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RESUMO

Os polidis sao carboidratos provenientes da hidrogenacéo da sua fonte de acucar,
em que o grupo carbonilo do aldeido ou da cetona é reduzido a um grupo hidroxilo
primario ou secundario. Na inddstria alimentar, os polidis tém vindo a ser cada vez mais
utilizados como substitutos da sacarose, em consequéncia da maior procura por um
estilo de vida mais saudavel ou devido a doengas como a diabetes ou obesidade.

Neste ambito, a empresa SGS quis validar um método que permitisse quantificar,
com elevada confianga, polidis presentes nas formulagbes de diversos alimentos,
através da técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detecdo por indice
de refracdo. A validag&o engloba os polidis xilitol, sorbitol e maltitol.

Inicialmente, o método comecgou por demonstrar ser especifico e seletivo, uma
vez que ao injetar solucbes individuais e conjuntas de polidis, e variando a
concentracdo, ndo se verifica influéncia no seu tempo de retengéo. Para cada um dos
polidis referidos, 0 método foi considerado linear e mostrou ser mais sensivel para a
guantificacdo de maltitol e sorbitol do que para xilitol. O limite de quantificacdo diz
respeito ao padrdo de menor concentracao, isto é, 0,05%. Verificou-se que a gama de
trabalho de 0,05% a 3% era adequada pois através do teste de homogeneidade de
variancias confirmou-se que as variancias nos limites da gama de trabalho ndo séo
significativamente diferentes. Para a repetibilidade realizaram-se 10 réplicas do padrdo
de 0,05% e de 3% para cada analito, bem como de amostra. Analisaram-se de seguida
os coeficientes de variagdo da repetibilidade, que se verificaram estar abaixo do limite
estabelecido de 10%. Para a precisao intermédia foram realizadas 3 réplicas do padrdo
de 0,05% e de 3%, assim como de amostra, em 3 dias diferentes. O objetivo era verificar
qual a influéncia do fator dia nos resultados obtidos. Dados os baixos coeficientes de
variagao registados, o método mostrou ser preciso, comprovando assim que o fator dia
ndo teve influéncia nos resultados obtidos. A exatidao foi avaliada com base em ensaios
de recuperacdo, sendo que as taxas de recuperacdo deveriam estar compreendidas no
intervalo de 80 % a 120 % para a exatidao ser considerada satisfatéria. Como todas as
taxas de recuperacdo obtidas estavam dentro deste intervalo, péde afirmar-se que o
método possui uma boa exatidao.

Dado que todos os parametros testados apresentaram resultados satisfatorios, a
validagdo do método foi bem-sucedida.

PALAVRAS-CHAVE: sacarose, validacao, xilitol, sorbitol, maltitol.






Validagdo de um método para andlise de polidis em alimentos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia.

ABSTRACT

Polyols are carbohydrates resulting from the hydrogenation of their sugar source,
in which the carbonyl group of the aldehyde or ketone is reduced to a primary or
secondary hydroxyl group. In the food industry, polyols have been increasingly used as
sucrose substitutes, as a result of the greater demand for a healthier lifestyle or due to
diseases such as diabetes or obesity.

In this context, the company SGS wanted to validate a method that would make it
possible to quantify, with high confidence, the polyols present in the formulations of
various foods, through the technique of ultra-performance liquid chromatography with
refractive index detection. The validation encompasses xylitol, sorbitol and maltitol
polyols.

Initially, the method began by demonstrating to be specific and selective, since
when injecting individual and joint solutions of polyols and varying the concentration,
there is no influence on their retention time. For each of the mentioned polyols, the
method was considered linear and proved to be more sensitive for the quantification of
maltitol and sorbitol than for xylitol. The limit of quantification refers to the lowest
concentration standard, ie 0.05%. It was found that the working range of 0.05% to 3%
was adequate because through the variance homogeneity test was confirmed that the
variances at the limits of the working range are not significantly different. For
repeatability, 10 replicates of the 0.05% and 3% standard were performed for each
analyte, as well as the sample. The repeatability coefficients of variation were analyzed
below, which were found to be below the established limito of 10%. For intermediate
precision, 3 replicates of the 0.05% and 3% standard, as well as the sample, were
performed on 3 different days. The objective was to verify the influence of the day factor
on the results obtained. Given the low coefficients of variation recorded, the method
proved to be precise, thus proving that the day factor had no influence on the results
obtained. Accuracy was evaluated based on recovery tests, and recovery rates should
be in the range of 80% to 120% for accuracy to be considered satisfactory. As all the
recovery rates obtained were within this range, it could be stated that the method has
good accuracy.

As all parameters tested showed satisfactory results, the validation of the method
was successful.

KEYWORDS: sucrose, validation, xylitol, sorbitol, maltitol.
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l . A EMPRESA - GRUPO SGS

A SGS - Société Générale de
Surveillance, fundada em Genebra (Suica)
em 1878, € hoje uma empresa de renome,
presente em mais de 140 paises, com
escritorios e laboratorios fixos em quatro
continentes, empregando mais de 93.000
funcionarios [1].

Figura 1. Logotipo SGS [1]. Os valores pelos quais a SGS se rege:

Integridade, Espirito Empreendedor e
Inovacgéo, séo considerados os alicerces para a organizagdo e sucesso da empresa [1].

Atualmente, a SGS é lider mundial em inspecéo, verificacéo, testes e certificacao,
e é também uma referéncia mundial em qualidade e integridade, abrangendo os mais
diversos setores, entre 0s quais se destacam o industrial, o automadvel, o alimentar e o
téxtil [1].

Em 1922 a SGS iniciou a sua atividade em Portugal, desenvolvendo servicos de
Certificacdo de Sistemas, Inspecdo, Gestado de Risco, Testes e Andlises, Consultoria
Técnica e Formacdao, entre outros [1].

Hoje em dia, existem em Portugal uma sede — em Lishoa — e seis filiais — em
Sines, Leca da Palmeira, Maia, Funchal, P6voa de Santa Iria e Ponta Delgada. A rede
mundial de escritorios e a interagdo profissional entre todos eles garantem a cobertura
de todos os servigcos prestados em qualquer parte do mundo, sendo essa uma das
principais razbes pelo crescimento deste grande grupo [1].
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2. ENQUADRAMENTO TEORICO

A qualidade alimentar € um dos fatores mais decisivos na hora da compra de um
determinado produto, e esta relacionada com a perce¢do que cada consumidor tem
acerca desse produto. As principais caracteristicas avaliadas pelos consumidores sao
o sabor, o odor, a textura, entre outros [2].

Com um mercado cada vez mais competitivo, encontrar um meio de ganhar
visibilidade e atrair consumidores, tornou-se um objetivo de primeira necessidade para
0 sucesso de qualquer empresa [3]. Para atingir esse objetivo, as empresas optam ou
por inovar os produtos ja existentes, ou por langar novos produtos no mercado. A
inovacao que o consumidor procura pode estar de acordo com o prazer, a saude, o bem-
estar, a sustentabilidade e ainda a conveniéncia [4].

No que diz respeito & saude, o acglcar, ou a quantidade deste presente nos
alimentos, é considerado um perigo [4]. Quando consumido em excesso, pode originar
diversas doengas, nomeadamente diabetes e obesidade. Ambas as doencas estdo
relacionadas com o consumo excessivo de acidos gordos saturados e de alimentos ricos
em acucar, incluindo bebidas.

Como solugdo para a elevada concentracdo de agucar presente nos alimentos e
bebidas, surgiu a possibilidade de adicionar edulcorantes as formulagcées dos produtos
alimentares, que atuam como substitutos do agulcar, como é o caso dos polidis [5].

O objetivo do estagio curricular desenvolvido no Laboratoério de Quimica da SGS,
consistiu na testagem e validagdo de um método analitico para a determinagéo de
polidis em produtos alimentares por cromatografia liquida de ultra eficiéncia, com detetor
de indice de refracdo (Ultra Performance Liquid Chromatography — Refractive Index
Detector: UPLC-RID).
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3 . CROMATOGRAFIA

De um modo geral, os métodos para analise quimica sao seletivos e nem todos
sdo especificos. Consequentemente, a separacdo do analito de potenciais
interferéncias €, na grande maioria dos casos, uma etapa crucial [6].

Devido a grande facilidade em separar, identificar e quantificar espécies quimicas,
a cromatografia ocupa um lugar de destaque entre os métodos analiticos modernos,
podendo ser utilizada isoladamente ou em simultdneo com outras técnicas instrumentais
de analise [7].

