
fases separadas, acima do ponto critico, independente da presséo, existird apenas
uma fase que € chamada de fluido supercritico. Quando comparada com a
cromatografia liquida este método proporciona um aumento na resolugdo e na
velocidade, pois o coeficiente de difusdo do soluto € maior em fluidos supercriticos.
Em relacdo a cromatografia gasosa este tem menor resolucdo e velocidade, mas é

capaz de dissolver solutos néo-volateis. [13, 25]
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Cromatografia liquida

A fase estacionaria utilizada neste método, como na cromatografia gasosa,
pode ser um solido ou um liquido e como fase mavel utiliza-se um liquido no qual o
soluto esta dissolvido, assim, enquanto a fase movel elui sobre a fase estacionaria
0s solutos sédo separados de acordo com a interacdo destes com as fases, sendo
eluido primeiro os que tém maior afinidade com a fase mdvel e posteriomente os que
tém maior afinidade com a fase estacionaria. A cromatografia liquida pode ser
dividida em:

Cromatografia liquida classica (CLC): este método utiliza colunas
com diametros relativamente grandes, empacotadas com fases estacionarias
finamente divididas, pelas quais passam as fases moveis sob acdo da
gravidade. Separa misturas bastante complexas, porém é demorada e
necessita que seja feito exame quimico ou espectroscépico das fracGes

colhidas.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC): Utiliza colunas
fechadas que contém particulas muito finas que proporcionam separacdes
muito eficientes, séo utilizadas altas pressdes para forcar a passagem do

solvente e assim diminuir o tempo da analise.

2.2.3 HPLC

Sendo um dos mais novos e mais importantes membros das técnicas de
separacdo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia tem aplicacdo indispensavel em
varios laboratérios. Ela utiliza equipamentos muito sofisticados que podem ser

totalmente automatizados.

Neste método sdo utilizadas pequenas colunas, nas quais uma fase mével
liquida elui sobre a fase estacionaria que esta em seu interior. Emprega-se alta
pressdo na separacdo dos componentes da amostra de forma a ser capaz de

completar a analise em alguns minutos. [16, 26]
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Inicialmente a cromatografia liquida utilizava colunas de vidro com diametro
de 1 a 5 cm e comprimento de 50 a 500 cm, sendo o didmetro das particulas das
fases estacionarias solidas geralmente entre 150 a 200um, nestas condi¢oes o fluxo
era muito baixo, da ordem de alguns décimos de milimetros por minuto, tornando os
tempos de separacdo muito longos. Na tentativa de acelerar o processo foi utilizado
bombeamento e aplicadas bombas de vacuo, o que néo foi eficiente, pois 0 aumento
do escoamento fazia com que aumentasse também a altura dos pratos teoricos.
Alguns cientistas ja haviam percebido, no inicio do desenvolvimento da
cromatografia, que a diminuicdo das particulas da fase estacionaria poderia
aumentar a eficiéncia da coluna, mas somente nos anos 60 foi possivel rechear as
colunas com particulas pequenas, necessarias para aumentar a resolucdo, e
também, adquirir equipamentos que funcionam a alta pressdo, 0 que € necessario

para uma boa velocidade de eluicdo. [15, 16]

O avanco consideravel da cromatografia liquida deu-se por volta de meados
dos anos 60, sendo o primeiro cromatografo liquido de uso pratico construido em
1964 por Csaka Horvath na Universidade de Yale. Este operava em pressfes de até
1000psi (6897kPa ou 6897bar), com fase movel em agua tamponada passando por
colunas de 1mm de didmetro interno e com detector de espectrometro de

ultravioleta. As primeiras misturas separadas continham &cidos nucleicos. [18]

Diferencas entre a CLC e a HPLC

A cromatografia liquida classica utiliza-se de um equipamento barato no qual
0 empacotamento da coluna € descartado, pois parte da amostra pode se adsorver
de forma irreversivel; a coluna deve ser cheia a cada separacdo acarretando
desperdicio de material e de mao-de-obra. O analista deve ser experiente e a
eluicdo é feita pela accao da gravidade tornando o processo moroso. A quantificacédo
e deteccdo séo feitas pela analise manual das frac¢des individuais, 0 que requer
muito tempo devido ao grande numero de frac¢des colhidas, também pode ser
usada alguma técnica que auxilie neste processo, como, espectrofotometria, analise
guimica ou registo gravimétrico, e os resultados sao registrados em forma de
cromatograma, um grafico da concentracédo da amostra versus o nimero da fraccao.

Estas etapas podem ser vistas na figura 2.11. [16, 26]
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Figura 2.11 - Etapas da cromatografia liquida classica

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (figura 2.12) o circuito é fechado,
podendo ser utilizada inUmeras vezes. As colunas utilizadas séo bastante eficientes,
mas oferecem resisténcia a vazdo da fase mével necessitando a aplicacdo de
sistemas de bombas de alta presséo, que fazem com que a velocidade da eluicdo
aumente. As andlises sdo mais precisas, pois a vazdo da fase mével é facilmente
controlada. A injeccéo é feita com microsseringas ou através de valvulas de injeccao
e podem ser utilizados diversos tipos de detectores. Este método ndo necessita de
tanta experiéncia do operador, tem alta resolucdo, sensibilidade e reprodutibilidade,
mas dispde de equipamentos caros e de alto custo de manutencao e operacéo. [16,
19]
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Figura 2.12 - Etapas da cromatografia liquida de alta eficiéncia

Comparacao da CG com a HPLC

Na cromatografia gasosa as amostras devem ser volateis, para que possam
passar pela coluna na forma de vapor, e termicamente estaveis, a fim de que nao se
decomponham nas condicfes da separacdo. Isso faz com que somente gases e

cerca de 20% dos compostos organicos possam ser analisados por este método
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sem que suas estruturas sejam modificadas para aumentar a sua volatilidade. A

amostra ndo deve interagir com a fase mével, é por este motivo que a fase mével é

um gas inerte tendo como funcdo somente carregar a amostra volatilizada. Neste

meétodo os equipamentos sdo mais baratos e o tempo de analise é reduzido. [16, 19,

26]

Na HPLC as amostras ndo precisam ser volateis nem termicamente estaveis,

basta que sejam sollveis na fase movel, por isso tem uma maior aplicacdo. A

amostra interage com as duas fases, o que faz com que tenha maior variedade de

mecanismos de separacdo, enquanto que na CG a amostra so interage com a fase

estacionaria. Este método possui maior versatilidade, pois pode ocorrer a variagao

tanto na fase movel como na fase estacionaria, o que ndo ocorre na CG, pois a fase

movel € sempre um gas inerte. As principais caracteristicas de ambos os métodos

estdo descritas na tabela 2.3. [19, 26]

Tabela 2.3 - Principais caracteristicas da CG e HPLC

Parametros
Fase movel
Fase estacionaria
Tamanho da coluna
Fase do composto
- Injectado
- Detectado
Temperatura da coluna
Identificacdo dos sinais
cromatograficos
Quantidade minima

detectavel

Detectores mais usados

Pratos tedricos por coluna

CG
Gas inerte
Liquida ou solida
1,0a100,0m

Gas ou liquido
Gas
100 a 300°C

Tempo de retencao

10'12g
lonizagcdo em chama
ou captura de
electrdes
2.000 a 3000.000

HPLC
Liquida
Liquida ou solida

Menor que 30,0cm

Liquido
Liquido

De ambiente a 65°C

Tempo de retencgéo

10°g

Absorbancia do UV-
VIS

500 a 25.000
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2.2.3.1 Fases

Em HPLC pode-se distinguir fase mével e fase estacionaria. De seguida

procede-se a classificacdo de cada uma das fases mencionada.
Fases Moveis

Para que um solvente possa ser utilizado como fase mével na HPLC este
deve apresentar alto grau de pureza ou ser de facil purificacdo. Deve dissolver a
amostra sem decompor 0s seus componentes, para que estes sejam transportados
pela coluna sem que haja modificagdo. Nao deve dissolver a fase estacionéaria e

deve ser compativel com o detector.

A fase movel deve ter baixa viscosidade, pois isso ira interferir directamente
na eficiéncia da separacdo, devido ao facto de solventes viscosos além de
dificultarem a transferéncia de massa entre a fase movel e a fase estaciondria,

também influenciarem na intensidade da vazao. [16]

Se durante a separacdo for utilizado um Unico solvente de composicao
constante a eluicdo é chamada de isocratica. Mas algumas amostras que Sao
formadas de componentes que necessitam de uma separagao por gradiente, para
que esta seja mais eficiente, requerem mudanca na composicdo da fase movel
durante a andlise, com a varia¢do da proporcdo entre 0s solventes, que geralmente
diferem entre si na polaridade. A separacdo por gradiente tem as vantagens de
reduzir o tempo de analise, aumentar a resolugdo e reproduzir sinais
cromatograficos mais finos e mais simétricos. Mas também apresenta as
desvantagens de aumentar o custo (ja que necessita de bomba com misturador),
nao ser compativel com todos os detectores (como por exemplo, com o detector de
indice de refracgdo), ter menor estabilidade da linha de base pela variagdo da fase
moével e também pode degenerar a coluna, sendo necesséario fazer a sua
regeneracao, pois a mudanca na forca da fase movel, no inicio e no final da

cromatografia, é elevada. [15, 26]

Uma fase movel adequada € indispensavel para a HPLC, por isso é
necessario examinar factores que determinam a sua escolha, como a polaridade
desta, que determina seu poder de eluicdo juntamente com a polaridade da fase
estacionaria e com a natureza dos componentes da amostra. Se a separacdo for

com fase normal, o poder de eluicdo aumenta com o aumento da polaridade, se a
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separacao for em fase reversa, o poder de eluicdo diminui com o aumento da
polaridade. Outros factores que também devem ser considerados sdo o ponto de
ebulicdo, a viscosidade, a compatibilidade com o detector e a toxicidade. [18]

Fases Estacionarias

As fases estacionarias a serem utilizadas na HPLC devem ter alta resolugéo
entre os componentes da amostra, devem ser de facil introducdo na coluna, ter

didmetro uniforme e particulas porosas ou peliculares. [16, 26]

As particulas da fase estacionaria podem ser classificadas quanto ao seu
tamanho em: macroparticulas (quando apresentam diametro entre 20 e 40um)
intermediarias (quando tem entre 20 e 10um) e microparticulas (de 3 a 10um).
Quanto menor for a particula, maior sera a eficiéncia da separagdo, melhorando
assim o processo de difusdo das moléculas da amostra dentro e fora das patrticulas,
pois particulas menores reduzem a distancia de contacto do soluto com as fases
estacionaria e movel, facilitando o equilibrio e, consequentemente, melhorando a

eficiéncia da coluna.

Elas podem ser de formato esférico, também chamado de regular, e de
formato irregular, sendo que as regulares sdo mais eficientes por oferecerem um
enchimento mais uniforme e mais reprodutivel da coluna e por esse motivo sdo mais
caras. [19, 26]

De acordo com a natureza das fases movel e estacionaria pode-se classificar

0 processo como: cromatografia em fase normal e cromatografia em fase reversa:

e Cromatografia em fase normal: neste método a fase estacionaria
utilizada é polar e a fase movel é apolar, em relacdo a eluicdo, os
solutos mais apolares sdo eluidos primeiramente, enquanto que 0s
polares sao retidos pela fase estacionaria e sédo eluidos por ultimo.
[18]

e Cromatografia com fase reversa (FR): a fase estacionaria é apolar
e a fase modvel polar, portanto os compostos polares séo eluidos

primeiro e os mais apolares eluidos posteriormente. [18]
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Sendo o material mais utilizado como empacotamento de colunas a silica, que
consiste principalmente em diéxido de silicio (SiO,) com o &tomo de silicio no centro
de um tetraedro, sendo a valéncia remanescente na superficie ocupada por um
hidroxilo (-OH) (figura 2.13). Esta ndo deve ser utilizada em pH acima de 8,0, pois
isso acarretaria a sua dissolucdo. Entéo, para a cromatografia de compostos basicos
com pH entre 8,0 e 12,0 recomenda-se o0 uso de compostos poliméricos como
poliestireno, ligado covalentemente a fase estacionaria. [19, 25]

Grupos silanol vizinhos, associados por ligagGes de hidrogénio

HO L Ligagdes

/ ’/// siloxano
Grupos OH /
/
o

silanol
isolados \

/ & %
\O\S{/ /

OH ~TT—0—S8i—O0

OH OH

geminais

Figura 2.13 - Estrutura esquematica da silica gel.

Uma superficie de silica tem cerca de 8umol de grupos silanol (Si-OH) por
metro quadrado, em pH entre 2,0 e 3,0 estes encontram-se completamente
protonados e numa ampla faixa de pH acima de 3,0 dissociam-se em Si-O’, que se
ficarem expostos podem reter fortemente bases protonadas (como RNH3"),

provocando a formacédo de caudas nos sinais cromatograficos. [25]

A silica sozinha pode ser usada como fase estacionaria para a cromatografia
de adsorcao, ja para sua utilizacdo na cromatografia de particdo esta deve estar
guimicamente ligada, na qual dependendo do radical R esta pode ser utilizada como
fase normal ou fase reversa. A fase estacionaria de octadecil (C1g) é a mais utilizada
na cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo representada por ODS
(octadecilsilano). [25] Alguns tipos de fases estacionarias para HPLC estdo descritos

na tabela 2.4.
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Tabela 2.4 - Tipos de fases estacionérias para HPLC

Descricao

Octadecil (Cqg)

Octil (Cg)

Etil (Cy)

Metil (C,)

Fenil (PH)

Cicloexano (CH)

Cianopropil (CN)

Diol (2 OH)

Silica (Si)

Acido Carboxilico (CBA)

Acido Propilsulfonico (PRS)
Acido Benzenossulfonico (SCX)
Aminopropil (NHz)

Amina Priméria/Secundaria (PSA)
Dietilaminopropil (DEA)

Amina Quaternaria (SAX)

Acido Fenilboronico (PBA)

Polaridade/ interaccéo
Altamente apolar
Moderadamente apolar
Fracamente apolar
Fracamente apolar
Moderadamente apolar
Moderadamente apolar
Moderadamente apolar/polar
Polar

Polar

Troca cationica fraca
Troca cationica forte
Troca cationica forte
Troca anionica fraca/polar
Troca anionica fraca/polar
Troca anibnica fraca/polar
Troca anionica forte

Covalente

Como fase estacionaria, além da silica, podem ser utilizados sélidos semi-
rigidos, que geralmente sdo constituidos de particulas porosas de poliestireno
entrecruzado com divinilbenzeno. Estes podem ser usados em HPLC por exclusao
com fase movel organica e ainda sdo muito utilizados na cromatografia por troca

iGnica. [20]

Na cromatografia liquido-sélido pode ser utilizada a alumina, além da silica,
podendo esta também ser utilizada na cromatografia liquido-liquido, assim como o
vidro de porosidade controlada, carbono grafitizado, titanio, zirconio e silica

recoberta com zircénio.
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2.2.3.2 Detectores

Tendo como funcdo monitorizar o fluxo da fase mével na saida da coluna, o
detector mede de forma continua propriedades fisicas ou fisico-quimicas da
amostra, ou da solucdo que a contém enviando um sinal para registo que é,
geralmente, directamente proporcional a concentracdo do componente na amostra.