De acordo com a defini¢do da International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), a cromatografia € um método fisico de separacao em que 0s componentes a
separar sdo distribuidos entre duas fases, a fase estacionaria, com uma grande area
superficial e imdvel ao longo de todo o processo, e a fase mével que se move numa
direcdo definida. Em geral, a cromatografia implica a passagem dos componentes da
amostra através de um meio com o qual interatuam fisicamente — a fase estacionaria,
sendo arrastados por um fluido — a fase movel. A separacdo das moléculas resulta das
diferencas de afinidades e interacdes com a fase estacionaria. Componentes da
amostra que tenham maior afinidade com a fase estacionaria irdo mover-se mais
lentamente, ou seja, sdo retidos durante mais tempo do que 0s componentes com
interagBes mais fracas, que serdo os primeiros a eluir. E devido a estas diferencas de
velocidades que os componentes quimicos podem ser separados uns dos outros e
identificados, em condigBes especificas [8,9].

De acordo com a natureza da fase movel, a cromatografia pode ser classificada
em: cromatografia liquida, cromatografia gasosa e cromatografia de fluido supercritico,
sendo que para este trabalho apenas se destaca a cromatografia liquida [8].

3.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A cromatografia liquida é uma técnica analitica importante tendo em conta que a
maioria dos analitos ndo sao suficientemente volateis para serem separados por
cromatografia gasosa [10,11]. Esta técnica envolve a injecdo de um pequeno volume
de amostra liqguida num tubo cheio de particulas porosas, fase estacionaria, onde os
componentes individuais da amostra sao transportados ao longo do tubo de enchimento,
a coluna, por um liquido movido pela for¢a da gravidade, fase mével. A cromatografia
liquida é 0 nome genérico utilizado para descrever qualquer processo cromatografico
em que a fase movel seja um liquido e pode ser dividida em [8]:

Cromatografia liquida classica (CLC): este método utiliza colunas com
diametros relativamente grandes, empacotadas com fases estacionarias finamente
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divididas, pelas quais passam as fases maveis sob acédo da gravidade. Separa misturas
bastante complexas, porém é um processo demorado [7].

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC): utiliza colunas fechadas que
contém particulas muito finas, proporcionando separacfes mais eficientes. Utiliza altas
pressdes para forcar a passagem do solvente e assim diminuir o tempo de analise [7].

Cromatografialiquida de ultra eficiéncia (UPLC): o método de operacao € igual
ao HPLC. No entanto este método permite a andlise de particulas de tamanho ainda
mais reduzido [7].

3.2. HPLC

E uma técnica avancada da cromatografia liquida tendo vindo a ser cada vez mais
empregue ao longo dos anos. A HPLC pode ser definida em dois modos, dependendo
da polaridade da fase estacionéria: cromatografia de fase normal e cromatografia de
fase reversa.

A cromatografia de fase normal é utilizada quando o composto ou analito de
interesse é apolar, utilizando uma fase estacionaria polar e uma fase moével apolar. A
forca de adsor¢cdo aumenta a medida que aumenta a polaridade, com consequente
aumento do tempo de retencédo [12,13].

Relativamente a cromatografia de fase reversa, esta consiste numa fase maével
polar e uma fase estacionaria apolar, portanto, é utilizada quando o composto ou analito
de interesse é polar pois tem uma maior afinidade com a fase mével, enquanto os
compostos menos polares tém uma maior afinidade com a fase estacionaria [12,13].

3.2.1. EQUIPAMENTO

O sistema HPLC possui alguns componentes cruciais para o seu funcionamento:
reservatdrios que contém a fase movel e outros solventes de lavagem, a bomba, um
injetor para introduzir a amostra no circuito até a coluna, a coluna de separagdo e um
detetor que monitoriza os analitos e eluentes ap6s a separacdo da coluna. Muitos
equipamentos incluem ainda um forno de coluna que permite regular a temperatura em
que ocorre a separagédo [10]. O sistema é aberto, pelo que para além dos componentes
ja descritos anteriormente, tem-se ainda um reservatorio de admisséo de fase mével e
um outro, para recolha de residuos, ja no final do circuito [12,14]. Por norma, o HPLC
esta ligado a um computador, permitindo assim controlar o sistema e exibir os resultados
obtidos. Na figura 2, podem ser observados todos 0os componentes que integram um
sistema HPLC.
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Figura 2: Componentes de um sistema de HPLC [15].

e Bomba

As bombas s&@o as pegas de equipamento mais critica para 0 sucesso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia. O seu desempenho depende fortemente do
comportamento do fluxo da mistura de solventes usados como fase moével. Uma bomba
de HPLC moderna deve ter um fluxo continuo, uma taxa de fluxo com alta precisédo e
baixo volume morto. Além disso, deve ser possivel o controlo da pressdo maxima do
sistema [8].

e Injetor

Para se obter uma boa eficiéncia em analises cromatograficas, um fator muito
importante a considerar € a maneira como se introduz a amostra na coluna. Mesmo a
melhor coluna pode resultar numa fraca separacdo dos componentes se a inje¢cao nao
for feita cuidadosamente [8]. Por este motivo, € aconselhavel a utilizagédo de injetores
automaticos.

e Coluna

As colunas cromatogréaficas sdo normalmente constituidas por tubos de aco
inoxidavel. A maioria das colunas possui um comprimento entre 10e30cmetem2ab
mm de diametro interno. O empacotamento destas colunas é feito com particulas com
didmetro entre 3 e 10 ym, podendo estas possuir um formato irregular ou esférico. Por
norma, nas colunas utilizadas em HPLC, é inserida na sua parte inicial uma pré-coluna.
Esta é uma coluna de comprimento reduzido cuja funcéo é a remocao de impurezas da
solugdo amostra ou fase moével [10].

e Forno da Coluna

O controlo da temperatura em que ocorre uma separacdo pode ser relevante
dependendo do analito que esta a ser analisado. Numa grande maioria das separacoes,
o controlo da temperatura ndo é critico para o desempenho de um meétodo, sendo as
separacdes realizadas a temperatura ambiente [16].
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O aquecimento de uma coluna pode resultar na diminuicéo da viscosidade da fase
movel, o que reduz a pressdo no sistema permitindo fluxos mais répidos, reduzindo
assim os tempos de retencdo. E de notar que sujeitar uma coluna a temperaturas mais
elevadas que a temperatura ambiente, pode contribuir para a degradacao da coluna,
diminuindo a vida util da mesma [11].

e Detetor

Os dispositivos utilizados para a detecdo de sinal numa cromatografia baseiam-
se tipicamente nas diferencas das propriedades fisicas ou quimicas entre o eluente e o
analito [8]. De todas as técnicas de detecao aplicadas em HPLC, as mais comuns sao:
de absorcao no ultravioleta (UV) e no visivel, de fluorescéncia, de indice de refracao e
eletroquimicas [6]. Apesar de existirem varios tipos de detetores, todos devem possuir
caracteristicas em comum, nomeadamente serem igualmente sensiveis a todos os
picos eluidos ou registar apenas aqueles de interesse, ndo serem afetados por
mudangas na temperatura ou na composicado da fase movel, terem a capacidade de
controlar as pequenas quantidades de composto, ndo contribuirem para o alargamento
do pico, reagir rapidamente de modo a obter picos estreitos que passam rapidamente
pela célula, serem de facil manipulacao, robustos e baratos [8].

3.2.2. VANTAGENS E DESVANTAGENS

A HPLC apresenta varias vantagens, entre as quais se destacam a sua
aplicabilidade na quantificacdo de diversos tipos de analitos, englobando tanto
pequenas moléculas organicas e ides, como também grandes biomoléculas e
polimeros. Apresenta elevada sensibilidade e capacidade de separacdo, bem como
precisao e robustez, que fazem desta técnica uma ferramenta indispenséavel para o
controlo de qualidade em diversas areas de aplicagdo [12].

A principal desvantagem associada é o elevado custo, devido a elevada pureza
dos reagentes utilizados e ao elevado custo do equipamento e da sua manutengao [12].

3.3. UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography)

Atualmente a técnica de UPLC € a mais recente e inovadora técnica de
cromatografia liquida. Demonstra ser mais eficiente, devido ao reduzido tamanho de
particula constituinte da fase estacionaria, com consequente aumento da &rea
superficial disponivel para interacdo com o analito. Por este motivo, a UPLC promove a
melhoria de diversos parametros, nomeadamente velocidade, resolugéo e sensibilidade
[12].
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4. INTRODUCAO TEORICA

Os humanos, bem como outros mamiferos tém uma preferéncia inata por sabores
adocicados ja que na natureza os primeiros alimentos dos mamiferos, tal como o leite e
a fruta, sdo doces e estdo associados a calorias. Na dieta humana, os acucares ocorrem
naturalmente como componentes de diversos alimentos ou sdo adicionados durante o
seu processamento ou preparacdo. Os acucares de ocorréncia natural como a
sacarose, a frutose e a lactose sdo normalmente encontrados em frutas, legumes e
produtos lacticos [17].