O detector ideal € aquele que apresenta as seguintes caracteristicas:

o Possuir alta sensibilidade para detectar pequenas quantidades

de amostra;

o Ser estavel e insensivel a variagdes de temperatura e de fluxo,

no caso de eluicdes com gradiente;

o O sinal deve manter uma relacao linear com a concentragdo da

amostra;
o Deve efectuar uma leitura continua; [20, 27]
Os detectores dividem-se em duas grandes classes:

o Detectores de propriedades macroscopicas, que sao aqueles
que medem as alteracdes de propriedades fisicas provocadas pelo soluto na

fase movel;

o Detectores de propriedades do soluto, que sao aqueles que
respondem a uma dada propriedade quimica ou fisica do soluto e séo,

idealmente, independentes da fase movel.

Os tipos de detectores estdo descritos na tabela 2.5. Em HPLC os detectores
mais utilizados sao os espectrofotométricos (UV ou fluorescéncia), condutométricos

e refractométricos. [18, 28]
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Tabela 2.5 — Detectores utilizados em HPLC

Detector Limite de Gradiente Aplicacao

deteccéao (ng)

Ultravioleta 0,1-1 Sim Selectivo
indice de refraccéo 100-1000 N&o Universal
Espalhamento de luz 0,1-1 Sim Alta massa molar
Electroquimico 0,01-1 N&o Selectivo
Fluorescéncia 0,0001-0,01 Sim Selectivo
Espectrometria de massas 0,1-1 Sim Universal
Infravermelho com 1000 Sim Selectivo

transformada de Fourier

2.2.4 Identificacao e quantificacao

A identificacdo dos componentes de uma amostra é feita através da
comparacao dos cromatogramas obtidos com padrdes.

Nestes padrées o0 componente em questdo é eluido nas mesmas condi¢cdes
da amostra a ser analisada, tendo a formacdo de um pico num determinado tempo
chamado de tempo de retencdo, sendo assim os componentes sao identificados
pelo tempo de retengdo. Os cromatogramas sdo graficos do tempo em minutos pela

resposta do detector.

Os padrbes sao obtidos comercialmente e sédo analisados em diferentes
concentragcdes, formando assim uma curva de calibracdo. Esta trata-se de um
grafico da concentracdo do componente pela area do pico obtido. Através desta
pode-se quantificar os componentes da amostra quando se obtém a area dos sinais

cromatograficos.
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2.3 Quantificacdao de hidratos de carbono

Para se estimar o teor de acucares redutores e acgucares redutores totais em
alimentos, existem varios métodos quimicos nao selectivos que fornecem resultados,
com elevado grau de confiabilidade, quando utilizados correctamente apdés

eliminacao de interferentes.

Os métodos quimicos classicos conhecidos para a analise de acuUcares
redutores sdo na sua maioria fundamentados na reducao de ides cobre em solugdes
alcalinas (solucdo de Fehling), mas também existem métodos fundamentados na
desidratacdo dos acucares, por uso de acidos concentrados, com posterior
coloracdo com compostos organicos, além da simples reducdo de compostos
organicos, formando outros compostos de coloragdo mensuravel na regido do
visivel. [29]

2.3.1 Variantes

Entre os varios métodos quantitativos disponiveis para determinacdo de
acUcares totais e de acUcares redutores estdo: Musson-Walker; Lane-Eynon;
Somogy e Nelson; métodos cromatogréaficos e métodos épticos. [29]

O método Musson-Walker fundamenta-se na quantificacdo do precipitado de
oxido cuproso formado apds a reducdo de iGes cobre bivalentes, em meio basico,

pelos acgucares redutores (glicose e frutose). [30]

No método Lane-Eynon os iBes cupricos da solucéo de Fehling sdo reduzidos
guantitativamente, sob ebulicdo, a Oxido cuproso por titulacdo com solucdo de
acucar redutor. O ponto final é alcancado quando um pequeno excesso do agucar

redutor descolora o azul-de-metileno.

No meéetodo de Somogy e Nelson a glicose desproteinada da amostra reduz
sal de cobre, em meio alcalino e a quente. A forma reduzida do sal de cobre actua
sobre o reactivo molibdico determinando o aparecimento da cor azul, cuja
intensidade é proporcional ao teor de glicose da amostra. Sob a accdo do calor, os
acucares redutores decompdem-se parcialmente em fragmentos oxidaveis pelo

hidréxido cuaprico, resultando em &acido oxalico, malonico, etc. Nesta reac¢do o
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hidroxido cuprico (azul) reduz-se a hidroxido cuproso (amarelo). Continuando o
aquecimento, o hidroxido cuproso perde uma molécula de agua, transformando em
oxido cuproso (vermelho). O 6xido cuproso assim formado vai reduzir o reactivo
molibdico dando o 6xido de molibdénio (Mo3Og) de coloracdo azul, cuja intensidade

€ proporcional a quantidade de glicose existente na amostra. [30]

No trabalho posteriormente descrito recorreu-se a métodos cromatograficos
como meio de separacdo dos mono e dissacarideos, e a métodos Oopticos,
nomeadamente ao indice de refraccdo, como meio de identificacdo e quantificacao

dos acucares.

2.3.2 Equipamento

A instrumentacdo basica de um cromatoégrafo liquido consiste nos seguintes
componentes (figura 2.14): Reservatorio do solvente, bomba de alta pressao,
misturador de solventes, injetor, microsseringas, loop, coluna, detector, coletor de

solvente, registador e sistema computadorizado para colheita de dados. [19]

Colector de
solvente

A A

Reservatério Coluna
do solvente

Microsseringa \

) Sistema
computadorizado de
_colector de dados

(I =

Registo

Bomba de
alta presséo
Figura 2.14 - Esquema do cromatografo liquido.

Sistema de abastecimento da fase movel

O abastecimento da fase movel é equipado com um ou mais reservatorios
gue podem ser de vidro (o proprio recipiente do solvente), de plastico (desde que

este seja inerte), ou de aco inoxidavel, sendo que este ndo é apropriado para fases
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moveis tamponadas em pH baixo, pois podera ocorrer a corrosao do recipiente. [15,
26, 31]

Fases moveis como a agua e outros solventes polares tém tendéncia em
dissolverem gases como oxigénio e nitrogénio e, se estes gases forem libertados
dentro do equipamento, podem formar bolhas na coluna e, no sistema de deteccéo,
estas bolhas podem causar o alargamento da banda e interferir na eficiéncia do
detector. Por este motivo, os solventes devem ser desgaseificados, o que pode ser
feito através de sistemas de bomba de vacuo, de sistemas de destilacdo, de
dispositivos de aquecimento e agitacdo do solvente, sob a acdo de ultra-som e
também através do sistema de borbulhamento que geralmente é feito com gas hélio,
por ser um gas inerte e de baixa solubilidade. [15, 31, 32]

Alguns sistemas contem também filtros com a finalidade de impedir que a
poeira e particulas no solvente causem danos no sistema de bombeamento e de
injecdo e entupimento da coluna. Nao necessariamente os desgaseificadores e
filtros devem fazer parte do equipamento, um método bastante eficiente é passar os
solventes em filtros “milipore” sob vacuo, antes de introduzi-los no recipiente, o que

ocasiona a remocao dos gases e materiais em suspensao. [15, 16]

Programadores de fase mdvel

Quando se utiliza a eluicdo por gradiente é necessaria a mudanca ha
composicdo da fase moével, que é feita por programadores de fase mébvel. Os
solventes utilizados apresentam diferentes polaridades variando a percentagem
destes em mistura binaria, ternaria ou quaternaria, aumentando a forca
cromatografica da fase mével, fazendo assim, com que os sinais cromatograficos
retidos eluam mais rapidamente. Também podem ser utilizados em misturas
isocraticas, em que a fase movel apesar de ter uma concentragdo continua, é
formada por mais de um solvente. Para que a programacdo seja automatica séo
utilizados microcomputadores. Existem dois tipos de programadores: a baixa e a alta

pressao. [20]

Nos programadores de baixa pressao (figura 2.15) os reservatérios de
solventes estdo dispostos em ordem crescente de polaridade e os solventes sao

misturados antes da bomba. O gradiente faz-se através de uma valvula ligada ao
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reservatorio do solvente, sendo que esta € programada para ficar aberta até que
saia 0 volume desejado dos solventes, que serdo misturados a pressao atmosférica
numa camara com agitacdo magneética, posteriormente sdo enviados a uma bomba

de alta presséo, passando pelo injector, coluna e detector. [20]

Controlador

do sistema R
Camara de

mistura
;:I '

3— , — Injector
Vélvulas Bomba de
) K ) I\ alta presséo
(i |

Reservatorio
do solvente

Figura 2.15 - Programador de fase mével a baixa pressédo

Nos programadores de alta pressdo (figura 2.16) diferentes solventes
alimentam diferentes bombas. A vazdo de cada bomba é modificada para produzir
0S mais variados tipos de gradientes. Os solventes séo liberados pelas bombas
estando estes a alta presséo e vao para uma camara de pequeno volume onde séao
misturados por agitagdo magnética, sendo encaminhados posteriormente ao injector,

coluna e detector. [20]

Controlador
do sistema

Injector

i

Camara de
mistura

P A

Bomba de
alta presséo

[ i

Reservatério
do solvente

Figura 2.16 - Programador de fase mével a alta presséo

Sistema de bombeamento

Devido ao facto de trabalhar com colunas de particulas muito reduzidas, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia necessita que o fluxo da fase movel seja
constante e a alta pressdo o0 que se consegue através de um sistema de
bombeamento eficaz. A utilizacdo de alta presséo é necessaria, pois as particulas
exercem alta resisténcia ao fluxo da fase movel e, se ndo fosse utilizada, a analise
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seria muito lenta. O fluxo deve ser constante para garantir a reprodutibilidade,
sensibilidade e resolucédo da andlise. Utiliza-se também o sistema de bombeamento
para fazer gradiente de eluicdo quando os compostos apresentam factor de

separacao muito préximo. [26]

Alguns aspectos importantes para o sistema de bombeamento sdo: pressao
méxima de 600bars, vazdo continua, intervalos de vazédo de 0,1 a 1mL/min,

reprodutibilidade e constancia da vaz&o de 1%. [16]

Tendo em consideracdo o desempenho e caracteristicas de funcionamento,

existem basicamente dois tipos de bombas, as pneumaticas e as mecanicas. [16]

Bombas pneumaticas

Neste tipo de bombas um gas inerte exerce uma pressdo deslocando o
liguido de forma continua, a pressao pode ser directamente sobre o liquido ou sobre
um recipiente onde o mesmo esta contido. Estas bombas sdo baratas e fornecem
um fluxo que néo é sujeito a pulsacdes, sendo que o fluxo total depende do fluxo do
gas e a pressao depende do gas usado e do recipiente. Ela pode ser vista na figura
2.17. [27]

Para a
coluna

Anel ———— Reservatério
Hermético — da fase moével

Figura 2.17 - Bomba pneumatica.

Bombas mecanicas

As bombas mecéanicas podem ser divididas em bombas reciprocas e bombas

tipo seringa:

e Bombas reciprocas: Consiste de uma pequena camara na qual o solvente é

bombeado pelo deslocamento de um pistdo controlado por um motor, desloca
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fluxos de volume constante, porém de forma descontinua, ou seja, em pulsos.

Esse tipo de bomba pode ser visto na figura 2.18. [15, 27]

Para a
coluna

Anel
Hermético

Valvulas
unidireccionais

Do
reservatorio

Figura 2.18 - Bomba reciproca.

e Bombas do tipo seringa: Também chamadas de bombas de deslocamento
continuo (figura 2.19), estas bombas sdo formadas por um pistdo que se
move por accdo de um mecanismo de rosca, sustentado por um motor, o
fluxo é continuo e sem pulsacbes, porém tem capacidade total limitada,
devendo parar para o enchimento apos o fornecimento de uma quantidade

relativamente baixa de solvente. [15, 32]

Para a coluna

I

Reservatério —
da fase moével

Anel
Hermético

Motor

q D=

Figura 2.19 - Bomba do tipo seringa.

Medidores e controladores de pressao

Problemas no equipamento, como entupimentos ou vazamentos, podem ser

diagnosticados pelos monitores de pressao, que também podem ser utilizados para
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aperfeicoar a separacao. Podem ser utilizados dois tipos de medidores de pressao:

Bourbon ou diafragma (figura 2.20) e transdutor de presséo (figura 2.21).

e Bourbon ou diafragma: no qual um tubo de aco inoxidavel flexivel
preenchido com um liquido viscoso a baixa pressdo, se expande com 0
aumento da pressao da fase mével que vai da bomba para a coluna, essa

expansao desloca o ponteiro acusando o aumento da pressao.

Contato de segurancga

Motor da Vi
bomba
< Abertura
% para limpeza
]
Bomba —» Coluna

Figura 2.20 - Medidor de pressao Bourbon

e Transdutor de pressdo: Ao ir da bomba para a coluna a fase movel exerce
uma pressao numa membrana, que é sentida no transdutor convertendo a

pressdo em corrente eléctrica, cujo valor € medido.

Para a coluna Para a coluna

. 3

Transdutor

Amplificador \

1A N
T Diafragma ‘T

Da bomba Da bomba

Figura 2.21 - Medidor de presséo do tipo transdutor de pressao.

Mostrador digital

Sistema de injeccao da amostra

Para se obter uma boa eficiéncia em analises cromatograficas, um factor
muito importante a se considerar € a maneira como se introduz a amostra na coluna.
A injeccd@o deve ser reprodutivel e ter grandes variedades de volumes, assim como
nao deve introduzir bolhas. Esta parte do instrumento necessita de um cuidadoso

desenho, pois devem resistir a altas pressdes e as suas cavidades devem ser
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completamente lavadas pela fase moével. Sdo duas as formas de injeccdo da
amostra: com microsseringas e com valvula rotatéria, sendo esta de injeccao
automatica. [20, 27]

O injector do tipo seringa apresenta a vantagem de ser mais barato, porém é
de baixa reprodutibilidade e necessita de um septo para evitar o retorno da amostra
e do émbolo para fora do injector. O sistema de injeccdo mais utilizado € o da
vélvula rotatoria, pois além de ser reprodutivel, elimina o problema de retorno da
amostra. Neste sistema o0 volume injectado ndo necessita ser preciso, pois a valvula
rotativa tem um capilar de amostragem de volume fixo (loop) capaz de seleccionar
volumes de 1 a 100 pL de amostra, sendo o excesso levado para fora do
equipamento. Na figura 2.22 pode ser visualizado o método de injec¢cdo da amostra
com a valvula rotatoria. Na posicao de carregar (figura 2.22 a) um determinado
volume de amostra é carregado enquanto a fase movel vai directa para a coluna, a
rotacdo da posicdo geralmente é feita manualmente, assim na posi¢ao injectar
(figura 2.22 b), mudam-se as conexdes, fazendo com que a fase mdvel passe pela

alca de amostragem e arraste a amostra para a coluna. [20, 26]

a Da bomba b

Para a
coluna

Alca de
amostragem

Figura 2.22 - Valvula rotatoria de amostragem para HPLC: a) posicao para carregar e b) posicao para injectar.