4.1. SACAROSE

A sacarose € o carboidrato simples de baixa massa molecular mais abundante. E
produzido em larga escala por diversos paises, principalmente para usos alimentares,
dado que é um alimento natural e amplamente utilizado como ingrediente. Trata-se de
um dissacérido formado por dois monossacaridos: D-glicose e D-frutose (figura 3) que
fornece 4 kcal/g de energia. Também conhecida por agicar de mesa ou agucar comum,
pode ser encontrada maioritariamente na cana de acucar e na beterraba [18].

CH,OH
CH,OH
. O
HO
CH,OH
OH
Glicose + Frutose

Sacarose
all>2)

Figura 3: Estrutura Quimica da Sacarose [18].

Por ser um carboidrato simples de elevado indice glicémico, a sacarose €
facilmente digerida pelo organismo, fazendo com que os niveis de glicose aumentem
rapidamente na corrente sanguinea (aumento da glicemia), sendo necessario ao
organismo produzir mais insulina para a poder transportar para as células. Este fator
promove a hipoglicémia no sangue, e consequentemente a fome, de tal forma que se
sente necessidade de ingerir mais alimentos, promovendo assim o consumo diario de
mais calorias do que aquelas que sdo aconselhadas [19]. Segundo a Fundacéo
Portuguesa de Cardiologia, cerca de metade da populacdo portuguesa apresenta
excesso de peso e perto de um milh&o de adultos sofre de obesidade.
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Estes numeros estdo, entre outras causas, ligados a habitos de vida mais sedentarios
e a transformacado dos habitos alimentares, que tem favorecido o consumo de agucares
e gorduras saturadas [20].

O acucar apresenta uma variedade de func¢des na industria alimentar. Confere aos
alimentos dogura, aroma, textura, aumenta o seu tempo de vida util e ainda melhora a
cor. No entanto, existem compostos que possuem caracteristicas semelhantes a
sacarose e, por isso, podem atuar como substitutos desta, preservando o sabor e a
textura do alimento, ainda que apresentem menor poder calérico quando comparados
com a sacarose [21]. Estes substitutos sdo denominados por edulcorantes / adogantes
e pertencem ao grupo dos aditivos alimentares.

4.2. ADITIVOS ALIMENTARES

De acordo com o Codex Alimentarius, a definicdo de aditivo alimentar € qualquer
substancia que nao é consumida como sendo um alimento por si s6, nem € utilizada
como ingrediente, contendo ou ndo um valor nutritivo, e que € adicionada aos alimentos
com o intuito de produzir uma funcdo tecnoldgica, incluindo alteracdes nas
caracteristicas organoléticas, na fabricacdo, processamento, preparacao, tratamento,
embalamento, acondicionamento, transporte e conservacédo do alimento [22].

Por outras palavras, os aditivos sdo substancias quimicas incorporadas nos
alimentos processados ou bebidas, com o objetivo de melhorar as caracteristicas
organoléticas e satisfazer as necessidades de produgdo, processamento,
armazenamento e distribuicdo do produto final.

Os aditivos alimentares podem ter origem natural ou sintética. Os naturais podem
ocorrer naturalmente no alimento ou serem recuperados de uma fonte natural, enquanto
que os sintéticos sdo definidos como substancias artificialmente sintetizadas e
constituem a classe de aditivos mais utilizados na industria devido a sua estabilidade
guimica, facil aplicacéo e baixo custo [23].

De acordo com o uso pretendido, os aditivos alimentares podem ser subdivididos
em diferentes classes (figura 4) que incluem cerca de 230 compostos diferentes, sendo
gue os adogantes apresentam maior relevancia para este trabalho [24].

Alguns compostos apresentam mais de uma acao principal (ANEXO 1), devido as suas

diferentes funcionalidades, que sdo dependentes das quantidades adicionadas e do
modo de processamento do alimento [25].
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Figura 4: Classificacdo dos aditivos de acordo com as suas caracteristicas funcionais [24].

4.2.1. ADOCANTES / EDULCORANTES

Os adocantes séo utilizados para intensificar os niveis de dogura ou até mesmo
para incrementar a perce¢do do sabor doce, levando a uma maior aceitagdo por parte
do consumidor relativamente aquele tipo de produto. Este grupo de aditivos pode ser
dividido em 2 subclasses: os artificiais ou n&o nutritivos e os nutritivos. Os artificiais s&o
frequentemente utilizados como alternativa ao agucar, sdo baixos em calorias, devem
demonstrar seguranca alimentar e conter um sabor residual baixo. J& os adogantes
nutritivos, como € o caso da frutose, isomalte, etc., sdo baseados em diferentes tipos de
carboidratos e tém menos energia que o0 agucar, contudo ndo séo isentos de calorias
[25].

Quimicamente, os adocantes ou edulcorantes podem ainda ser divididos em
sulfonamidas, péptidos, clorossacaridos e poliois (tabela 1), sendo estes ultimos o ponto
de partida para o desenvolvimento deste estudo. Tanto as sulfonamidas, como os
péptidos e clorossacaridos, estéo inseridos no grupo dos edulcorantes n&o nutritivos. J&
0s polidis pertencem ao grupo dos nutritivos [26].

Tabela 1 — Caracteristicas das subclasses dos adocantes [4,24]

Classe dos Adocantes Exemplos Teor calérico Poder adocante
Adocantes ¢ P (kcal/g) (sacarose=1)
Acessulfame-k 0 100-200
Sulfonamidas Ciclomato 0 30-50
N&o Nutritivos Sacarina 0 300-550
Péptidos Aspartame 4 160-220
Clorossacéaridos Sucralose 0 400-800
Isomailtitol 2,0 0,45-0,65
Nutritivos Poli6is
Maltitol 3,0 0,90

11
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Classe dos AREETES Samles Teor caldrico Poder adocante
Adocantes (kcal/g) (sacarose=1)
Eritritol 0,2 0,60-0,80
Lactitol 2,0 0,30-0,40
Nutritivos Poliois Manitol 1,6 0,50-0,70
Xilitol 2,4 Igual a sacarose
Sorbitol 2,6 0,50-0,70

Em condic¢des ideais, os adogantes devem:

Possuir um baixo valor calérico;

Nao provocar efeitos prejudiciais na satde dos individuos;

Ter um tempo de vida util longo;

Ser estaveis a temperaturas e pH’s numa larga gama de trabalho;

N&o deixar qualquer sabor residual nas formulagdes onde sé&o inseridos;
Ser bastante sollveis em agua e facilmente dissolvidos;

N&o serem higroscdépicos (ndo devem absorver a agua).

S SRNE N NN NN

4.2.1.1. Adocantes Nao Nutritivos / Artificiais

Os adocgantes ndo nutritivos, também conhecidos como adocgantes de baixas
calorias, artificiais, ndo-caloricos ou intensos, apresentam um maior poder adocante do
gque os adocantes nutritivos. Assim, para obter o mesmo poder adog¢ante, a quantidade
de agucares ndo nutritivos que é necessario adicionar € menor e por isso estes fornecem
poucas ou nenhumas calorias [17,27]. Estes adogantes podem ser encontrados em
diversos produtos alimentares, tais como bebidas, gelados, pastilhas elasticas,
chocolate, saladas, entre outros [26].

Esta classe de adocantes tem vindo a ser bastante utilizada na alimentacéo
destinada a diabéticos e para perda de peso. Possui altos niveis de intensidade de
docura, dado que contém niveis muito superiores a sacarose, e um valor calérico pouco
relevante. Globalmente existem diversas organizacdes responsaveis por garantir a
segurancga dos produtos alimentares, como é o caso da Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS), que também é responsavel por autorizar a utilizacdo destes adogcantes nos
alimentos [28].

Segundo a Academia de Nutricdo e Dietética (fundada nos Estados Unidos),
estes adocantes podem melhorar o paladar de alguns alimentos que estéo inseridos nas
dietas e deste modo promover a aceitagdo desses produtos, aumentando assim o
consumo dos mesmos. No entanto, diversos estudos revelaram que o consumo de
produtos que continham adocantes nao nutritivos promovia o apetite, chegando-se
assim a conclusdo de que a sua funcdo na reducdo da obesidade ndo estaria a ser
cumprida. Um outro exemplo, foi um estudo realizado em criangas e adolescentes, que
veio comprovar que havia uma correlagédo entre o consumo de alimentos que continham
adogantes ndo nutritivos e o aumento do indice de massa corporal [26].