Coluna

Num cromatografo liquido podem existir trés tipos de colunas, a coluna de
saturacdo, a coluna de guarda e a coluna analitica, como pode ser visto na figura
2.23.
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Figura 2.23 - Tipos de colunas utilizadas em HPLC.

Coluna de saturacao

7z

Também chamada de pré-coluna, € colocada entre a bomba e o injector
sendo usada para condicionar a fase estacionaria. Muito empregue no passado
guando se utilizava a cromatografia liquido-liquido com a finalidade de saturar a fase
movel com o liquido da fase estacionaria, ndo sendo tdo necessaria actualmente
devido ao grande desempenho das fases estaciondrias quimicamente ligadas. Mas
ainda pode ser utilizada quando se usam recheios a base de silica e uma fase movel
que dissolve este material, tendo este efeito aumentado com o aumento da
temperatura, polaridade, forca idénica e pH da fase mével, de modo que a fase mével
estando saturada com fase estacionaria, ndo ira reagir com a fase estacionaria
contida na coluna. Pode ser usada também para reter impurezas da fase movel a fim

de preservar a coluna. [20, 26]

Coluna de guarda

Colocada entre o injector e a coluna analitica, esta possui normalmente de 2 a
5cm e tem o mesmo didmetro interno e fase estacionaria da coluna analitica. E
utilizada para prevenir que impurezas e compostos fortemente retidos, contaminem a
coluna de separacdo, aumentando assim o seu tempo de uso, portanto a coluna de
guarda deve ser renovada com certa frequéncia, pois satura rapidamente. Devido ao
seu pequeno tamanho, em relagdo ao tamanho da coluna analitica, o custo das
diversas trocas desta ainda é muito menor do que uma nova analitica, que é

deteriorada rapidamente quando néo se usa a coluna de guarda. [20, 26]
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Coluna analitica

Esta deve ser constituida de algum material inerte, de diametro uniforme,
capaz de resistir as pressdes que serdo usadas. O material mais utilizado é o aco
inoxidavel, mas também podem ser constituidas de vidro refor¢ado e silica fundida,
sendo esta Ultima mais utilizada na confec¢édo de colunas capilares. As mais usadas
apresentam diametro interno de 4,6mm, comprimento de 250mm e sédo recheadas
com particulas porosas com diametro de 5um. A escolha da coluna é feita em
funcdo da sua capacidade, que é determinada pelas suas dimensdes, material de
empacotamento, comprimento e diametro interno. Dependendo do diametro interno
as colunas podem ser classificadas de diferentes formas, como descreve a tabela
2.6. [20, 26]

Tabela 2.6 - Classificagéo das colunas de separagao

Nome Comprimento Diametro Vazao Tamanho de
(cm) interno (mm) (ul min™) particula (um)

Colunas 3-10 2-6 1.000-5.000 3
Réapidas
Convencional 5-30 2-6 1.000-3.000 3;5; 10
ou analitica
Small bore ou 10-100 1-2 5-200 1;3;5
microbore
Capilar 20-200 0,1-0,5 0,1-20 1;3
recheada
Capilar 10-10.000 0,02-0,1 0,1-2 1;3
semipermeavel
Capilar aberto 100-10.000 0,01-0,075 0,05-2 a
Preparativa >20 >10 >1.000 >10

a: Filme Tiquido Tigado nas paredes.

Registo de dados

Os dados obtidos pelos detectores, podem ser registados ou manipulados
através de um registador, um integrador ou um microcomputador. O integrador

fornece o tempo de retencdo de cada pico, a area de cada um e a area total de
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todos eles. Para aumentar a versatilidade, exactiddo e precisdo da cromatografia
liguida de alta eficiéncia utilizam-se microcomputadores, que além de processar 0s
dados obtidos pelo detector, armazenando-0s, podem controlar a composi¢ao da
fase movel, a vazdo que sai da bomba, a injeccdo da amostra, a temperatura da

coluna, podendo diagnosticar possiveis problemas. [20]

2.3.3 Teste de Conformidade do sistema de HPLC

A execucao de um teste de conformidade do sistema € uma parte necessaria
em cada determinacdo cromatogréafica quantitativa. Num teste de conformidade de
sistema, verifica-se se 0 sistema cromatografico no seu todo se encontra num
estado satisfatorio para a aplicacdo do método de HPLC especifico para um dado

produto e com eficiéncia suficiente. [33]

Distingue-se do teste de rotina de conformidade do sistema, a efectuar em
cada analise, o teste alargado de conformidade do sistema, a realizar com uma
periodicidade pré-estabelecida e o teste completo de conformidade do sistema que

s6 é usado em algumas ocasides. [33]

Teste de rotina de conformidade do sistema

Este teste é realizado em cada analise cromatografica que seja efectuada no
HPLC. O teste de qualificacdo visual do sistema, a precisdo do sistema
cromatografico, a resolucdo e a simetria sdo os parametros verificados em cada

analise. [33]

Teste alargado de conformidade do sistema

Este teste realiza-se quando se verificar uma das seguintes situac¢des: cada
500 injeccbes, de seis em seis meses, sempre que for necessario comprovar o

desempenho do método e quando se coloca uma coluna nova a uso. [33]
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Teste completo de conformidade do sistema

Este teste é realizado sempre que se verificar uma das seguintes situagdes:
de dois em dois anos, o método de analise é efectuado pela primeira vez no
equipamento, no caso de pequenas alteracdes das caracteristicas do equipamento.
Quando é feita qualquer alteracdo nos métodos cromatograficos, 0 método deve ser

revalidado de acordo com procedimentos validos. [33]

Além dos pontos verificados no teste alargado de conformidade do sistema, é
ainda feita uma linearidade completa e uma avaliacéo do limite de quantificagéo. [33]
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2.4 Validacao de procedimentos analiticos (ICH2)

Este texto apresenta uma discussdo sobre as caracteristicas a serem
consideradas durante a validacao dos procedimentos analiticos incluindo a parte de
pedidos de registo apresentados na Comunidade Europeia, Japédo e EUA. [34]

O objectivo da validacdo de um procedimento analitico € demonstrar que €é

adequado para a sua finalidade pretendida

A discussédo da validacdo de procedimentos analiticos é dirigida para os quatro

tipos mais comuns de procedimentos analiticos:

. Testes de identificacdo: sdo destinados a assegurar a identidade de um
analito numa amostra. Isto é normalmente conseguido por comparacao
de uma propriedade da amostra (por exemplo, do espectro,
comportamento cromatografico, a reactividade quimica, etc) com a de

um padréao de referéncia;

. Testes para o0 conteudo de impurezas; podem ser tanto um teste
guantitativo ou um teste de limite para a impureza numa amostra. Este
teste destina-se a reflectir com preciséo as caracteristicas de pureza da
amostra. Sao necessarias caracteristicas diferentes de validacdo para

um teste quantitativo do que para um teste de limite;

. Testes quantitativos da fraccdo activa em amostras de substancia de
farmaco ou medicamento, ou outro componente seleccionado no
produto. [34]

2.4.1 Parametros de desempenho

O objectivo do procedimento analitico deve ser claramente entendido uma vez
que irA governar as caracteristicas de validagdo que precisam ser avaliadas. Os

parametros de desempenho do método, necessarios avaliar, s&o:
. Especificidade e selectividade

. Gama de trabalho e linearidade da curva de calibragéo

2 - . .
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. Sensibilidade

. Limites: deciséo, deteccao e quantificacdo

. Preciséo: repetibilidade, intermédia e reprodutibilidade
. Exactidao

. Robustez

. Coeréncia

A tabela seguinte lista as caracteristicas de validacdo consideradas como as
mais importantes para a validacdo de diferentes tipos de procedimentos analiticos.
Esta lista deve ser considerada tipica para os procedimentos de analise citados, mas
as excepcoes ocasionais devem ser tratadas numa base caso a caso. Deve notar-se
que a robustez ndo esta listada na tabela, mas deve ser considerada numa fase

adequada no desenvolvimento do processo analitico. [34]

Além disso a revalidacdo pode ser necessaria nas seguintes circunstancias:
quando se verificam alterac6es na sintese do composto que constitui a amostra;
aguando alteracbes na composicdo do produto acabado; e na presenca de
mudancas no procedimento analitico. O grau de revalidacdo necessario depende da

natureza das alteracées.

Tabela 2.7 — Caracteristicas de validacdo de diferentes procedimentos analiticos.

Teste de Impurezas

Tipo de procedimento analitico Identificacdo Doseamento
Quantificagdo Limite

Exactidao - + - +
Precisao

Repetibilidade - + - +

Precisdo intermédia - +M - + @
Especificidade + + + +
Limite de detecg¢do - -3 + -
Limite de quantificagdo - + - -
Linearidade - + - +
Gama de trabalho - + - +

- Significa que esta caracteristica ndo é normalmente avaliada

+ Significa que esta caracteristica € normalmente avaliada

(1) nos casos em que a reprodutibilidade (ver glossario), foi realizada, preciséo intermediaria nédo é necessario verificar

(2) a falta de especificidade de um procedimento analitico pode ser compensada por apoio a outros procedimento(s)
analitico (s)

(3) Pode ser necesséria em alguns casos
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2.4.1.1 Especificidade e selectividade

A especificidade foi considerada como a capacidade do método analitico em
detectar o(s) analito(s) de interesse na presenca de outros componentes da matriz.
[35, 36]

E a capacidade que o método possui de quantificar exclusivamente um
composto especifico independente da matriz da amostra e das suas impurezas. Para
andlise qualitativa (teste de identificacdo) € necessario demonstrar a capacidade de
seleccdo do método entre compostos com estruturas relacionadas que podem estar
presentes. Isto deve ser confirmado pela obtencdo de resultados positivos em
amostras contendo o analito, comparativamente com resultados negativos obtidos

com amostras que nao contém o analito, contendo estruturas semelhantes. [36]

A especificidade e a selectividade estdo relacionadas com o evento da
deteccao. A especificidade refere-se a um método especifico para um Unico analito e
a selectividade refere-se a um método utilizado para varios analitos com capacidade

de distincdo entre eles. [36]

Em HPLC estes parametros sdo avaliados geralmente através da capacidade

de resolucéo cromatografica, da eficiéncia da separacéo e do factor de assimetria.

2.4.1.2 Gama de trabalho e linearidade da curva de calibracao

Em qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracbes do
analito no qual o método pode ser aplicado. Os primeiros valores da faixa podem ser
dos valores dos limites de deteccao e de quantificacdo e os ultimos dependem do

sistema de resposta do equipamento de medicédo. [37]

7

A faixa linear é definida como a faixa de concentracdes na qual a
sensibilidade pode ser considerada constante e sdo normalmente expressas nas

mesmas unidades do resultado obtido pelo método analitico. [38]

Para escolher a faixa de trabalho procede-se da seguinte maneira: quando se
tem uma amostra especifica, a concentracdo esperada deve situar-se no meio da
faixa de trabalho e quando a concentracdo do analito € desconhecida utiliza-se a

faixa de trabalho estudada para amostras diversificadas. Os valores medidos tém
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que estar dentro da faixa de trabalho, e os valores medidos préximos ao limite

inferior da faixa de trabalho ter que ser diferente dos brancos dos métodos.

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que
os resultados obtidos s&o directamente proporcionais a concentracdo do analito na

amostra, dentro de um intervalo especificado.

A linearidade é obtida por padronizacao interna ou externa, e formulada como
expressdo matematica (equacado da regressao linear) que vai ser utilizada o célculo

da concentracéo do analito a ser determinado na amostra real.

O coeficiente de correlacdo (r) € um indicador da interdependéncia entre o
sinal medido e as concentracdes dos respectivos padrdes. Contudo, o coeficiente de
determinacdo (r?) é que deve ser utilizado para traduzir a adequabilidade de um

modelo linear aos valores experimentais.

2.4.1.3 Sensibilidade
Sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta em
funcd@o da concentracdo do analito. Pode ser expressa pela inclinacdo da curva de
regressd@o linear de calibracdo, e € determinada simultaneamente aos testes de
linearidade. A sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica de

deteccao utilizada. [38]

2.4.1.4 Limiares analiticos
Os limites inferiores da curva de calibracdo sdo concentracdes que indicam a
capacidade de deteccdo e quantificacdo do método analitico a esse nivel de
concentracdo. Estes sdo estimados com base na incerteza da quantificagcdo do
analito e podem ser obtidos através de:
e Réplicas do branco,
¢ Incerteza dos parametros da curva de calibragao,
e Incerteza na dispersao dos valores em torno da curva de calibracéo.
Sempre que possivel deve-se estimar os limites inferiores com base em

leituras de réplicas de branco de padrdo. No caso de ndo se dispor de brancos de
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padrdo ou algum destes limites conduzir a uma concentragcdo sem significado fisico
deve-se utilizar os parametros da recta de calibracdo. [38]

A capacidade de deteccédo ou limite de decisdo (x4) € a concentracdo minima
do analito que corresponde a um sinal dubio, com probabilidade de cometer um erro

do tipo a de 5% e um erro do tipo 3 de 50%, o que equivale a

Yp = bo + £5.05 (n-2) X Tho (2.1)

O limite de deteccdo (x.p) € a concentracao que corresponde ao menor sinal
instrumental que é estatisticamente distinto do valor obtido pelo branco para o nivel
de significancia de 5%, assumindo um erro do tipo « = 0.05 e um erro do tipo S
=0.05. Assim, o sinal instrumental referente ao limite de deteccdo (y.p) deve

corresponder a

Yip = bO +2 X t(‘l)L.OS(Tl—Z) X o—bo (22)

O limite de quantificacdo (x.o) € a concentracdo minima acima da qual ha
confianca estatistica na quantificacdo da concentracdo (a = 0,8 ~ 0). Este limite

corresponde ao sinal

VLo = bo + 6 X t595(n-2) X Op, (2.3)

Nas equacdes anteriores, b, € o parametro de ajuste obtido para a recta de

calibracao, tg o5 (n—2) € 0 valor critico obtido da distribui¢do t-student com um nivel de

significancia de 0,05 e com n-2 graus de liberdade, g,, corresponde ao desvio

padrao do parametro da recta.

2.4.1.5 Precisao

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos numa série

de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, onde as duas
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formas mais comuns de expressa-la sdo por meio de repetibilidade, precisdo

intermédia e reprodutibilidade.