12
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E necessario ter ainda em atencdo que o uso deste tipo de edulcorantes se
encontra em debate devido ao facto de ainda estarem a ser discutidas as suas
vantagens e desvantagens para a saude humana. A FDA (Food and Drug
Administration) ndo permite, por exemplo, o uso do ciclomato em alimentos, dado j& se
ter verificado, em diversos estudos animais, que este substituto do agucar evidenciava
capacidade para ser cancerigeno [26].

4.2.1.2. Adocantes Nutritivos

Os adocantes nutritivos incluem o acucar refinado, mel, altos teores de frutose,
dextrose e polidis. Como os polidis sdo o tema principal deste trabalho, séo os Unicos
que serdo aprofundados [29].

4.3. POLIOIS

Os polidis, também designados por agucares alcoolicos, sdo compostos quimicos
que ndo sao considerados nem agucares nem alcoois, mas sim carboidratos que sao
provenientes da hidrogenagédo da sua fonte de agucar, em que o grupo carbonilo do
aldeido ou da cetona é reduzido a um grupo hidroxilo primario ou secundario (figura 5),
usando um catalisador de niquel [4,17,29].

OH
OH

8]
" . H, Redugio ”)\/OH i

aH | Redugiio OH 3y
OH OH

Figura 5: Representagdo das reagdes: 1- reducao de um aldeido a um grupo hidroxilo primario; 2- reducéo
de uma cetona a um grupo hidroxilo secundario [4].

Os polidis sao carboidratos de baixa digestéo, ou seja, sao absorvidos e digeridos
de uma forma incompleta no intestino delgado e sdo parcialmente fermentados no
intestino grosso, pelo que produzem menos energia do que aqueles que possuem uma
absorcdo completa, tal como a sacarose [24]. Podem ter efeitos positivos no que diz
respeito a normalizagdo do funcionamento do intestino, mas ainda assim, quando
consumidos em excesso, podem levar ao desenvolvimento de sintomas desagradaveis
como a diarreia, desconforto abdominal, entre outros [30].

13
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4.3.1. APLICACOES DOS POLIOIS

Os polidis tém diversas aplicacbes tanto na industria alimentar como na
farmacéutica, devido as suas propriedades fisico-quimicas.

Na industria alimentar, os polidis séo utilizados como substitutos da sacarose nas
formulacdes de varios produtos alimentares, tais como em gelados, gomas, produtos de
pastelaria e panificagédo, de forma a garantir que a qualidade e seguranca do produto se
mantém. Atuam ainda como agentes de corpo/volume, conferem textura, asseguram a
cor, e ainda promovem a diminuicdo das calorias nos alimentos. Resistem a altas
temperaturas de confecéo e atribuem aos alimentos uma dogura que pode ir dos 30%
aos 90% do poder adogante da sacarose [26,29].

Ao nivel da confegcdo, a higroscopicidade dos polidis é fundamental. A
higroscopicidade esta relacionada com a capacidade que estes polidis tém em reter a
humidade do ambiente (tabela 2). A maioria é pouco higroscopica, pelo que é uma
vantagem no que toca a capacidade de preservar o alimento por mais tempo, pelo facto
de ndo aumentar a atividade da agua do mesmo [4].

Também o poder refrescante, avaliado pelo calor de solugdo (tabela 2) que lhes é
carateristico, possibilita a sua insercdo em alimentos que procuram esta condicao,
proporcionando ao consumidor uma sensacao de frescura. A sensacgéo de frescura
obtém-se a energias inferiores a -20 kcal/g [4].

Tabela 2 — Higroscopicidade e calor de solugdo caracteristicos de cada poliol [4]

Polidis Higroscopicidade Calor de solucéo (kcal/g)
Isomaltitol Baixa -9
Maltitol Média -19
Eritritol Muito baixa -43
Lactitol Baixa -14
Manitol Baixa -29
Xilitol Média -36
Sorbitol Alta -26

Através da analise da tabela 2, conclui-se que o eritritol € o poliol que proporciona
uma maior preservacdo do alimento (higroscopicidade muito baixa). J& em relagdo ao
poder refrescante, verifica-se que o isomaltitol € que apresenta menor poder, enquanto
gue o eritritol € o que fornece maior frescura aos alimentos.

Uma outra aplicacao importante dos polidis é na alimentagéo para diabéticos ou
em alimentos light, dado que estes ndo exercem qualquer influéncia nos niveis de
insulina no sangue (tabela 3) e possuem um baixo indice calérico [29].

Comparativamente a sacarose, os polidis ndo sdo metabolizados ou sdo pouco
metabolizados pelos microrganismos orais, 0 que previne o aparecimento de caries [4].
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Pode-se entdo concluir que os polidis contribuem para a prevencao da diabetes,
obesidade e céries.

Tabela 3 — Valores de indice glicémico no sangue, para cada tipo de poliol [29]

indice glicémico no sangue

Polidis (glicose = 100)
Isomaltitol 9
Maltitol 35
Eritritol 0
Lactitol 6
Manitol 0
Xilitol 13

Sorbitol °

De todos os poliéis referidos até aqui, nos tépicos seguintes serdo apenas
abordados os de maior interesse para este trabalho, nomeadamente o maltitol, o sorbitol
e o xilitol.

4.3.2. MALTITOL

Formacgdo, producdo e origem: o maltitol (C12H24011) (figura 6) € um dissacarido
produzido comercialmente a partir do amido presente em cereais como o milho, trigo e
batata. Resulta da hidrogenacdo catalitica da D-maltose, originando um composto
formado por uma molécula de glicose e uma molécula de sorbitol ligadas entre si. Pode
ser encontrado naturalmente em diferentes frutas e vegetais, e ainda no malte torrado
e nas folhas de chicéria [31].

Caracteristicas: € o poliol com as caracteristicas mais semelhantes a sacarose, apesar
da higroscopicidade ser diferente, devido a sua alta pureza cristalina e composicao
guimica. De todos os poliois, o maltitol € o que tem a solubilidade em agua mais préxima
a da sacarose: 220 g de sacarose dissolvem-se em 100 mL de 4gua a 37 °C, enquanto
gue 200 g de maltitol sédo dissolvidos em 100 mL de agua a 37 °C. Possui um poder
adocante que se situa entre 0s 75% e 90% relativamente a sacarose. Ja em relacdo a
viscosidade, também se assemelha a sacarose [31,32].

Sabor: possui um poder refrescante minimo comparando com os restantes poliois e ndo
atribui qualquer sabor residual. Tem uma docgura semelhante a sacarose [4].

Aplica¢cdes: o maltitol pode atuar como agente de volume, emulsionante, estabilizador

ou espessante em alimentos e bebidas. Para além de poder substituir o agucar, também
pode substituir gorduras, uma vez que confere aos alimentos uma textura cremosa.
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Devido ao facto de ser pouco higroscopico e estavel a elevadas temperaturas, o maltitol
também pode ser empregue em produtos de panificacdo, lacticinios, doces e
chocolates. Também pode ser utilizado em produtos farmacéuticos e dentifricos [29,31].

Saude: ndo provoca céries. Dada a sua absorcdo lenta, a resposta da insulina
associada a sua ingestéo reduz significativamente. Possui baixo poder caldrico [29].

Metabolismo: o maltitol é lentamente digerido no intestino delgado, e parte que nao foi
absorvida é transferida para o célon onde é fermentada pelas bactérias existentes [29].

Efeitos: um adulto pode ingerir 40 g por dia, enquanto que uma crianca apenas 15 g.

Quando consumido em excesso, o maltitol pode produzir efeitos indesejaveis como
diarreia e desconforto abdominal [4].
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Figura 6: Estrutura quimica do maltitol [29].

4.3.3. SORBITOL

Formacgdo, producédo e origem: o sorbitol (CeéH1406) (figura 7) € um monossacarido
produzido a partir da hidrogenacao catalitica da glicose ou da sacarose, que utiliza um
catalisador de niquel a elevadas temperaturas [33]. E o poliol mais amplamente
encontrado na natureza, principalmente em macas, peras, péssegos e nectarinas, assim
como em frutas secas, tdmaras, passas e ainda em alguns vegetais [29,34,35].

Caracteristicas: possui entre 50% a 70% do poder adogante da sacarose e cerca de
um terco do seu valor caldrico [33]. Tanto a higroscopicidade como a solubilidade do
sorbitol sdo elevadas, sendo que a segunda, se deve a facil formacédo de pontes de
hidrogénio. Pode ser fabricado tanto na forma liquida, como cristalina [29]. E um
composto estavel, mesmo a altas temperaturas [36].

Sabor: apresenta um sabor doce, e devido ao seu calor de solu¢do ser negativo, da
uma sensacdo de frescura na boca [29]. Pode ser combinado com outros agentes
gelificantes, proteinas e gorduras ou acUcares, aumentando assim a percecao de
dogura e promovendo um melhor sabor [4].

Aplicacdes: além de atuar como adocante, é também um excelente estabilizante, anti-

cristalizante e um agente humectante e de textura [29]. E bastante utilizado na confec&o
de alimentos dietéticos, doces e gelados.
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A indastria farmacéutica também utiliza o sorbitol principalmente nos produtos de
higiene, como pasta dentifrica, e como matéria-prima na sintese de &cido ascérbico,
propilenoglicol, entre outros [36]. Para além destas aplicacdes, por ser higroscépico, é
muito utilizado em produtos de panificacdo, pastelaria e chocolates, uma vez que estes
produtos tém tendéncia a secar ou amadurecer durante o seu armazenamento.

Saude: ndo promove o aparecimento de caries, assim como também nao influencia os
niveis de glicose no sangue [28].

Metabolismo: é lentamente absorvido pelo corpo a partir do trato gastrointestinal, e é
metabolizado pelo figado principalmente como frutose, um carboidrato altamente
tolerado por pessoas com diabetes [33].

Efeitos: um consumo superior a 50 g por dia de sorbitol, pode ter como consequéncias
0 aparecimento de sintomas como diarreia e desconforto abdominal [28].
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Figura 7: Estrutura quimica do sorbitol [29].

4.3.4. XILITOL

Formacao, producéo e origem: o xilitol (CsH120s) (figura 8) € um monossacarido que
resulta da hidrogenacdao catalitica do aclcar da madeira (D-xilose), na presenca de um
catalisador de niquel [37]. Também pode ser produzido biotecnologicamente, com base
no seu metabolismo em leveduras [33]. Esta presente em muitas frutas e vegetais,
bagas, aveia e cogumelos, e é produzido em pequenas quantidades pelo organismo
humano [29].

Caracteristicas: tem uma docgura semelhante a da sacarose, ou seja, € o mais doce de
todos os adocantes nutritivos, ainda que com a vantagem de conter menos de metade
das calorias que contém a sacarose [28]. E ligeiramente higroscopico, pouco sollvel em
agua e estavel a altas temperaturas [4].

Sabor: ndo tem sabor residual, dissolve-se facilmente na boca e é considerado dos
polidis que proporciona maior sensacao de frescura na boca [29,34].

Aplicagdes: funciona como agente emulsionante, estabilizante, adocante e

espessante. Pode ser aplicado em pastilhas elasticas, doces e bolachas, mas também
em produtos farmacéuticos e nutracéuticos [4,29].
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Saude: ndo é cariogénico, uma vez que inibe o aparecimento das bactérias
responsaveis pelo surgimento das caries, e aumenta o pH da cavidade oral,
promovendo uma remineralizacdo dental. Existem ainda estudos que comprovam que
o xilitol pode reduzir a ocorréncia de otites em criancas [29].

Metabolismo: da quantidade de xilitol que é ingerida, cerca de 50% é absorvida no
intestino delgado, enquanto que 50-70% ¢é fermentada no intestino grosso [4].

Efeitos: o organismo humano é capaz de tolerar 100 g por dia deste poliol. Caso esta
gquantidade seja excedida podem ser sentidos efeitos gastrointestinais indesejaveis
como diarreia, € em casos mais graves, pode provocar sindrome do intestino irritavel.
Durante a fermentacéo do xilitol sdo ainda produzidos gases que podem causar inchaco
e flatuléncia [4,38].
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Figura 8: Estrutura quimica do xilitol [29].
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5. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Hoje em dia, é cada vez mais exigida e reconhecida a necessidade de evidenciar
a qualidade de um método de ensaio analitico. Para tal, 0 método € submetido a uma
avaliacdo denominada de validagéo. A validacdo tem como objetivo demonstrar, através
de estudos laboratoriais, que o método é adequado aos requisitos exigidos pela
aplicacdo analitica pretendida, ou seja, o processo de validagcao pretende demonstrar
que o método € adequado para a quantificacdo de determinado analito numa amostra,
a um certo nivel de concentracdo, com exatidao e precisdo satisfatorias. A validagéo é
importante, ndo s6 para os laboratérios ou instituicdes, como para os clientes destes,
pelo que é fundamental saber selecionar o método que melhor se adapta a cada analise
e que assegure a validade dos resultados [6,9,39].

A validagao de um método € um processo continuo, que comeca no planeamento
da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e
implantacao. Quando o método envolve técnicas cromatogréaficas, a validacao inclui a
execucao e interpretacdo de uma série de ensaios planeados com o objetivo de avaliar
as caracteristicas do método. Desta forma, todas as variaveis de um método devem ser
consideradas, tais como: procedimento de amostragem, preparacdo da amostra,
separacao cromatografica, detecdo e avaliagdo dos dados [6].

O processo de validac&o envolve o estudo de parametros por avaliacdo indireta e
por avaliacdo direta. A avaliagdo indireta é realizada por determinagéo e evidéncia dos
seus parametros caracteristicos. Por outro lado, a avaliagcdo direta é definida como
sendo a concordéancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceite
como convencionalmente verdadeiro, quer isto dizer, visa essencialmente conhecer a
exatidao [40].

5.1. AVALIACAO INDIRETA

Os parametros que séo analisados por avaliacdo indireta séo:

» Especificidade / Seletividade
» Quantificacdo
» Precisdo

5.1.1. ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE
Diz-se que um método é especifico quando permite distinguir o analito de outras

substancias que possam estar presentes na amostra, ou seja, quando garante que a
grandeza medida diz apenas respeito ao analito [39].
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A seletividade € a capacidade de um método identificar e distinguir um analito em
particular numa mistura complexa, sem interferéncia de outros componentes [9,40].

De forma sucinta, a especificidade refere-se a um método especifico para um
Unico analito e a seletividade refere-se a um método utilizado para varios analitos, com
capacidade de distingao entre eles [7].

5.1.2. QUANTIFICACAO

A quantificacdo é importante para interpretar os resultados obtidos em cada
ensaio. Para tal, é necessario calcular varios pardmetros, entre os quais se destacam:

Curvas de Calibragéo
Gama de trabalho
Linearidade
Sensibilidade
Limiares Analiticos

VVVYVYVY

Curvas de Calibragéo

A curva ou reta de calibrag&o é Gtil em andlises quantitativas, uma vez que permite
correlacionar uma concentragdo de analito conhecida, com a resposta dada pelo
método. Para isso, € necessario realizar uma série de solucdes padrdo com
concentracdo conhecida, que séo analisadas nas mesmas condi¢cdes que as amostras.
Obtém-se entdo uma curva de calibracdo, onde o sinal analitico (y) esta representado
em funcdo da concentragdo (x) [4]. A partir desta curva, € possivel determinar a
concentracdo do analito, através da equacéo 1.

A reta de calibracéo estd na forma de y = mx + b.

_y-b
Canalito = “m 1)

sendo y o sinal analitico, b a ordenada na origem e m o declive corresponde da reta.

Para avaliar a calibracdo analitica, pode ser usado o coeficiente de correlacéo
linear (r), calculado com base na equacéo 2 [4,40].

__ I{0a=0 x (v -9))
(2N (0 -02) % 58 {-9)%)

@)

onde N é o numero de pontos da reta de calibracdo (N = 5), X e y correspondem a média
dos valores de x (concentracdo dos padrées) e de y (sinal analitico), respetivamente.

Deste modo, o r estabelece a relacdo que existe entre o sinal analitico medido e
a concentracao do padréao [4,9].

O valor de r pode variar entre -1 < r < 1, sendo que para efeitos de validagéo de
métodos, o seu valor deve ser superior a 0,995 [40].
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e Gama de Trabalho

A gama de trabalho ou gama analitica, corresponde ao intervalo de concentracdes
a partir do qual é possivel determinar o analito com uma boa linearidade, precisao e
exatidao, e é expressa nas mesmas unidades do resultado obtido pelo método analitico
[41].