A precisdo é geralmente expressa como desvio padrdo ou desvio padrédo
relativo. Ambas repetibilidade e reprodutibilidade sdo geralmente dependentes da
concentracdo do analito e, deste modo, devem ser determinadas para um diferente

namero de concentracdes.

A repetibilidade é o grau de concordancia entre os resultados de medicfes
sucessivas, efectuadas sob as mesmas condi¢cdes de medicdo. Todas as medi¢cdes
sdo efectuadas com o0 mesmo procedimento, mesmo analista, mesma

instrumentacao, no menor intervalo de tempo possivel.

A repetibilidade pode ser expressa quantitativamente em termos da
caracteristica da dispersdo dos resultados e pode ser determinada por meio da
analise de padrbes, material de referéncia ou adicdo ao branco de varias

concentracdes da gama de trabalho.

7 Y

A repetibilidade é dada pelo desvio padrdo s, associado a média dos
resultados assim obtidos. O limite de repetibilidade (r) € o valor maximo permitido
para a diferenca absoluta entre dois ensaios obtidos em condi¢cdes de repetibilidade,
calculada para o nivel de confianca a 95 %, onde m corresponde ao niumero de
réplicas do ensaio.

Ar =2 X t§ g5 (1) X j—% (2.4)

Reprodutibilidade avalia a imprecisdo ao nivel mundial, reflectindo as
diferencas aleatdrias esperadas para a comparacdo dos mesmos resultados entre
laboratérios distintos. Embora a reprodutibilidade ndo seja uma componente de
validacdo do método executado por um unico laboratério, é considerada importante
quando um laboratério procura a verificacdo do desempenho dos seus métodos em
relacdo aos dados de validacdo obtidos através de comparacao inter-laboratorial. A
partir do desvio padrdo obtido sob condi¢cdes de reprodutibilidade € possivel calcular
o limite de reprodutibilidade “R”, o qual permite ao analista decidir se a diferenca
entre os valores da coOpia das amostras analisadas sob condicdes de

reprodutibilidade é significante. [38]
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Precisao intermédia refere-se a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Para a determinacdo da precisao intermédia recomenda-
se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes. Esta medida de
imprecisdo € reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos
resultados do laboratério. Segundo a norma ISO 5725:3, a precisdo intermédia pode
ser avaliada de trés formas distintas: através de cartas de controlo de amplitudes
aplicadas a réplicas, a duplicados da amostra e a padrdes, quando se realizam n
ensaios sobre t amostras ou padrdes ou quando se realizam n medi¢cées sobre uma
mesma amostra, amostras supostamente idénticas ou o0 mesmo padrao. De acordo
com esta norma o método considera-se preciso em termos de precisdo intermédia

se o coeficiente de variacédo for inferior a 2.0 %.

2.4.1.6 Exactidao

A exactiddo de um método analitico traduz a proximidade do valor obtido em
relagdo ao valor esperado, estipulado ou verdadeiro. Um método diz-se exacto se o
erro sistematico (modulo do erro absoluto) € inferior ao intervalo de confianca
estimado. E calculada como percentagem de recuperacdo da quantidade conhecida
do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca percentual entre as médias e

o valor verdadeiro, acrescida dos intervalos de confianca. [38]

A exactiddo do método deve ser determinada apdés o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a
partir de, no minimo, nove determinacdes contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, trés concentracdes, baixa, média e alta, com trés réplicas

cada.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exactiddo de um método
sdo, dentre outros: uso de materiais de referéncia, participacdo em comparacdes

inter-laboratoriais e realizagao de ensaios de recuperacao.

Os materiais de referéncia certificados sédo utilizados no processo de
validacdo de um método de ensaio para avaliar o desempenho do laboratoério, por
isso o fornecimento de materiais de referéncia certificados (MRC) é realizado por

organismos reconhecidos e confiaveis, como por exemplo o NIST. Na avaliacdo da
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exactidao utilizando um material de referéncia, os valores médios obtidos pelo
laboratério e o desvio padrdao de uma série de ensaios em duplicado, devem ser
comparados com os valores certificados do material de referéncia, para esta

comparacao podem ser utilizados:
e Erro absoluto
e Errorelativo (ER);
e 7z Score,
e Erro normalizado;

e Testes de recuperacio.

Erro Absoluto

A exactiddo de uma medida € geralmente descrita em termos de erro
absoluto, que é definido como a diferenga entre o valor observado/obtido (x) e o

valor aceite como verdadeiro (u).

E=|x—ul (2.5)

Erro relativo

E o quociente entre o erro absoluto e o valor correcto. [38]

X— U
U

%ER = 100 X

(2.6)

Z Score

O factor de desempenho (Z-score) expressa-se em termos de variavel

reduzida e é estimado através da equacéo 2.7.

(k=
z7="2 (2.7)
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Onde S representa a incerteza associada ao material certificado (MRC) ou o

desvio padréo da média dos laboratérios no ensaio inter-laboratorial.

Segundo um protocolo com a Association of Official Analytical Chemists
(AOACQC), International Organization for Standardization (ISO) e International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC) se o factor de desempenho em maodulo for
menor ou igual a um, o desempenho € bom, se for menor ou igual a dois o
desempenho € satisfatério, caso se encontre entre dois e trés o desempenho é
qguestionavel e por ultimo se for superior ou igual a trés o desempenho do método é

mau. [38]

Erro normalizado

O erro normalizado é estimado através da equacéo 2.8 onde Uy, corresponde
a incerteza associada ao laboratério e Ucgrm a incerteza associado ao valor de
referéncia. Quando o valor de erro normalizado em valor absoluto € menor ou iguala
a 2 o ensaio realizado é satisfatoério. [38]
(x —w
En= —— (2.8)

VUL, + Ubpy

Testes de recuperacio

Os testes de recuperacdo permitem avaliar a exactiddo sem recorrer a
materiais certificados, 0 que é uma excelente vantagem econOmica para 0
laboratoério, usando somente solucdes de padrdo e amostras. Este tipo de teste
permite testar a resposta na presenca da prépria matriz da amostra em causa, 0 que
€ bastante vantajoso pois ndo € comum haver materiais certificados com matrizes

idénticas ou similar aquele que se esta interessado. [38]

Caso se represente a concentragédo recuperada em fungéo da concentragao
adicionada obtém-se um gréfico com variacdo linear que pode ser ajustado por um

polindbmio de primeiro grau conhecido por funcéo de recuperacao:

Xrec =A@ + b X Xg44 (2.9)
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Com esta funcdo podemos interpretar o tipo de erro sistematico cometido no
método. Assim, a ordenada na origem (a) esta relacionada com um erro sistematico

constante e o declive (b) estéa relacionado com um erro sistematico proporcional.

2.4.1.7 Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta
face a pequenas variacbes. Um meétodo diz-se robusto se revelar praticamente
insensivel a pequenas variagdes que possam ocorrer quando esse estd sendo

executado. [38]

Para determinar a robustez de um método de ensaio, pode-se recorrer ao
tratamento de Youden. Trata-se de um teste que permite ndo s6 avaliar a robustez
do método, como também ordenar a influéncia de cada uma das variacdes nos
resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma dessas variacoes.
Convém salientar que quanto maior for a robustez de um método, maior sera a

confianca desse relacionamento a sua precisao.

2.4.1.8 Coeréncia
A coeréncia de um método analitico expressa a concordancia de valores
obtidos quando séo introduzidas variacdes aleatorias nas condi¢cdes experimentais

do método.

De acordo com a USP este parametro pode ser medido através da
reprodutibilidade dos resultados obtidos sob a variacdo de diferentes condicdes
(diferencas dentro do laboratorio, analistas, instrumentos, reagentes, periodos de
trabalho).
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2.5 Tratamento estatistico de dados

A estatistica € uma ferramenta fundamental na analise qualitativa e quantitativa
de um analito numa certa matriz. As medidas sdo inerentemente variadas [38], isto
€, 0s dados analiticos obtidos apresentam variagdes em torno de um valor central,
regra geral, mais frequente. No entanto, a distribuicdo normal dos dados pode ser

assumida na grande maioria dos resultados de analise fisico-quimica.

2.5.1 Distribuigoes estatisticas relevantes
As distribuicbes estatisticas (t-student e F de Fisher) estdo muito relacionadas
com o teste de hipéteses uma vez que estas, devido a serem bem caracterizadas,
podem ser utilizadas como termo de comparacdo em diversas situacfes reais,

providenciando os valores criticos necessarios. [38]

2.5.1.1 t-student

Quando esta em causa a comparacao de estimativas de posicdo, assumindo

gue se trata de distribuicdes normais e independentes, calcula-se o valor teste

X—
O%

TV =

< o1y (2.10)

Onde x é o valor médio observado, u € o valor tomado como verdadeiro e o; €
o desvio padrdo associado ao valor médio. Compara-se o resultado com o valor

critico da distribuicéo t-student ao nivel de confianga de 100.(1 - a) %.

A hipétese nula assumie a igualdade de valores e a hipétese alternativa

assume a desigualdade:

IHO: T=p B HO : T =
lHl: TH# U ‘_({

Consequentemente o valor critico refere-se a distribuicdo cumulativa bilateral

e

H1: T<pUNT>p

(hipbtese centrada assumindo eventual diferenga nos extremos). [38]

7

Caso se procure demonstrar que o valor estimado é superior ao valor
correcto, a hipétese nula assume a situacdo da igualdade (valor inferior ou igual ao
tomado como verdadeiro) enquanto que a hipdtese alternativa da conta desta

diferenca,
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Os valores criticos correspondem a distribuicdo cumulativa unilateral

(hipotese marginal), onde a corresponde ao nivel de significancia.

2.5.1.2 Fisher
Quando estd em causa a comparacao de variancias de distribuicdes normais,
aleatorias e independentes, calcula-se o valor teste dado pelo quociente entre duas

variancias, o7 e o2:

TV = = (2.11)

Este deve seguir uma distribuicdo de Fisher. Assume-se como hipoétese inicial
(HO) que ndo héa diferenca significativa entre as variancias (diferenca puramente

aleatéria),

—_——
=z
._-‘q.\J
Il
thl\J
[

HO al =03
Hi: o} # o3 Hi: o} < o3V oi > o3

O que corresponde a efectuar um teste bilateral para o quociente das
variancias. O intervalo de confianca a 95% para este quociente de variancias é dado

por:

N

01
u u
F0,95(V1,V2) = ? = FO,OS(Vl,VZ) (212)
2
Onde v; e v, correspondem aos graus de liberdade do numerador e

denominador, respectivamente.

Por uma questdo de simplificacdo, impde-se que este quociente seja maior
gue a unidade (por exemplo: maior numero de graus de liberdade para o numerador,
divisdo da variancia pela componente puramente aleatéria) o que faz com que se

possa converter o teste bilateral num teste unilateral, mais facil de processar.

Deste modo,
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A hipotese nula (HO) assume que ndo ha diferenca significativa entre
variancias e a hipotese alternativa (H1) assume que se houver diferenca

significativa, a variancia do numerador excede a do denominador.

Contudo, o valor teste deve ser comparado com o valor critico de F bilateral.

2.5.2 Teste de hipodteses

Devido ao pequeno numero de dados normalmente usados, intervalos de
confianca largos podem obscurecer diferengas inaceitaveis. Por outro lado, devido a
pequenas anomalias que ocorrem por vezes, nas séries analiticas, as diferencas séo

identificadas como significantes, o que ndo apresenta qualquer relevancia pratica.

A componente aleatéria intrinsecamente envolvida implica sempre a
possibilidade de se cometer um erro de juizo. Atendendo a forma como estes se
desviam em relacao ao valor tomado como correcto, 0s erros estatisticos, podem ser
classificados em erros por excesso e erros por defeito. Os erros por excesso
correspondem a uma falsa rejeicdo, ou seja, um erro do tipo | (a) onde a hipotese
nula estava correcta e foi abusivamente rejeitada por ter sido considerada falsa. Os
erros por defeito referem-se a uma falsa aceitagcéo, ou seja, um erro do tipo Il (B)

onde a hipotese nula estava errada e foi abusivamente aceite como verdadeira.

O nivel de significancia de teste, designada por a (frequentemente expresso
sob a forma percentual 100%.a) corresponde a probabilidade maxima com que se
pretende proceder a rejeicdo abusiva (erro tipo ). A probabilidade de aceitacdo de
hipétese correcta designa-se de nivel de confianca e corresponde a probabilidade de

(1-a) (em termos percentuais 100 (1-a) %).

Na formulacédo de hipéteses estatisticas, a hipétese nula (HO) vai no sentido
de ndo haver diferenca significativa, isto €, de pertencer ao grosso da distribuicdo
também designado de (1 — a ); a hipétese alternativa (H1) encontra-se direccionada

para a diferenga significativa (a), o complemento da hip6tese nula. [38]

Procedimento

Os testes estatisticos constituem uma ferramenta para, com critérios

estatisticos, auxiliar na tomada de decisbes na interpretacdo de resultados. Cada
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teste estatistico depende do nivel de confianca para o qual as conclusbes séo
desejadas assim como do numero de graus de liberdade para essas circunstancias.
[38]

Os testes estatisticos devem ser efectuados com base num procedimento

l6gico que passa pelos seguintes passos:

a) Formulacéo do problema: Deve-se realizar uma andlise do evento de forma

a racionalizar a questéo e poder testar.

b) Escolha do teste: O teste é escolhido de acordo com o objectivo

pretendido, ou seja, com base na distribuicéo estatistica que melhor se adequa?®.

c) Nivel de significAncia: Nivel com o qual se pretende obter conclusfes. Deve
ser estabelecido previamente o valor do erro maximo admissivel para se tirar
conclusdes erradas por rejeicdo abusiva (a). Regra geral o nivel de significancia
refere-se a a= 0,05 podendo também ser reduzido para a= 0,01 para serem tiradas

conclusdes mais definitivas.

d) Hipdteses de trabalho: As hipéteses devem ser complementares e de
forma a abranger o universo do evento. A hipétese nula (HO) deve ser formulada no
sentido de ndo haver diferenca (esta tudo correcto, dentro do intervalo de confianca
da estimativa, (1- a)). A hipdtese alternativa (H1) incide sobre a diferenga

significativa (ndo esta conforme, fora do intervalo de confianga da estimativa (a)).

e) Simetria do teste: Esta depende do modo como as hipGteses foram
formuladas. Se o que se pretende é um teste de desigualdade (superior a ou inferior
a um determinado valor), apenas se esta interessado em considerar um extremo da
distribuicdo como referéncia e por isso o teste estatistico tem uma simetria unilateral.
Pelo contrario, se 0 que se pretende € um teste de igualdade, ou seja, comparar a
parte central da distribuicdo com determinada estimativa, agora o teste estatistico

apresenta uma simetria bilateral.

f) Calculo do teste: Calcula-se com base na expressdo da distribuicdo

estatistica correspondente.

g) Comparacdo com valores criticos (Xci): Os valores criticos estédo tabelados

de acordo com o nivel de significancia e com o numero de graus de liberdade. Estes

3 As distribuicGes estatisticas mais comuns para efectuar testes estatisticos sdo a normal, t — student,
F-Fisher e qui-quadrado.
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valores permitem definir as regides de aceitacdo e de rejeicdo das hipoteses

formuladas.

h) Concluséo: No caso do valor experimental ultrapassar os limites tabelados
(regido de rejeicdo) diz-se que, ao nivel de confianga 100 (1-a) % ha diferenga
significativa e a hipdétese nula deve ser rejeitada em detrimento da hipdtese
alternativa; caso contrario, ndo existe evidéncia estatistica para rejeitar a hipétese
nula. Os testes estatisticos podem ser efectuados a diferentes niveis de
significancia. As normas ISO recomendam testes de significAncia aos niveis de 5%
(a=0.05, probabilidade de efectuar 1 insucesso em cada 20 decisbes) e 1% (a=0.01,

probabilidade de taxa de insucesso de 1/100).