A gama de trabalho pode ser avaliada através do teste de homogeneidade das
variancias, segundo o qual o nimero de padrbes para a calibragdo deve ser superior a
cinco. No teste da homogeneidade das varidncias, tanto o primeiro como o Ultimo
padrdo, sado analisados em 10 réplicas independentes, para de seguida serem
calculadas as suas variancias (S12 e Sn?) (equacéo 3) [40].

S (- Vi)z

.2=
Si N, -1

3)
Com:

10

i = Ni
sendo i — numero do padréo, Ni — numero de repeticdes efetuadas e j — valor obtido em
cada repetigéao.

As variancias sao testadas para examinar se existem diferencgas significativas nos
limites da gama de trabalho, através do calculo do valor teste, TV:
Sn2 2 2
a) TV=—7 (5),seS," >S4
ST
2

s
b) TV=-"ls  (6), 542> 8,2
Sh

O valor calculado deve seguir uma distribuicdo de Fisher, sendo que o numerador
deve conter os mesmos ou mais graus de liberdade do que o denominador [7]. Por fim,
compara-se este valor com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor / Fisher
(ANEXO 2), para n-1 graus de liberdade:

» Se TV < F: as diferencas de varidncias ndo sao significativas e a gama de
trabalho esta bem ajustada;

» Se TV > F: as diferencas de variancias séo significativas e a gama de trabalho
deve ser reduzida até que a diferenca entre as variancias relativas ao 1° e ultimo padréo
permitam obter TV < F [40].

e Linearidade
A linearidade é a capacidade que o método analitico tem de fornecer um sinal

diretamente proporcional a concentragdo do analito, dentro do intervalo da gama de
trabalho [9,41].
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Um dos parametros que pode ser usado para avaliar a linearidade € o coeficiente
de determinacdo (r?), que traduz a adequabilidade de um modelo linear aos valores
experimentais, sendo que deve assumir valores superiores 0,98 [9,42]. No entanto, este
coeficiente apenas € bom indicador de correlagdo, mas ndo necessariamente de
linearidade, pelo que n&do deve ser analisado isoladamente. Segundo a norma 8466-1
[43], o teste de RIKILT é um teste complementar ao coeficiente de correlacdo, que
permite avaliar de forma mais fidvel a linearidade [8,41].

O teste de RIKILT permite analisar a linearidade em cada ponto da reta. Como tal,
determina-se a razao entre cada sinal instrumental y, e a concentracao respetiva x;, bem

Xi

como a média das razdes obtidas: m( ) O valor da média devera ser considerado

Yi
como 100% (linearidade perfeita), e cada ponto da reta devera estar entre os 90% e
110%. Caso algum ponto nao verifique este requisito, € excluido e o teste de RIKILT
deve ser novamente aplicado a gama reduzida [8,41]. A equacgdo 7 representa a

equacédo a ser utilizada no teste:

Yi
1 )x100% ()

O

e Sensibilidade (S)

A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com elevado nivel de
confianca, pequenas variagdes na concentracdo do analito [44]. Corresponde a
derivada de primeira ordem da curva de calibracdo na zona de concentracdo definida.
Caso a curva seja definida por um modelo linear, a sensibilidade sera constante ao longo
de toda a gama de trabalho e igual ao declive (m) dessa reta de calibragéo [9]:

_by_

STk

®)

sendo que Ay corresponde ao valor lido pelo método e Ax as pequenas variagdes de
concentracao.

Pode-se entdo concluir que em modelos lineares, a sensibilidade do método esta
relacionada com o declive da reta, ou seja, quanto maior for o declive, mais sensivel é
0 método.

A sensibilidade tem bastante interesse pelo seu aspeto relativo, ou seja, quando
se pretende averiguar a sua evolucdo ao longo do tempo ou quando se pretende
compara-la entre métodos analiticos, baseados em modelos lineares, para 0 mesmo
analito ou ainda quando se compara a sensibilidade para varios analitos [8].

E ainda de salientar que o termo sensibilidade encontra-se associado a
capacidade de resposta do analito e ndo deve ser confundido com o limite de detecao,
gue corresponde a menor concentracdo do analito que pode ser detetada, e que sera
abordado mais a frente [9].
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e Desvio-padrao do método (Sm)

O desvio-padrao do método (equacgdo 9) permite perceber a qualidade do trabalho
realizado. Este desvio padrdo € determinado com base nos valores do desvio-padréo
residual (Sy/x) (equacao 10), que exprime a disperséo dos valores do sinal instrumental
em torno da curva de calibracdo, e no declive das retas de calibracdo [4,40]:

Sy/x

Sm= m ©)

(10)

em que Y, sdo os valores individuais do sinal instrumental obtido, y, séo os valores do

sinal previstos pela reta de calibragéo, N € o nUmero de pontos da reta e m corresponde
ao declive.

O desvio-padréo relativo do método (DP) é determinado da seguinte forma:
Sm
DP % = = x 100% (11)

onde X corresponde & média dos valores de concentragdo da solucdo padréo, utilizados
para a construcdo da reta de calibragdo. Por norma, os valores de DP devem ser
inferiores a 10%.

. Limiares analiticos
Limite de Detecéo (LD)

O limite de detecdo pode ser definido como o teor minimo, a partir do qual é
possivel detetar a presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel
(normalmente 95%). Este limiar analitico corresponde a mais pequena quantidade de
substancia a analisar que pode ser detetada huma amostra, mas nao necessariamente
gquantificada como valor exato. Uma leitura inferior ao LD nao significa que o analito ndo
esteja presente na amostra, apenas que a sua concentracao € inferior a um determinado
valor [40].

Quando o método analitico envolve a utilizacdo da calibragéo linear, o limite de

detecdo é calculado através do desvio padrdo-residual da curva de calibracdo, de
acordo com a seguinte equagéao [40]:
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Limite de Quantificacédo (LQ)

O limite de quantificacdo corresponde a menor concentracéo na qual é possivel
quantificar o analito com uma certa precisao e exatiddo. Normalmente o LQ corresponde
ao padrdo de calibracdo de menor concentracdo [4]. Este pardmetro pode ser
determinado da seguinte forma:

10 x Sy/X
= @3

Segundo as recomendacdes IUPAC, apds a sua determinacdo este deve ser
testado de modo a averiguar se a exatiddo e precisao conseguidas séo satisfatorias.

5.1.3. PRECISAO

A precisdo tem como objetivo avaliar a dispersédo dos resultados obtidos entre
ensaios independentes, repetidos sobre a mesma amostra (duplicados), amostras
semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas [9,40].

Existem duas medidas extremas para avaliar essa disperséo: repetibilidade e
reprodutibilidade. Entre estas duas medidas extremas de precisdo existe uma situagao
intermédia que se designa por precisdo intermédia ou variabilidade laboratorial [40].

Geralmente, a precisdo é expressa sob a forma de desvio-padréo (s):

ou pelo coeficiente de variagao (CV):
S
CV (%) = ; x 100 (@15)

Sendo que s corresponde ao desvio padrdo da precisdo e X a média dos resultados
obtidos. Por norma, em métodos de andlise, aceitam-se valores de CV até 10%. Quer a
repetibilidade, quer a reprodutibilidade dependem, geralmente, da concentracdo de
analito, por isso devem ser determinadas para um diferente nimero de concentracdes
[6,9].

e Repetibilidade

A repetibilidade avalia a dispersdo dos resultados de medi¢cdes sucessivas que
usam o mesmo método sob as mesmas condi¢bes de medicao, isto é, usam 0 mesmo
procedimento, realizado pelo mesmo analista, com 0 mesmo equipamento e usando as
mesmas condi¢Bes experimentais. Quer isto dizer que a repetibilidade é o desvio padrao
associado a média dos resultados obtidos no método [6]. A determinacdo da
repetibilidade exige no minimo 10 ensaios.
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O limite de repetibilidade (Ar) é definido como o valor maximo permitido para a
diferenca entre dois ensaios obtidos em condi¢cdes de repetibilidade, com um intervalo
de confianca de 95% e é calculado com base na equacgéo 16 [9,40]:

Ar =15 05(n-1) X V2 X Sy (16)

onde n é o numero de réplicas que servem de base para determinar o desvio-padrao,
S, , referente a repetibilidade estimada, e t8,05(n_1) o valor critico da distribuic&o t-student

(ANEXO 3), com um nivel de significancia de 0,05 e com n-1 graus de liberdade.

Se a amplitude entre dois ensaios for superior ao limite de repetibilidade, deve ser
feita uma andlise critica e, se necessario, recorrer a repeticdo de ensaios segundo um
plano assente em dados bibliograficos ou normas [9].