2.5.2.1 Diagnadstico de valores discrepantes

Valores discrepantes séo valores que néo pertencem a uma determinada
distribuicdo. Dado que as estimativas paramétricas sdo sensiveis a valores
contaminados, estes valores, designados de outliers, produzem em geral erros de
estimativa quer na posicdo (enviesamento) quer na dispersdao (aumento da
imprecisdo). Como tal, para que este efeito de estimativa errada seja evitado tem
gue se testar inicialmente qualquer conjunto de dados antes de se proceder a

qualquer estimativa.

Os resultados experimentais que mais se afastam dos valores previstos pelo
modelo podem ser eventuais outliers. Dado a sua insensibilidade a valores

discrepantes, a regressao robusta pode ser util para detectar estes outliers.

Os eventuais valores discrepantes da curva de calibracdo podem ser testados
através de um teste F (similar ao teste de Mandel), o e/ou através de um teste do
tipo t-student. [38]

Teste F

O teste baseia-se em comparar o0 aumento da variabilidade residual ao incluir
o valor suspeito da curva de calibracdo com uma estimativa de erro puramente
aleatério. Compara-se o aumento na variancia do ajuste ao introduzir o valor dubio

no conjunto dos pontos da curva de calibracdo com uma estimativa de erro
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puramente aleatdrio que resulta da variancia do ajuste com (n-1) valores
experimentais, pela equacéo (2.13).
Ac?,
_ flt u
F=— < Fain-1-p) (2.13)
Ofit (n-p-1)

Se este valor exceder o valor critico isso indica que a hipotese nula (HO: o
valor em questdo também pertence a curva de calibragcdo ou seja, ndo afecta
significativamente a qualidade do ajuste) tem uma probabilidade inferior a 100.a%*
de ndo ser valida sugerindo a rejeicdo deste valor como precaucdo estatistica no
sentido de ndo cometer erros sistematicos na calibracdo e de reduzir a incerteza na

estimativa da concentracdo das amostras. [38]

Teste t-student

A analise de valores discrepantes pode também ser efectuada sob a forma de
teste t-student em que se compara a proximidade do valor experimental em causa
(y,) com o respectivo valor previsto pela curva de calibracdo (n(x;)) em relacdo a
disperséo dos valores da curva de calibragdo sobre o modelo, pela equacéo (2.14).

ly, — n(x)|
t = (2.14)
Ofit(n-1-p)

Caso sejam detectados outliers na curva de calibracdo esta devera ser

repetida para evitar que as estimativas obtidas com as amostras néo corram risco de

erro sistematico. [38]

2.5.2.2 Escolha do modelo

A escolha do modelo deve assentar em diagnodsticos simples e
estatisticamente fundamentados. Os diagnésticos mais utilizados séo: determinacao
visual da linearidade, teste de Mandel, analise ANOVA do ajuste e a andlise de

residuos. [38]

A rejeicdo de pontos de uma curva de calibragdo é um procedimento que vai afectar todas as estimativas
subsequentes, razdo pela qual o nivel de confianga imposto deve ser de 99% (a = 0.01).
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A determinacédo visual da linearidade consiste em sobrepor aos valores
experimentais um segmento de recta por forma a se aproximar do nimero maximo
de valores experimentais. Esta abordagem ndo é suficiente e existem diversas

situacdes em que ha davidas.

O teste de Mandel consiste em ajustar um polinémio de primeiro grau (P1) e
um polindmio de segundo grau (P;), estimar as respectivas somas de residuos
quadrados e comparar 0 aumento da variancia do ajuste ao baixar o grau do
polinébmio.

O teste consiste em comparar o incremento da variancia do ajuste ao excluir
um parametro (coeficiente do termo de segundo grau) com uma estimativa de erro
puramente aleatdrio (pure error) que pode ser estimado com base na variancia do

modelo que melhor ajusta os valores experimentais (afzit).

(ss1 — 552)
ASS/ A, / (v —v3)

F = —
2 2
Ope Ofit

(2.15)

Se 0 aumento na variancia do ajuste devida a eliminagdo de um parametro for
equiparavel a variancia aleatoria, o parametro excluido ndo é necessario ao modelo.

As hipoéteses de trabalho sao:

pe parametro a excluir

- a2 p
lll:AJ?.ﬂ > 0p = parametro a preservar

{ H0: Ao}, < o2

Se o valor F calculado ndo exceder o valor critico Fyq(1,,) @ hipotese nula

deve ser aceite 0 que indica que o polindmio de primeiro grau € adequado para a
curva de calibracéo.

2.5.3 Analise de variancia

A analise de variancia (ANOVA) é uma ferramenta estatistica importante para
distinguir as diversas contribuicdes sobre a variancia total observada. A ANOVA
permite distinguir dentro da variabilidade total de diversos conjuntos de valores
experimentais as contribuicbes puramente aleatOria e a contribuicdo sistematica
entre amostras. Deste modo permite verificar se as amostras (ou factores) exercem
um efeito significativo fazendo com que estes se sobreponham a componente

aleatoria contribuindo para diferengas significativas entre si.

64



A ANOVA permite comparar em simultaneo varias meédias (niveis diferentes
do factor) e estimar as diversas contribuicbes de variabilidade: puramente aleatoria
(estimada dentro de cada amostra), variabilidade entre amostras, etc.

Como pressupostos assume-se que as distribuicbes em causa sao:
o Normais e independentes,
o Ha homogeneidade de variancia (variabilidade interna)

Se o factor em estudo (factor A) nédo influi de modo significativo, ambas as
dispersbes sdo estimativas da varidncia da componente aleatoria. Ja se o factor
influi de modo significativo, a dispersao devida ao factor A (sa) torna-se maior que a

componente puramente aleatoria (So).

A comparacdo das dispersfes € conseguida através do teste F, equacao
(2.16):

2

Sy
F= 5_2 < Fo05(n-1,n(m-1)) (2.16)

0
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3. Seccao experimental

Nesta seccdo sdo enumerados 0s reagentes e equipamentos necessarios a
realizacdo do trabalho. Encontra-se também nesta seccdo a descricdo da

preparacao de algumas solugdes relevantes.

3.1.Reagentes

Os reagentes utilizados foram: Acetonitrilo e Agua para HPLC adquiridos na
Fisher Cientific; padrao de glucose, maltose, frutose e lactose, de grau analitico para
HPLC adquiridos na Sigma-Aldrich; e padrao de sacarose de grau analitico para
HPLC adquirido na Acros-Organics.

Para as solucdes Carrez | e Il foi utilizado Hexacianoferrato de potassio
trinidratado K;[Fe(CN)g].3H.O de grau analitico, adquirido na Merck e Sulfato de
zinco heptahidatado ZnS0O,4.7H,0 de grau analitico, adquirido na Panreac.

3.1.1. Fase movel (HPLC)

A fase moével utilizada é constituida de agua ultrapura para HPLC e

acetonitrilo numa razéo de 78:22 (V:V).

3.1.2. Solucao-mae padrao de glucose, frutose, sacarose, lactose e

maltose

Pesar rigorosamente cerca de 2,59 de glucose, 2,59 de frutose, 5,0g de
sacarose, 2,59 de lactose e 2,5g de maltose para um baldo volumétrico de 50,00mL.

Dissolver em 4gua e completar o volume.

3.1.2.1. Preparacao das solucoes padrao de ag¢ucares

Para 7 baldes volumétricos de 50,00 ml pipetar 0,7; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00;
15,00 e 25,00mL da solucdo padréo de acucares. Completar o volume dos bal6es

com agua.
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3.1.3. Preparacao das solucoes de Carrez

Solucéo de Carrez I: solugao 1509/l de K4[Fe(CN)g].3H20
Solucéo de Carrez Il : solucao 300g/l de ZnS0O,4.7H,0

3.2.Equipamento

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados o0s seguintes

equipamentos:

- Cromatografo liquido de alta resolucdo com injector, detector de indice de

refraccdo e sistema de aquisicdo de dados.

- Coluna: de silica ligada a NH, com 25 cm x 4 mm x 5 um, com pré-coluna.
- Filtros de 0,45 um.
- Filtros S&S 602 1/2.

- Banho ultra-sénico.

3.3.Métodos

De seguida apresentam-se os métodos utilizados no decorrer do trabalho.

3.3.1. Preparacao da amostra

Para um baldo volumétrico de 100mL pesar rigorosamente cerca de 15g da
amostra finamente triturada e adicionar 50 ml de agua a 60 °C, mexer bem até
obter uma mistura homogénea. Precipitar as proteinas por adi¢cdo sucessiva com
agitacdo de 3 ml da solucéo de Carrez | e 3 ml da solucéo de Carrez Il. Arrefecer
até a temperatura ambiente. Filtrar por filtro de pregas (S&S 602 1/2) e recolher o
filtrado em baldo volumétrico de 100 ml e completar ao traco com agua. Filtrar por
membrana de 0.45 um. A amostra deve ser analisada imediatamente apds a

preparacao.
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3.3.2. Condicoes de operacao

As condi¢gBes cromatograficas de trabalho para o doseamento doa aguUcares

em simultaneo na amostra foram:

*  Fluxo: 1.0 ml/min;

* Temperatura do forno: 40 °C;

* Volume de injecgdo: 20,00ul.

* Auto injector: Temperatura ambiente
» Tempo de corrida: 15 minutos

* Deteccéo: RI
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4. Resultados e Discussao
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4. Resultados e discussao

4.1.Linearidade e gama de trabalho

A linearidade foi avaliada por meio da construcdo de uma curva de calibracéao
para as substancias a analisar. Para isto preparou-se uma solucdo padrdo mae, da
qual se diluiu, posteriormente, volumes de 0,5mL, 0,7mL, 1,0mL, 5,0mL, 10,0mL,
15,0mL e 25,0mL. De forma a facilitar a escrita e a compreensao dos resultados, as
diluicBes anteriores, passa-se a designar por padrdo 0,5, padrdo 0,7, padrédo 1,
padréao 5, padrao 10, padrao 15 e padréao 25, respectivamente.

Na figura seguinte consta um cromatograma obtido para a solucdo padrao 10,
onde se evidenciam os sinais cromatograficos relativos a cada composto em estudo,

assim como os respectivos tempos de retencao.

00 i
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| 500 ‘
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| & 400
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& ] m 2
| & 200 2§ p I s
| @ . o - o &
| - g ¢ g & 3
] £ 3 g T 5
100 } E 8 - g 3
| | ‘ h 2 / 5 E
o J t; LYW 4.9 7 Py e
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Retention Time [min]

Figura 4.1 — Resposta instrumental ao padrdo 10, com respectiva identificacdo dos sinais
cromatograficos e tempos de retencao.

Na Tabela 4.1 encontram-se registados os valores médios obtidos para cada

padrdo, assim como a incerteza obtida pelo desvio padréo das leituras das areas.
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Tabela 4.1 — Areas da curva de calibracéo do doseamento de frutose, glucose, sacarose, maltose e lactose.

Padrao 0,70 1,00 2,00 5,00 10,00 15,00 25,00
Frutose
Concentracao (g/1) 0,70 1,00 2,00 5,00 10,00 15,00 25,00
Area (uRIU) 1,9298 3,10083 5,4231 12,5361 27,6570 40,4095 67,2123
Incerteza 0,0052 0,00065 0,0031 0,0059 0,0032 0,0022 0,0069
Glucose
Concentracao (g/1) 0,70 1,00 2,00 5,00 10,00 15,00 25,00
Area (uRIU) 0,79256 2,2091 3,5259 9,3785 20,8017 31,28600 51,8819
Incerteza 0,00047 0,0077 0,0022 0,0486 0,0050 0,00090 0,0037
Sacarose
Concentracao (g/1) 1,40 2,00 4,00 10,00 20,00 30,00 50,00
Area (uRIU) 3,986 6,5193 11,3080 26,1958 57,686 84,5179 140,6726
Incerteza 0,0053 0,0031 0,007 0,0046 0,013 0,0064 0,0076
Maltose
Concentracao (g/1) 0,70 1,00 2,00 5,00 10,00 15,00 25,00
Area (uRIU) 0,8811 1,592 2,7332 6,4666 14,3757 21,2329 35,458
Incerteza 0,0092 0,0188 0,0032 0,0065 0,007 0,0031 0,0105
Lactose
Concentracao (g/1) 0,70 1,00 2,00 5,00 10,00 15,00 25,00
Area (uRIU) 0,4364 1,1162 1,8419 4,5599 10,5518 15,7385 26,4962
Incerteza 1,0E-04 2,7E-05 2,7E-05 5,5E-05 9,0E-04 1,0E-03 5,9E-05

Na figura 4.2 encontram-se as curvas de calibracdo da resposta analitica aos

padrdes.
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Figura 4.2 — Curvas de calibragéo da resposta analitica: A) frutose, B) glucose, C) sacarose, D) maltose e E) lactose.

Concentragdo (g/L)

Para um melhor ajuste para cada curva de calibracdo realizaram-se testes

estatisticos adequados referentes as trés fases criticas da calibragéo:

1. Representatividade dos

valores

(homogeneidade da variancia);

2. Escolha do modelo;

3. Deteccéo de outliers.

na curva de

calibracao

O teste de homogeneidade da variancia tem como base a distribuig&do unilateral

F de Fisher, onde o valor experimental obtido é comparado com um valor critico

tabelado a 99% de confianca ( F2y; = F¥05). Como hipoteses de trabalho assume-

se que a hipotese nula (HO) indica que a diferenca que existe entre as variancias
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nao tem significado estatistico. Por sua vez, a hipotese alternativa (H1) indica que as

variancias sao estatisticamente diferentes.

Na tabela 4.2 encontram-se os resultados obtidos neste teste.

Tabela 4.2 — Resultados obtidos no teste F de homogeneidade da variancia para os padrées em
estudo.
Frutose Glucose Sacarose Maltose Lactose

Opadrio 25 0,0069 0,0037 0,0076 0,0105 5,9E-05
0 padrio 0,7 0,0052 0,0047 0,0053 0,0092 1,0E-04
TV 1,76 1,61 2,06 1,30 7,95

Pela analise da tabela, e considerando 11.07 o valor critico calculado a um nivel
de confianca de 99%, é possivel ver que, para todos os compostos, o valor
experimental (TV) é inferior ao valor critico. Assim, a este nivel de confianga, a
hip6tese nula é aceite, ou seja, verifica-se homogeneidade da varidncia nos

resultados obtidos para a curva de calibragéo.

Como as variancias sdo estatisticamente semelhantes, passa-se a realizacao
de um teste de Mandel para a escolha do melhor modelo de ajuste. Se 0 aumento
na variancia do ajuste devida a eliminacdo de um parametro for equiparavel a
variancia aleatoria, o parametro excluido ndo é necessario ao modelo. Assumindo
como hipéteses de trabalho que a hip6tese nula indica que o modelo a usar é o que
tem menor niumero de parametros, neste caso PO1 (modelo linear), e que a hip6tese
alternativa indica que o melhor modelo sera aquele que possui maior niumero de

parametros.

Se o valor F calculado nédo exceder o valor critico Fy'y; (1,,) @ hipotese nula deve

ser aceite, o que indica que o polindmio de primeiro grau é adequado para a curva

de calibracéo.

Na tabela 4.3 encontram-se os resultados obtidos na realizacdo deste teste.
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Tabela 4.3 — resultados do teste de Mandel para a escolha do modelo.

Modelo SSqr ndf varFit TV Fcrit
P01 1,57 5 0,31
Frutose 0,03
P012 1,55 4 0,39
P01 1,00 5 0,20
Glucose 0,12
P012 0,98 4 0,24
P01 6,52 5 1,30
Sacarose 0,01 21,20
P012 6,51 4 1,63
P01 0,43 5 0,09
Maltose 0,02
P012 0,43 4 0,11
P01 0,39 5 0,08
Lactose 0,19
P012 0,37 4 0,09

Na tabela, SSqr corresponde a soma de quadrados, ndf corresponde ao numero
de graus de liberdade do modelo, varFit representa a variancia do ajuste, TV € o
valor experimental calculado e Fcrit € o valor critico tabelado a um nivel de confianga
de 99%.

Pela analise da tabela é possivel verificar que os valores experimentais
calculados sao inferiores ao valor critico em todos os casos. Assim, para 0S
compostos, o melhor modelo de ajuste serd o polindmio de primeiro grau uma vez

que a hipotese nula é valida.

O ultimo passo para a construcdo da curva de calibragcdo foi a verificacdo da
existéncia de outliers onde, numa primeira fase foram verificados por regressao

robusta, através da analise de residuos.

A analise de residuos pode ser efectuada com base em cartas de controlo
segundo duas perspectivas distintas: a representacdo dos residuos em funcéo do
indice do valor experimental e representacédo dos valores com indicacédo dos limites

de aviso e de accao.

Na figura seguinte estao representados os residuos para todos 0s compostos.
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Figura 4.3- Representagdo grafica dos residuos (em valor absoluto) em funcdo do nimero de residuo do padréo

utilizado: A) Frutose, B) Glucose, C)Sacarose, D)Maltose e E) Lactose.
Atendendo a que o residuo é obtido pela diferenca, em valor absoluto, entre os
valores obtidos e os valores previstos, o nimero de residuo que possua maior

diferenca podera constituir um valor aberrante da distribuicao.

No caso da frutose o valor correspondente aos residuos 4 e 5 devem ser
analisados pois constituem possiveis outliers. Para a glucose deve ser analisado o
residuo 3. No caso da sacarose e da maltose, deve se analisado o residuo 4 de
cada conjunto de dados. Para a ha dois valores que devem ser analisados, pela

possibilidade de serem aberrantes, correspondentes aos residuos 3 e 4.
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O diagnoéstico destes valores discrepantes a realizado pelo teste de Mandel
considerando os dados com os possiveis outliers e sem eles. A tabela 4.4 resume 0s

resultados obtidos na analise de outliers.

Tabela 4.4 — Resultados do teste de Mandel para verificar a existéncia de outliers.

Residuo N SSqr ndf varFit TV Fuo.01
7 1,57 5 0,31
Frutose 4 6 0,46 4 0,11 9,75
7 1,01 5 0,20
Glucose 3 6 0,52 4 0,13 3,76
7 6,52 5 1,30
Sacarose 4 6 171 4 0,43 11,22 21,20
7 0,43 5 0,09
Maltose 4 6 0,09 4 0,02 14,82
7 0,39 5 0,08
Lactose 4 6 0,10 4 0,02 11,81

Pela analise dos valores obtidos no teste estatistico realizado, verifica-se que
nenhum dos residuos analisados em cada padrédo corresponde a um outlier, pois o
valor obtido através do teste Mandel (TV) é inferior ao valor critico a 99 % de

confianca (F'0.01).

Uma vez validado o conjunto de dados é possivel determinar a equacao linear
gue melhor descreve os resultados obtidos. As figuras 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 e 4.8
mostram as rectas de ajuste obtidas, assim como as respectivas equacles e

coeficientes de correlagéo.

Curva de calibracao da Frutose

80,0 7 2,6908x + 0,0467
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Figura 4.4 — Representacéo gréfica da curva de calibragcio obtida para a frutose.
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Curva de calibrac¢ao de Glucose
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Figura 4.5 — Representagéo gréafica da curva de calibragéo obtida para a glucose.

Curva de calibra¢ao da Sacarose
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Figura 4.6 — Representacdo grafica da curva de calibragdo obtida para a sacarose.

Curva de calibracdo da Maltose
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Figura 4.7 — Representacao gréafica da curva de calibragdo obtida para a maltose.



Curva de calibracao da Lactose
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Figura 4.8 — Representacao grafica da curva de calibragéo obtida para a lactose.

A gama de trabalho linear fica estabelecida com uma faixa de concentragdes
de 1,4 a 50,0 g/L para a sacarose, e 0,7 a 25,0 g/L para os padrdes de frutose,

glucose, maltose e lactose.

4.2.Limiares analiticos

Os limites de decisdo (Xg), limites de deteccdo (X.p) e limites de quantificagéo
(XLg) foram estimados a partir dos parametros das rectas de calibracdo dos
compostos. A tabela 4.5 contém os limiares analiticos calculados para os
compostos.

Tabela 4.5 — Valores dos limiares analiticos calculados
para os aclcares.

Xp XLp XLq

Frutose 0,11 0,22 0,66

Glucose 0,11 0,23 0,68

Sacarose 0,21 0,43 1,28
Maltose 0,11 0,22 0,65

Lactose 0,11 0,23 0,69

Pela analise da tabela 4.5, e observando os valores da concentracdo dos

padrées mais baixos para ambos 0s compostos, é possivel verificar que o limite de
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quantificacdo é inferior ao valor da concentracdo do primeiro padréo, o que esta em

conformidade com os requisitos no estabelecimento deste mesmo limite.

4.3.Precisao

Avaliada em termos de repetibilidade e de precisdo intermédia.

4.3.1. Repetibilidade

A repetibilidade é avaliada através da analise do coeficiente de variagdo de um
conjunto de réplicas consecutivas da mesma amostra. O método considera-se
preciso em termos de repetibilidade se o coeficiente de variacéo for inferior a 1.0 %.
Neste caso fizeram-se dez injec¢Bes consecutivas de uma solucdo amostra e da
solugdo padrdo no mesmo dia, no mesmo equipamento e pelo mesmo analista e
procedeu-se a analise do coeficiente de variagdo das areas obtidas tanto para a
amostra como para a solucdo padrdo. Os resultados obtidos encontram-se

presentes na tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Concentracao e coeficientes de variagdo dos aglcares da amostra.

Padrao Amostra
Concentracao média Concentracao média
(desvio padrao) CV (%) (desvio padrao) CV (%)
(/L) (/L)

Frutose 24.96 (5.07x10-93) 0.02 1.00 (6.43x10-04) 0.06
Glucose 24.94 (1.86x1092) 0.07 11.97 (1.34x10-03) 0.01
Sacarose 49,94 (2.83x1003) 0.01 28.80 (8.82x1093) 0.03
Maltose 24.99 (1.50x1092) 0.06 4.02 (4.81x1093) 0.12
Lactose 25.03 (1.92x10-92) 0.07 5.99 (1.43x10-93) 0.02

Pela analise dos coeficientes de variacdo pode-se considerar o método
validado em termos de repetibilidade uma vez que os valores obtidos para o

coeficiente de variacéo sao inferiores a 1,0 %.

4.3.2. Precisao intermédia

Para estudar a precisdo intermédia do método foram realizadas andlises de

amostras de padrdo e de amostra preparadas em diluicbes de 5mL, 15mL e 25mL
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da solucdo méae, em dias diferentes, tendo sido avaliado o coeficiente de variacao

decorrente da injeccdo de trés gamas de concentracao diferentes.

O método considera-se preciso em termos de precisdo intermédia se o

coeficiente de variacéo obtido for inferior a 2.0%.

Na tabela 4.7 encontram-se os valores obtidos para a analise da precisao

intermédia no doseamento da frutose.

Tabela 4.7- Resultados obtidos na andlise da precisao intermédia do método de doseamento para a frutose.

Amostra (g/L) Padrao (g/L)
5 15 25 5 15 25
0,199 0,412 0,997 4,637 15,000 24,969
12 Dia 0,197 0,414 1,006 4,638 15,001 24,965
0,197 0,412 1,002 4,646 14,996 24,955
0,201 0,412 0,995 4,639 15,002 24,974
22 Dia 0,195 0,417 0,995 4,642 15,002 24,959
0,204 0,419 1,002 4,646 14,996 24,971
0,201 0,411 0,999 4,648 14,998 24,962
32 Dia 0,194 0,410 0,997 4,646 15,001 24,965
0,193 0,411 1,005 4,639 14,996 24,965

Com estes dados foi efectuada uma andlise ANOVA para verificar se 0s
valores eram afectados pelo factor dia, ou seja, para verificar se o facto de as
analises serem efectuadas em dias diferentes tem influéncia para a variabilidade

total do conjunto de dados.

Para a solugdo amostra 5 o valor de teste obtido foi de 0,81 que vai ser
comparado com o valor critico, a um nivel de confianca de 95%, de 5,14. Como o
valor experimental é inferior ao valor critico tabelado, a hip6tese nula é aceite, ou
seja, o factor “Dia” nao afecta os resultados e, por isso, ndo ha interferéncia para a
variabilidade total. Ao mesmo nivel de diluicdo, para o padréo, o valor de teste obtido
da analise ANOVA foi de 0,67. A um nivel de confianca de 95%, o valor tabelado é

superior ao valor de teste, logo a hipétese nula é aceite.

Para a solugdo amostra 15 o valor de teste foi de 5,57 e, a um nivel de
confianca de 95% o valor de teste € inferior ao valor critico, indicando que a hipdtese
nula (factor néo influi) & aceite. Na mesma gama, o factor ndo afecta os resultados
obtidos para o padrao pois o valor de teste (0,38) é inferior ao valor critico tabelado

para um nivel de confianga de 95%.
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Quando se analisa a solu¢cdo amostra 25 verifica-se que efeito diario nao influi
na variancia total uma vez que o valor de teste (0,61) é inferior ao valor critico a um
nivel de confianga de 95%. Para a solucdo padrdo conclui-se 0 mesmo uma vez que

o valor de teste é de 0,66.

Para as solucbes amostra e padrao, preparadas de uma diluicdo de 5mL, o
coeficiente de variacdo é de 1,8% e 0,1%, respectivamente. Para as solucdes de
diluicdo de 15mL, o CV € de 0,5% para a amostra e 0,2% para o padrdo. Na gama
de diluicdo de 25 mL, o coeficiente de variacdo € de 0,4% na amostra e 0,1% no
padrdao. Com isto, o método de doseamento da frutose encontra-se validado

relativamente a preciséo intermédia.

Na tabela 4.8 encontram-se os valores obtidos para a andlise da precisdo

intermédia no doseamento da glucose.

Tabela 4.8- Resultados obtidos na andlise da precisdo intermédia do método de doseamento para a glucose.

Amostra (g/L) Padrao (g/L)
5 15 25 5 15 25
0,888 7,174 11,974 4,707 15,123 24,935
12 Dia 0,883 7,182 11,974 4,704 15,130 24,940
0,898 7,191 11,971 4,703 15,127 24,935
0,898 7,183 11,962 4,691 15,117 24,936
22 Dia 0,888 7,179 11,973 4,704 15,113 24,940
0,897 7,180 11,970 4,709 15,116 24,937
0,886 7,184 11,962 4,698 15,123 24,938
32 Dia 0,894 7,178 11,963 4,703 15,118 24,935
0,899 7,182 11,971 4,696 15,133 24,946

Para a solugcdo amostra 5 o valor de teste obtido foi de 0,46 que vai ser
comparado com o valor critico, a um nivel de confianca de 95%, de 5,14. Como o
valor experimental € inferior ao valor critico tabelado, a hipétese nula é aceite, ou
seja, nao ha interferéncia do factor para a variabilidade total. Na mesma gama, para
0 padrdo, o valor de teste obtido da foi de 0,70. A um nivel de confianca de 95% é
possivel afirmar que o factor ndo influi na variabilidade total, uma vez que, o valor de

teste é inferior ao valor tabelado.

O factor ndo afecta os resultados obtidos na amostra 15 pois o valor de teste

(0,07) é inferior ao valor critico tabelado para um nivel de confianca de 95%. Para a
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solucéo padrdo a 100% o valor de teste foi de 4,72 o que indica que o factor nédo

influi uma vez que o valor critico é superior.

Na gama das solucdes 25 o factor ndo afecta os resultados obtidos na amostra
pois o valor de teste (2,04) é inferior ao valor critico tabelado para um nivel de
confianca de 95%. Para a solucédo padrdo o mesmo se conclui pois o valor de teste

(0,44) é inferior ao valor tabelado.

Para as solu¢cdes amostra e padréo, preparadas através da diluicdo de 5 mL, o
coeficiente de variacdo é de 1,0% e 0,1 %, respectivamente. Para as solucbes
diluidas de 15 mL o CV € de 0,1% para a amostra e 0,3% para o padrdo. Na gama
de diluicdo de 25mL, o coeficiente de variacdo é de 0, 4% na amostra e 0, 2% no
padrdo. Com isto, o método de doseamento da glucose encontra-se validado

relativamente a precisdo intermédia.

Na tabela 4.9 encontram-se os valores obtidos para a analise da precisao

intermédia no doseamento da sacarose.

Tabela 4.9- Resultados obtidos na anélise da precisao intermédia do método de doseamento para a sacarose.