O coeficiente de variacdo de repetibilidade, CV,, também deve ser considerado, e
€ numericamente igual a razdo entre o desvio-padrdo da repetibilidade, S;;, e a média
dos resultados obtidos, X:

S .
CVr (%) = % x 100 (17)

e Reprodutibilidade

A reprodutibilidade refere-se a precisdo de um método efetuado em condic6es de
ensaio diferentes, utilizando o mesmo procedimento numa mesma amostra, fazendo-se
variar as condi¢bes de medicédo tais como [40]:

v diferentes laboratérios;

v diferentes operadores;

v diferentes equipamentos;

v elou intervalo temporal diferente.

O limite de reprodutibilidade (AR) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma
probabilidade de 95%, a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio, obtidos nas
condigdes referidas [40].

AR =15 05n-1) X V2 x Sg;  (18)
Também é importante considerar o coeficiente de variagdo de reprodutibilidade,

CVR, que é numericamente igual a razao entre o desvio-padréo da reprodutibilidade, Sri,
e a média dos resultados obtidos, X. Este pode ser determinado segundo a equagao:

_ Spi
CVR (%) == x 100 (19)

Quando o objetivo passa pela implementacdo de um novo método de analise, 0
estudo da reprodutibilidade de um método é imprescindivel, uma vez que é necessario
investigar a precisdo do método sobre diferentes condi¢cdes. O mesmo nado tem tanta
importancia na validacdo de um método num sé laboratério de andlises, uma vez que a
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intencdo passa por executar o método nesse mesmo laboratério, dando uso aos
mesmos equipamentos, com condi¢cdes que variam pouco ao longo do tempo [9].

e Precisao Intermédia

A precisdo intermédia exprime a precisdo estimada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, ho mesmo laboratoério ou
em laboratérios diferentes, mas definindo exatamente qual ou quais as condi¢des a
variar, nomeadamente diferentes analistas, diferentes equipamentos ou diferentes dias,
sendo que para esta Ultima se aconselham no minimo dois dias de diferenca entre cada
analise [7,40].

Esta medida de precisdo é considerada a mais representativa da variabilidade dos
resultados num laboratério e, como tal, mais aconselhavel de usar. Segundo a norma
ISO 5725:3 [45], 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 padrbes, ou
gquando se realizam n medi¢cdes sobre uma mesma amostra, amostras supostamente
idénticas ou 0 mesmo padrdo. De acordo com esta norma 0 método considera-se
preciso em termos de precisdo intermeédia se o coeficiente de variacéo (equagéo 20) for
inferior a 5,0% [40].

_ _ Spi
CPi (%) = > x 100 (20

5.2.  AVALIACAO DIRETA

A avaliagdo direta tem como objetivo determinar a exatiddo dos métodos de
ensaio. A exatidao é definida como sendo a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceite como verdadeiro [4,40].

A exatiddo do método deve ser determinada apos ser estabelecida a linearidade,
gama de trabalho e especificidade do mesmo, sendo que deve ser verificada a partir de,
no minimo, nove determinacdes, ou seja, trés concentragdes distintas (baixa, média e
alta) dentro da gama de trabalho, com no minimo trés réplicas cada [7]. E importante
referir que uma boa exatiddo nem sempre é sinénima de uma boa preciséo, tal como se
pode constatar na figura 9 [39].

Figura 9: Esquema representativo da relagdo entre a exatidao e a precisdo: A) boa exatidao e boa preciséo,
B) ma exatiddo, mas boa precisédo, C) boa exatiddo, mas ma precisao e D) ma exatiddo e ma precisdo [39].

26



Validagdo de um método para andlise de polidis em alimentos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia.

Os processos mais utilizados para avaliar este parametro sdo: materiais de
referéncia certificados (MRC), ensaios interlaboratoriais, testes comparativos e ensaios
de recuperacdo, sendo que apenas o ultimo sera usado para a andlise da exatidao [4].

5.2.1. MATERIAIS DE REFERENCIA CERTIFICADOS (MRC)

Os materiais de referéncia certificados sao utilizados no processo de validacéo de
um método de ensaio, de forma a avaliar o desempenho do laboratério, por isso, o
fornecimento de MRC é realizado por entidades reconhecidas e de confian¢a, como por
exemplo o NIST (National Institute of Standards and Technology, dos Estados Unidos
da América) [7].

Na avaliacdo da exatidao através de 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. Existem diversos
parametros utilizados para fazer a comparacao dos valores obtidos, entre os quais se
destacam [7]:

v Erro Relativo (ER);
v' Fator de Desempenho Z (Z-Score);
v Erro Normalizado (En).

e Erro Relativo (ER)

O erro relativo revela a componente dos erros sisteméaticos do laboratério, sendo
o préprio laboratério quem estabelece o grau de exigéncia relativo a exatidao para o
método estudado, com base em dados bibliograficos. O ER pode ser calculado através
da seguinte expressao [40]:

_ Xjap — X

ER V. x100%  (21)
Vv

onde X, € 0 valor obtido experimentalmente ou a média aritmética dos valores obtidos
e Xy o0 valor considerado como verdadeiro.

e Fator de Desempenho (“Z-Score”)

O laborat6rio pode também optar por verificar o seu desempenho na analise do
MRC, através do calculo do fator de desempenho (equacao 22) [40]:

_ Xjab — Xy

Z x 100%  (22)

sendo Xiap 0 valor obtido pelo laboratério, Xy, 0 valor aceite como verdadeiro para o MRC,
e s a unidade de desvio, que podera ser a incerteza do MRC ou outra unidade de desvio
interna.
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A avaliacdo do desempenho pode ser feita de acordo com a seguinte escala [40]:
|Z| < 2: satisfatorio
2< |Z]| = 3: questionavel
|Z] > 3: incorreto
e Erro Normalizado (En)
Caso o laboratério calcule a incerteza do seu resultado (U,,,), 0 valor verdadeiro
(Xy) deve estar dentro do intervalo de incerteza de Xia. Quando tal ndo acontece, este

intervalo podera ser subestimado. Nestes casos, é geralmente empregue o conceito de
erro normalizado (En) (equacgéo 23) para efetuar a avaliacdo do desempenho [40]:

(Xlab - xV)

’ 2 2
UIab + Uref

2 L. , .
sendo que U € a incerteza associada ao valor verdadeiro.

En= (23)

Se |En| £ 1, entdo Uiab estd bem estimada.
5.2.2. ENSAIOS INTERLABORATORIAS

Os ensaios interlaboratoriais sédo importantes quando um laborat6rio pretende ser
acreditado, avaliando desse modo a sua exatiddo ou quando pretende avaliar as
caracteristicas do método, no que diz respeito aos parametros de repetibilidade e
reprodutibilidade. Por este motivo, esta igualmente a demonstrar que possui uma
precisdo semelhante aos outros laboratérios, num estudo em concreto [4].

5.2.3. TESTES COMPARATIVOS

Na avaliacdo de um método interno, a aplicacdo de testes comparativos € uma
mais-valia, para além de uma opg¢do mais econdémica, uma vez que permite estabelecer
a comparagdo entre os resultados obtidos por esse mesmo método e os resultados de
um meétodo considerado como referéncia. Este tipo de ensaio comparativo pretende
essencialmente realizar o estudo da proximidade dos resultados obtidos pelos dois
métodos de ensaio, ou seja, avaliar a exatiddo do método interno face ao método de
referéncia. Em termos praticos, usando os dois métodos de ensaio em separado sobre
as mesmas amostras, sao realizadas andlises em replicado. Esta comparagéo pode ser
feita tanto numa gama restrita de concentragbes como em toda a gama de
concentracdes na qual se pretende validar o método [9].

5.2.4. ENSAIOS DE RECUPERACAO

Os ensaios de recuperacao permitem avaliar a exatiddo sem recorrer a materiais

certificados, 0 que é uma grande vantagem econOmica para o laboratorio, usando
apenas solucdes de padrdo e amostras.
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Inicialmente a amostra é analisada sem qualquer fortificac&o, através de ensaios
em duplicado, e de seguida, é fortificada com uma determinada quantidade de padréo,
de concentracdo conhecida.

A taxa de recuperacado (R) (equacdo 24), resulta da comparacdo entre a
quantidade exata de padrdo que foi adicionada a amostra, e o valor experimental obtido
pela metodologia. O valor da taxa de recuperacao deve ser proximo dos 100% para que
0 método seja considerado apto [4]. No laboratério, foi estabelecido internamente que
o0 intervalo aceite para as taxas de recuperacado seria entre 80% e 120%.