Amostra (g/L) Padrao (g/L)
5 15 25 5 15 25
5,769 17,284 28,802 9,289 30,005 49,942
12 Dia 5,756 17,282 28,800 9,284 29,999 49,937
5,772 17,283 28,802 9,288 29,995 49,943
5,763 17,283 28,798 9,285 30,002 49,943
22 Dia 5,767 17,279 28,790 9,286 29,998 49,947
5,761 17,281 28,802 9,292 30,008 49,948
5,756 17,286 28,799 9,287 29,997 49,948
32 Dia 5,768 17,281 28,798 9,284 29,998 49,945
5,761 17,281 28,797 9,287 30,001 49,939

Para a solugdo amostra 5 o valor de teste obtido foi de 0,28 que vai ser
comparado com o valor critico, a um nivel de confianca de 95%, de 5,14. Como o
valor experimental é inferior ao valor critico tabelado, a hipétese nula é aceite, ou
seja, o factor “Dia” ndo afecta os resultados e, por isso, ndo héa interferéncia para a
variabilidade total. Ao mesmo nivel de diluicdo, para o padrao, o valor de teste obtido
da anélise ANOVA foi de 0,71. A um nivel de confianca de 95%, o valor tabelado é

superior ao valor de teste, logo a hipétese nula é aceite.
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Para a solucdo amostra 15 o valor de teste foi de 0,61 e, a um nivel de
confianca de 95% o valor de teste é inferior ao valor critico, indicando que a hipétese
nula (factor ndo influi) € aceite. Na mesma gama, o factor ndo afecta os resultados
obtidos para o padrao pois o valor de teste (0,78) é inferior ao valor critico tabelado

para um nivel de confianca de 95%.

Quando se analisa a solugdo amostra 25 verifica-se que efeito diario ndo influi
na variancia total uma vez que o valor de teste (1,30) é inferior ao valor critico a um
nivel de confianca de 95%. Para a solucéo padrao conclui-se 0 mesmo uma vez que

o valor de teste é de 1,82.

Para as solucbes amostra e padrao, preparadas de uma diluicdo de 5mL, o
coeficiente de variacdo é de 0,1% e 0,3%, respectivamente. Para as solucdes de
diluicdo de 15mL, o CV é de 0,1% para a amostra e para o padrao. Na gama de
diluicdo de 25 mL, o coeficiente de variacdo € de 0,2% na amostra e 0,1% no
padrdo. Com isto, o método de doseamento da sacarose encontra-se validado

relativamente a preciséo intermédia.

Na tabela 4.10 encontram-se os valores obtidos para a analise da precisao

intermédia no doseamento da maltose.

Tabela 4.10- Resultados obtidos na analise da preciséo intermédia do método de doseamento para a maltose.

Amostra (g/L) Padrao (g/L)
5 15 25 5 15 25
0,808 2,426 4,017 4,617 14,999 24,988
12 Dia 0,803 2,411 4,029 4,622 15,009 24,991
0,800 2,414 4,011 4,615 15,004 24,995
0,807 2,410 4,023 4,621 14,994 25,001
22 Dia 0,804 2,404 4,015 4,623 15,005 24,991
0,809 2,420 4,022 4,630 15,005 24,984
0,814 2,412 4,016 4,625 14,999 24,987
32 Dia 0,802 2,401 4,020 4,622 14,998 24,989
0,795 2,411 4,024 4,623 15,009 25,010

Para a solugdo amostra 5 o valor de teste obtido foi de 0,26 que vai ser
comparado com o valor critico, a um nivel de confianca de 95%, de 5,14. Como o
valor experimental é inferior ao valor critico tabelado, a hipétese nula é aceite, ou
seja, nao ha interferéncia do factor para a variabilidade total. Na mesma gama, para
0 padrao, o valor de teste obtido da foi de 3,23. A um nivel de confianca de 95% é
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possivel afirmar que o factor ndo influi na variabilidade total, uma vez que, o valor de

teste é inferior ao valor tabelado.

O factor ndo afecta os resultados obtidos na amostra 15 pois o valor de teste
(1,17) é inferior ao valor critico tabelado para um nivel de confianca de 95%. Para a
solucéo padrdo a 100% o valor de teste foi de 0,24 o que indica que o factor nédo

influi uma vez que o valor critico é superior.

Na gama das solucdes 25 o factor ndo afecta os resultados obtidos na amostra
pois o valor de teste (0,02) é inferior ao valor critico tabelado para um nivel de
confianca de 95%. Para a solucédo padrdo o mesmo se conclui pois o valor de teste

(0,17) é inferior ao valor tabelado.

Para as solu¢des amostra e padrdo, preparadas através da diluicdo de 5mL, o
coeficiente de variacdo é de 0,9% e 0, 7%, respectivamente. Para as solucdes
diluidas de 15mL o CV é de 0,3% para a amostra e 0, 4% para o padrdo. Na gama
de diluicdo de 25mL, o coeficiente de variacdo é de 0,2% na amostra e 0, 4% no
padrdo. Com isto, o0 método de doseamento da maltose encontra-se validado

relativamente a precisdo intermédia.

Na tabela 4.11 encontram-se os valores obtidos para a analise da precisao

intermédia no doseamento da lactose.

Tabela 4.11- Resultados obtidos na analise da preciséo intermédia do método de doseamento para a lactose.

Amostra (g/L) Padrao (g/L)
5 15 25 5 15 25
1,198 3,594 5,991 4,542 14,984 25,034
12 Dia 1,197 3,595 5,992 4,545 14,984 25,032
1,199 3,595 5,988 4,541 14,983 25,035
1,198 3,596 5,991 4,541 14,985 25,034
22 Dia 1,196 3,593 5,992 4,542 14,985 25,032
1,199 3,595 5,990 4,541 14,983 25,033
1,198 3,593 5,990 4,541 14,984 25,033
32 Dia 1,199 3,593 5,991 4,542 14,983 25,035
1,197 3,594 5,988 4,541 14,984 25,033

Para a solugdo amostra 5 o valor de teste obtido foi de 0,16 que vai ser
comparado com o valor critico, a um nivel de confianca de 95%, de 5,14. Como o
valor experimental é inferior ao valor critico tabelado, a hipotese nula é aceite, ou
seja, o factor “Dia” nao afecta os resultados e, por isso, ndo ha interferéncia para a

variabilidade total. Ao mesmo nivel de diluicdo, para o padréo, o valor de teste obtido
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da analise ANOVA foi de 0,65. A um nivel de confianca de 95%, o valor tabelado é

superior ao valor de teste, logo a hipétese nula é aceite.

Para a solucdo amostra 15 o valor de teste foi de 2,88 e, a um nivel de
confianca de 95% o valor de teste é inferior ao valor critico, indicando que a hipotese
nula (factor ndo influi) &€ aceite. Na mesma gama, o factor ndo afecta os resultados
obtidos para o padrao pois o valor de teste (0,28) é inferior ao valor critico tabelado
para um nivel de confianca de 95%.

Quando se analisa a solucdo amostra 25 verifica-se que efeito diario nao influi
na variancia total uma vez que o valor de teste (0,53) é inferior ao valor critico a um
nivel de confianca de 95%. Para a solucdo padrdo conclui-se 0 mesmo uma vez que

o valor de teste é de 0, 26.

Para as solucbes amostra e padrdo, preparadas de uma diluicdo de 5mL, o
coeficiente de variacdo é de 0,2% e 0,1%, respectivamente. Para as solucdes de
diluicdo de 15mL, o CV € de 0,3% para a amostra e 0,1% para o padrdo. Na gama
de diluicdo de 25 mL, o coeficiente de variacdo € de 0,3% na amostra e 0,1% no
padrdo. Com isto, o método de doseamento da lactose encontra-se validado

relativamente a precisdo intermédia.

4.4 .Exactidao

Para avaliar a exactiddo do método de doseamento dos acucares na amostra
procedeu-se a preparacdo de amostras de placebo, fortificadas com padrdo, de
modo a obter solu¢cdes com concentragdes diluidas da solucdo mae 5mL, 15mL e
25mL, de frutose, glucose, sacarose, maltose e lactose e posteriormente
compararam-se os valores obtidos com o padrao de referéncia, na mesma gama de

concentracoes.

A exactiddo do método de analise foi avaliada pelo erro absoluto através do
teste t-student e erro relativo e, posteriormente, procedeu-se a determinacdo da

percentagem de recuperacao.
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Tabela 4.12- Resultados obtidos no estudo de exactiddo dos métodos de
quantificago dos doseamentos frutose, glucose, sacarose, maltose e lactose.

5 4,64 4,64 [
4,64 4,64
15 15,00 15,00
15,00 15,00
25 24,96 24,96
24,96 24,97
5 4,76 4,67
4,72 4,68
15 15,13 15,12
15,12 15,12
25 24,93 24,92
24,93 24,93
5 9,29 9,29
9,29 9,29
15 30,00 30,00
30,00 30,00
25 49,94 49,94
49,94 49,94
5 4,62 4,62
4,62 4,62
15 15,00 15,00
15,00 15,00
25 24,99 24,99
24,99 24,99
5 4,54 4,54
4,54 4,54
15 14,98 14,98
14,98 14,98
25 25,03 25,03
25,03 25,03

Do estudo da exactiddo, tabela 4.12, obteve-se para a frutose, para cada
gama de concentracdes ensaiadas, as estimativas médias 4,64 (1,05E-03), 15,00
(8,67E-04) e 24,96 (7,88E-04) g/L que correspondem ao coeficiente de variacdo de
0,05, 0,01 e 0,01%, respectivamente. Tendo como valores de referéncia 4,64 (3,10E-
03), 15,00 (1,58E-04) e 24,96 (1,45E-03) g/L, para cada gama de concentracdes, a
exactiddo avaliada através do teste t-student conduz ao valor de teste 0,95, 1,26 e
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0,06 que é inferior ao valor previsto pela distribuicdo t-student bilateral ao nivel de
confianga de 95% (12,71). Os valores obtidos como estimativas de erro relativo
foram de 0,03, 0,01 e 0,01% que se encontram dentro da gama pretendida (inferior a
5,0 %) e as percentagens de recuperacdo obtidas (100,03, 100,01 e 100,04 %)
também se encontram dentro o intervalo pretendido (95,0 a 105,0 %). Pela analise
dos valores obtidos podemos afirmar que o método se considera validado em termos
de exactidao para a frutose.

No estudo de exactiddo para a glucose, tabela 4.12, obteve-se para cada
gama de concentracfes estimativas médias de 4,74 (2,66E-02), 15,12 (1,01E-03) e
24,93 (1,14E-03) g/L que correspondem ao coeficiente de variacdo de 0,10, 0,01 e
0,02%, respectivamente. Tendo como valores de referéncia 4,68 (5,99E-03), 15,12
(2,15E-03) e 24,93 (5,32E-03) g/L, para cada gama de concentracfes, a exactidao,
avaliada através do teste t-student, conduz ao valor de teste 0,40, 2,06 e 1,20 que é
inferior ao valor critico a um nivel de confianca de 95%. O valor obtido como
estimativa de erro relativo foi de 1,3, 0,01 e 0,02% que se encontra dentro do
pretendido uma vez que é inferior a 5,0%, e a percentagem de recuperacao obtida
foi 101,32, 100,01 e 100,02% que se encontram compreendidas entre o intervalo de
95,0 e 105,0%. Assim, é possivel concluir que o método se encontra validado ao
nivel de exactidao para a glucose.

Para a sacarose obteve-se, para cada gama de concentracdes ensaiadas, as
estimativas médias 9,29 (1,16E-03), 30,00 (1,61E-03) e 49,94 (1,66E-03) g/L que
correspondem ao coeficiente de variagdo de 0,01, 0,01 e 0,02%, respectivamente.
Tendo como valores de referéncia 9,29 (5,32E-03), 30,00 (1,03E-03) e 49,94 (1,41E-
03) g/L, para cada gama de concentra¢cdes, o teste t-student conduz ao valor de
teste de 19,43, 6,57 e 1,39 que é inferior ao valor previsto pela distribuicdo t student
bilateral ao nivel de confianca de 95% (12,71) excepto para a gama de diluicdo de
5mL da solucdo mée, e desta forma verificou-se que, ao nivel de confianca 99% o
valor critico é de 63.66, sendo o valor de teste inferior. Assim, para esta gama a
hipétese nula é considerada dubia, pelo que ao analisar o valor de prova (a
probabilidade de aceitacdo da hipotese nula) de 3,3% é possivel afirmar que o
método tende a ser exacto mas encontra-se levemente afectado por um erro

sistematico.
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Os valores obtidos como estimativas de erro relativo foram de 0,02, 0,01 e
0,01% que se encontram dentro da gama pretendida (inferior a 5,0 %) e as
percentagens de recuperacao obtidas (100,01, 100,01 e 100,02 %, respectivamente)
também se encontram dentro o intervalo pretendido (95,0 a 105,0 %). Pela analise
dos valores obtidos podemos afirmar que o método se considera validado em termos

de exactidao para sacarose.

Do estudo da exactidao, tabela 4.12, obteve-se para a maltose, para cada
gama de concentracdes ensaiadas, as estimativas meédias 4,62 (8,40E-05), 15,00
(3,32E-05) e 24,99 (8,93E-05) g/L que correspondem ao coeficiente de variacdo de
0,01, 0,02 e 0,02%, respectivamente. Tendo como valores de referéncia4,62 (2,69E-
05), 15,00 (6,46E-05) e 24,99 (5,59E-05) g/L, para cada gama de concentragdes, a
exactidao, avaliada através do teste t-student, conduz ao valor de teste 1,86, 0,70 e
7,07 que é inferior ao valor critico a um nivel de confianca de 95%. O valor obtido
como estimativa de erro relativo foi de 0,01, 0,01 e 0,03% que se encontra dentro do
pretendido uma vez que é inferior a 5,0%, e a percentagem de recuperagdo obtida
foi 100,02, 100,03 e 100,03% que se encontram compreendidas entre o intervalo de
95,0 e 105,0%. Assim, é possivel concluir que o método se encontra validado ao

nivel de exactidao para a maltose.

Para a lactose obteve-se, para cada gama de concentracdes ensaiadas, as
estimativas médias 4,54 (2,53E-05), 14,98 (8,56E-04) e 25,03 (1,58E-03) g/L que
correspondem ao coeficiente de variacdo de 0,01, 0,02 e 0,01%, respectivamente.
Tendo como valores de referéncia 4,54 (2,82E-03), 14,98 (4,83E-04) e 25,03 (1,24E-
04) g/L, para cada gama de concentragdes, o teste t-student conduz ao valor de
teste de 0,92, 0,39 e 0,14 que € inferior ao valor previsto pela distribuicdo t student
bilateral ao nivel de confianca de 95% (12,71). O valor obtido como estimativa de
erro relativo foi de 0,04, 0,01 e 0,03% que se encontra dentro do pretendido uma vez
que é inferior a 5.0%, e a percentagem de recuperacédo obtida foi 100,04, 100,01 e
99,99% que se encontram compreendidas entre o intervalo de 95,0 e 105,0%.
Assim, é possivel concluir que o método se encontra validado ao nivel de exactidado

para a lactose.
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5. Conclusoes

O trabalho desenvolvido visava essencialmente um objectivo — a validagdo do
método de analise de produtos alimentares por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. Para esse efeito preparou-se uma solugéo padrdo mae contendo 2,5g de
frutose, 2,59 de glucose, 5,0g de sacarose, 2,59 de maltose e 2,59 de lactose, para
50,00mL. Desta solucao fizeram-se 7 diluicbes de 0,7mL, 1mL, 2mL, 5mL, 10mL,
15mL e 25mL, de forma a diminuir a concentracéo inicial. A solu¢do da amostra foi
preparada pesando, rigorosamente 15,0g da amostra para um volume final, apds o

procedimento descrito na sec¢éo experimental, de 100,00mL.

Para a avaliacdo dos parametros de validacdo do método de analise do
doseamento simultaneo de frutose, glucose, sacarose, maltose e lactose na amostra
em HPLC comecou-se por verificar a especificidade/selectividade do método e
através dos cromatogramas comprovou-se que nhdo existem interferentes no

doseamento dos acucares.

Pelo parametro de linearidade estabeleceu-se para cada composto a
respectiva curva de calibracao linear com equacao de polinémio de primeiro grau. A
gama de trabalho construiu-se a partir de sete padrbes e definiu-se de 1,4g/L a

50¢/L para a sacarose, 0,7 a 25 g/L para os restantes acucares considerados.

A partir das curvas de calibrac&o estabeleceu-se os limiares analiticos para os
cinco compostos a dosear, onde se obteve como limites de quantificacdo 0,66g/L,
0,68g/L, 1,28/L, 0,65¢g/L e 0,69¢/L, para a frutose, glucose, sacarose, maltose e

lactose, respectivamente.

A precisdo do método verificou-se pela repetibilidade e precisao intermédia.
Em termos de repetibilidade, os coeficientes de variacdo obtidos para os aclUcares
na solucdo padrdo e na solugdo amostra foram inferiores a 1,0 %, logo o método
encontra-se validado em termos de repetibilidade. Quanto a precisdo intermédia
avaliou-se a solucéo padrdo e amostra em trés gamas de concentragfes diferentes
(diluicbes de 5mL, 15mL e 25mL) e em trés dias diferentes. Em todos os casos o0s
coeficientes de variacdo obtidos foram inferiores a 2,0 %, logo o método considera-

se validado em termos de precisdo intermédia, nestas gamas de concentracéo.
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Como os parametros indicadores da precisdo do método se encontram validados, o

método encontra-se também validado no parametro precisao.

A exactiddo do método avaliou-se pelo erro absoluto através do teste t-
student a 95 % de confianca, erro relativo e posteriormente procedeu-se a
determinacdo da percentagem de recuperacdo, como terceiro parametro de
desempenho do método quanto a exactiddo, e em todos os casos verificou-se que o

método é exacto, ou seja, ndo apresenta erro sistematico significativo.

A metodologia testada para doseamento, em simultaneo, de frutose, glucose,
sacarose, maltose e lactose, considera-se validada, uma vez que satisfaz as

especificacdes determinadas para cada parametro de validagao testado.

Futuramente seria ainda de todo conveniente avaliar a estabilidade das
solucBes amostra e padréo, ao longo do tempo, enquanto se encontram na bancada
de trabalho e também quando se encontram no auto-injector. ApGs esta avaliacdo
sera intensdo validar o mesmo método para o restante tipo de amostras produzidas

na industria onde decorreu o trabalho.
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Anexo I - As aplicagdes do agucar na area da producao alimentar

O acucar, para além de ser o adocante por exceléncia, desempenha também
outras fungdes que, embora menos conhecidas, o tornam um ingrediente importante

na confeccgéo alimentar.

A sua capacidade para dar cor e paladar, e o seu contributo na textura,
consisténcia, conservacdo e fermentacdo dos alimentos, sdo propriedades que

outros adogantes ndo conseguem alcancar.
Eis aqui algumas das suas principais fun¢des na cozinha:

e ADOCAR - O agucar d4 um sabor doce imediato aos alimentos. O agucar € o
adocante de referéncia.

¢ CONSERVAR - O acucar ajuda a travar o desenvolvimento de
microrganismos, porque imobiliza as moléculas da 4gua que as bactérias, o
fermento ou o bolor necessitam para crescer. Esta propriedade faz do agucar
um importante agente na preservacdo de compotas e outras conservas, mas
também de bolos, impedindo que estes sequem e se tornem “velhos”. O
acucar também actua como antioxidante. Protege a fruta em conserva de
oxidar e limita a tendéncia das gorduras usadas na pastelaria ficarem
rancosas. O acucar, em si, conserva-se durante muito tempo, quando em

condi¢cBes normais de ambiente.

e DAR COR - O acucar esta na base do processo de caramelizacao que produz

sabores e graus de cor muito especificos em bolos e bombons.

¢ MODIFICAR SABORES - Usado em pequenas quantidades, o aglcar pode
atenuar ou intensificar sabores. Os sabores salgado, amargo e acido sao
reduzidos com a aplicacdo de acucar. E, por exemplo, o caso da maionese,

de produtos a base de tomate e de frutos como groselha e toranja.

e DAR TEXTURA - Na pastelaria, 0 acucar é essencial para dar diferentes
texturas aos alimentos confeccionados. O acgucar interage com &agua,
fermento e farinha, desempenhando um papel importante na consisténcia dos
produtos durante a cozedura, na sua densidade, cor e aparéncia.

Dependendo da quantidade utilizada e do tamanho dos cristais (dai haver
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acucar com tamanhos de granulado diferentes) podem obter-se diferentes
efeitos no produto final. Na confeitaria, a capacidade do acUcar cristalizar e se
dissolver em temperaturas diferentes e com quantidades variaveis de agua,
permite adquirir uma grande variedade de estruturas. Por exemplo, a textura
do chocolate sO € possivel através da mistura do acicar com a manteiga de
cacau. Nas mousses, é a ligacdo do aclucar com as claras de ovo que
proporciona a estabilidade desta sobremesa.

e DAR CONSISTENCIA- Nas bebidas e nos gelados, a viscosidade do agtcar
dissolvido da uma consisténcia agradavel na boca. Nos iogurtes, a
consisténcia é promovida através da accéo especial do acucar nas proteinas

do leite.

e INFLUENCIAR PROCESSOS CULINARIOS - O agcucar tem também
propriedades que o tornam um agente activo em alguns processos culinarios:
€ um excelente substrato para muitas fermentacdes, acelerando o seu
processo (ex.: a massa dos folares, bebidas); acelera o tempo de cozedura;
na congelacao, retarda o tempo a que congelam os alimentos, impedindo, por

exemplo no caso dos gelados, que se formem demasiados cristais de gelo.

Fora da area alimentar, o acucar tem ainda uma série de utilizacdes

interessantes:
¢ Na producédo de colas e cimentos;
e No fabrico de tintas;
e No tratamento de peles;
e Na composicdo de muitos produtos farmacéuticos;
e Ajuda a curar feridas;
e E usado para produzir penicilina.
e Se adicionado a agua, ajuda a manter as flores frescas durante mais tempo;

e E oingrediente que faz o vidro utilizado no cinema nas cenas de duplo;
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Anexo II - Cromatogramas obtidos na leitura dos padroes e amostra
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Anexo III - Tabelas estatisticas relevantes

Tabela A 3.1 — Valores criticos da distribui¢éo t-student bilateral.

(a3 (a3 (a3

v [0.10 ] 005 [0.02 [0.01 [ v | 010 [ 0.05 [0.02] 001 | » | 010]0.05]0.02] 001

2 2.92 4.30 6.96 9.92 12 1.78 2.18 2.68 3.05 24 1.71 2.06 2.49 2.80

3 2.35 3.18 454 5.64 13 ] 197 216 2.65 jm 26 1.71 2.06 2.48 2.78

1 2.13 2.78 375 4.60 14 1.76 2.14 2.62 2.98 30 1.70 2.04 2.46 2.75

5 2.02 2.57 3.36 4.03 15 ] 1.75 213 2.60 2,95 35 1.69 2.03 244 | 272

fi 1.94 2.45 314 371 16 175 212 2.58 2.92 10 1.68 2.02 2.42 2.70

7 1.89 2.36 3.00 3.50 17 174 211 2.57 2.90 a0 1.68 2.01 2.40 2.68

8 1.86 2.31 290 3.36 18 | 1.73 2.10 2.55 2.88 60 1.67 2.00 2.39 2.66

0 1.83 2.26 2.82 3.25 19 173 2.09 2.54 2.86 80 1.66 1.99 2.37 2.64
] 1.81 2.23 276 3.17 200 1.72 2.09 2.53 2.85 o | 1.66 1.98 2.36 2.63
11 1.80 2.20 272 311 22 172 2.07 2.51 2.82 [as] 1.64 1.96 2.33 2.58

Tabela A 3.2 — Valores criticos da distribuico de Fisher-Snedcor unilateral (a=0,05).
v o 1 2 3 | 5] 51 7 8 q 10 12 L5 20

1 161.4 199.5 5.7 2246 230.2 2340 26,8 2384 240.5 241.9 243.9 245.9 248.0
2 18.51 19.00 19.16 19.25 19.30 19,33 19,35 19.37 19.38 19,40 19,41 19.43 19,45
1 L1013 9.552 9.277 9117 0.013 8.941 B.H8T B.845 8812 8786 8,745 8703 5.660
| T.709 .94 f.091 6088 6,256 6,163 £.094 6.041 5.999 0.964 8.0912 J.808 0,803
3] 6.608 0,786 5,409 5,192 0040 LOa0 L.8TE6 L8818 1772 L7350 LL6TH L6119 1.ao8
§ 5987 5143 TaT [.o34 LART 284 1207 147 1099 LO60 LOOOD 3,938 3,874
7 5.591 1737 1347 1.120 3.0972 J.866 3087 3.726 3677 3.637 3.075 3.011 3445
sl 0318 LAn9 L.OGE 3848 3687 3,081 G000 3.438 J. 88 3.347 3,284 1.218 3.150
9 5,117 L256 3863 | 3.633 3482 3474 | 3293 3.230 0 3179 | 3137 3.073 1006 2,936
L0 1965 1103 3.708 3ATE 3326 3217 3.135 3.072 3,020 2978 2,913 2.845 2.774
11 1844 3082 3087 3357 3.204 4,095 J.012 2,948 2,806 2.854 2,788 2.719 2.646
12 1747 J.885 3,490 J.209 3106 2,996 2,013 2,849 2,706 2.753 2,687 2.617 2.544
13 1667 4,806 3411 3179 2025 20915 2832 2,767 2,714 2671 2,604 2.033 2,450
14 1.600 3.739 J.344 3112 2,958 2,848 2.764 2,699 2,646 2602 2,534 2463 2,088
13 (SR d.682 3287 4056 2,901 2,790 2.707 2,641 2,088 2,544 2,475 2 A0 2,328
16 14594 J.654 4,240 3.007 2,852 2.741 2.657 2,591 2,038 2404 2,425 2,452 2276
L7 1451 3.092 3,197 2065 2,810 2.699 2614 2,548 2,484 2450 2,381 2,308 2,230
18 1414 3.0955 3160 28928 2,773 2,661 2,477 2,510 2,456 2412 2,342 2,269 2,191
19 1381 3.522 3.127 2,805 2,740 2,628 2.544 2,477 2,423 2378 2,008 2,234 2.155
2() 1.351 3493 3.008 | 2866 2711 2,599 | 2514 2,447 2,303 | 2348 2278 2203 2,124
22 1,301 3443 3.049 2817 2.661 2.549 2.464 2,397 2,342 2.297 2,226 2.151 2.071
25 242 33850 2,991 2,750 2,603 2490 | 2405 2337 2,282 | 2236 2,165 2,080 2,007
30 1171 33160 2922 | 2690 2,534 2,421 2.334 2,266 2,211 2165 2002 2,015 1.932
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Tabela A 3.3 — Valores criticos da distribui¢cdo de Fisher-Snedcor unilateral (a=0,01).

1 2 3 I O i 7 st 9 10 12 15 20

2 98,50 99.00 99,17 | 99.25 99,30 99.33 | 99.36  99.37  99.39 | 99.40 99.42 99,43 9945
B 14,12 Al E2 20,46 28.71 28,24 27,91 27.67 27.49 27,35 27.23 27.05 26,87 26.69
| 21.20 1800  16.69 | 1598  15.52  15.21 14.98  14.80  14.66 | 14.55  14.37  14.20 14.02
o 16.26 13.27 12.06 11.39 10.97 10,67 10.46 10.29 10.16 10.05 9.89 09,72 9.55
6 13.75 10,92 0.78 9.15 8.75 847 5.26 8.10 7.08 7.87 T.72 7.56 740
T 12,25 9,55 845 T.85 T.46 7.19 .99 .54 (.72 fi.62 6.47 .31 fi. 16
8 11.26 65 7.09 7.01 .63 6,37 6.18 6.03 5,91 5,81 5.67 5.02 q.a6
9 10.56 §.02 £.99 .42 6.06 5.80 5.61 547 5.35 5.26 3.11 196 181
10 10.04 .06 6,05 5.99 5,64 0,49 5.20 S.06 1.94 L85 171 L.o6 L1
11 09.65 7.21 6,22 5.67 5.42 .07 |89 174 163 l.54 L0 .25 .10
12 a9.33 6.93 5,95 5.4 5.06 152 }.64 a0 139 1,30 L.16 101 3.86
13 9.07 6.70 .74 5.21 L.86 .62 144 130 .19 110 1.06 3.82 3.66
14 8,86 f.51 5,56 5.04 |69 146 |28 .14 1.03 3.94 3.80 3.66 3.51
15 5.68 .36 a2 189 }.a6 132 114 oo 3,80 .80 3,67 1,52 347
16 8.53 .23 5.20 177 I 1.20 103 3.80 3.78 3.69 3.030 141 3.26
L7 &.40 fi.11 o 18 }.67 l.34 110 3.93 3.79 368 3.09 346 131 3.16
18 §.29 6.01 5.00 L.} 125 1.01 3.84 3.71 3.60 3.51 337 3.23 3.08
19 8,18 5.93 5.01 L.50 LT 3.94 377 J.63 5.52 343 3.30 .15 3.00
2 8,10 .85 194 F43 L 10 AT 3.70 d.oh 1,46 3.7 b3 4,04 2.94
22 7.95 5.72 l.82 1.31 3.99 3.76 3,59 345 135 3.26 312 2.98 2.83
25 7.77 5.a7 LG8 F18 3,85 J.64 3.46 b2 }.22 313 2.099 285 2.70
30 7.56 5.39 Al 1.02 3.70 54T 3.30 3T .07 2.98 2.84 2.70 2.55
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