Cobida - Cinici
R (%) — obtida inicial x 100 (24)
Cfortifica(;éo

Csp x Vadicionado
Cortificagio = Voo n (25)
diluicao

Sendo que a Cobtida Sse trata da concentracdo final de analito na amostra apés a
fortificac@o e a Cinicial indica a concentragdo da amostra para o respetivo analito, antes
da fortificacdo. Csp representa a concentracdo da solucdo padrdo de maior
concentracdo, Vadicionado € 0 volume adicionado da solucdo padrdo de maior
concentracao e Vdiluigio corresponde ao volume final da amostra apos diluicéo.

Se as taxas de recuperagdo estiverem compreendidas entre 80% e 120%, o
método € considerado exato.
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6. SECCAO EXPERIMENTAL

Nesta seccado enumeram-se 0s reagentes, materiais e equipamentos hecessarios
a realizacao deste trabalho, bem como a descri¢do do procedimento realizado.

6.1. REAGENTES

Os reagentes utilizados foram: acetona e agua para HPLC adquiridos na
Honeywell e VWR, respetivamente; padrao de sorbitol de grau analitico para HPLC
adquirido na VWR; padrdao de grau analitico de xilitol adquirido na TCIl e padrao de
maltitol de grau analitico adquirido na Alfa Aesar.

6.2. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Trituradora

Erlenmeyers (VWR; Normax)

Balanca analitica (VWR = 0,0001 g)

Banho de agua (Velp Scientifica)

BalBes Volumétricos (Normax)

Centrifuga (Hettich Zentrifugen)

Tubos falcon (Normax)

Micropipetas (Normax; Eppendorf)

Pontas para micropipetas (Eppendorf)
Ultrassons (Bandelin Sonorex Super)
Magnetes

Seringas 5 mL (Henke-Ject)

Filtros Seringa 0,45 um (Pall corporation)
Vials (Alwsci Technologies)

Equipamento HPLC com detetor de indice de refracdo (Agilent Technologies 1260
Infinity)

Coluna para HPLC (XBridge Amide 3.5 pm)

S N N N N N N N N VNN

<

6.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
6.3.1. PREPARACAO DA FASE MOVEL

A fase movel utilizada é constituida por acetona e agua ultrapura para HPLC numa
razéo de 80:20 (v/v). De seguida séo adicionados 1,5mL de trietilamina.
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6.3.2. PREAPARACAO DA SOLUCAO-MAE PADRAO (5% m/v)
Pesar rigorosamente 2,5g de cada poliol (sorbitol, xilitol e maltitiol) hum balédo
volumétrico de 50 mL. Perfazer o volume com agua ultrapura e colocar o baldo no

aparelho de ultrassons até dissolver.

6.3.3. PREPARACAO DOS PADROES PARA A CURVA DE CALIBRACAO

Preparar 6 solucdes padrédo: padréo 1, 2, 3, 4, 5 e 6 com concentracdo de 0,05;
0,10; 0,50; 1,00; 2,00 e 3,00%, respetivamente e de acordo com a seguinte tabela:

Tabela 4 — Volumes a pipetar da solugdo-mée padréo para a construcao da curva de calibracéo

0,05 1 100
0,10 2 100
0,50 5 50
1,00 5 25
2,00 10 25
3,00 15 25

6.3.4. MATRIZ ALIMENTAR

Para a validacdo do método em questdo, € necessario utilizar uma matriz
alimentar que contenha na sua formulacao poliois. Neste caso, foi escolhida uma tablete
de chocolate negro sem agucar, uma vez que se suspeitava que o agulcar tivesse sido
substituido por polidis.

6.3.5. PREPARACAO DA AMOSTRA

Pesar 5 g de uma amostra representativa devidamente homogeneizada para um
erlenmeyer. Adicionar 50 mL de agua ultrapura a amostra e colocar num banho a 60 °C
durante 25 min. Centrifugar e filtrar com filtro seringa de 0,45 pum para vials. A amostra
deve ser analisada no HPLC logo apdés a preparacao.

6.3.6. ENSAIOS DE RECUPERACAO

Tal como referido no ponto 5.2.4, os ensaios de recuperacdo consistem em
adicionar a amostra uma quantidade conhecida de padrédo, que é posteriormente
comparada com o valor experimental obtido pela metodologia. Sabendo a concentracdo
inicial da solugdo-méae padrao (5%), a concentracao final de padréo para fortificacdo da
amostra (qualquer valor dentro da gama de trabalho), e o volume final pretendido
(50mL), é possivel determinar qual o volume inicial de solugdo-m&e a adicionar a
amostra.
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Este volume é calculado segundo a equacéo 26:
CixVi=Cix Vi (26)

6.3.7. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As condi¢cdes cromatogréficas usadas para a validacdo do método foram as
seguintes:

Volume de injecdo: 10uL

Fluxo: 0,5mL/min

Temperatura do forno da coluna: 55°C
Tempo de corrida: 20min

Detecdo: RID

AN NN
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos para a validacdo do método
dos poliodis, bem como a sua consequente interpretacéo.

7.1. ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE

Os parametros de especificidade e seletividade permitem determinar a existéncia
de possiveis interferéncias e a sua influéncia nos resultados obtidos.

7.1.1. ESPECIFICIDADE

A especificidade do método foi avaliada para demonstrar que o método é capaz
de avaliar inequivocamente cada um dos compostos de interesse. Este estudo foi
realizado injetando cada composto de forma individual e em diferentes concentragdes.

e Xilitol
Foram preparadas trés solu¢cdes contendo xilitol com concentragdes distintas:
0,05%; 0,50% e 3,00% (nivel baixo, médio e alto). Para cada uma destas soluc¢des foi
registado o tempo de retengdo (tr), bem como as areas dos picos e 0s respetivos

cromatogramas obtidos (ANEXO 4).

Tabela 5 — Tempos de retengdo e areas de pico obtidos para o xilitol

tr (min) Area do pico
Padré&o 1 (0,05%) 6,464 1193565,4
Padré&o 3 (0,50%) 6,599 1992 732,9
Padréo 6 (3,00%) 6,628 6617 764,0

Através da analise da tabela 5 é possivel verificar que a variacdo da concentracao
de analito ndo tem influéncia no seu tempo de retencdo, apenas se regista um aumento
da intensidade do pico (area), uma vez que esta € proporcional a concentracao de
analito. Pode entéo concluir-se que o método é especifico para o xilitol.
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e Sorbitol
Assim como para o xilitol, para o sorbitol também foram preparadas as mesmas
trés solucbes, alterando apenas o analito em estudo. Os dados referentes ao sorbitol

foram registados na tabela 6 e os seus cromatogramas encontram-se no ANEXO 5.

Tabela 6 — Tempos de retencgao e areas de pico obtidos para o sorbitol

tr (min) Area do pico
Padrao 1 (0,05%) 7,624 255 440,1
Padréo 3 (0,50%) 7,745 1092 240,3
Padrao 6 (3,00%) 7,783 5499 489,5

Tendo em conta os resultados obtidos para o sorbitol pode-se concluir que o
método escolhido é especifico para este analito, uma vez que o tempo de retengéo
permanece quase inalterado, independentemente da concentragdo. Ja a area do pico
aumenta ao longo da gama de trabalho, tal como era de esperar.

e Maltitol

O Ultimo analito em estudo era o maltitol. Também para este foram preparadas
trés solugbes de concentragdo distinta, com o objetivo de avaliar qual o impacto da
variagdo da concentracdo nos tempos de retencdo e areas de pico. Os cromatogramas
obtidos encontram-se no ANEXO 6 e os restantes dados estdo representados na tabela
7.

Tabela 7 — Tempos de retencgao e areas de pico obtidos para o maltitol

tr (min) Area do pico
Padréo 1 (0,05%) 13,106 65 211
Padr&o 3 (0,50%) 13,125 859 410,9
Padréo 6 (3,00%) 13,251 5284 4175

Tal como para os analitos anteriores, também para o maltitol se concluiu que o
método era especifico, uma vez que nao se registou impacto no seu tempo de retencgao,
com a variagcdo da concentragdo. Verificou-se ainda um aumento da intensidade dos
picos, uma vez que aumentando a concentracdo da solucdo, a area do pico aumenta
consequentemente.
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7.1.2. SELETIVIDADE

Uma vez que se demonstrou que a variacdo da concentracdao nao tem influéncia no tempo de retencdo dos analitos, a seletividade do
método foi demonstrada pela injecéo de seis solugbes (padrdes de calibracdo) contendo os trés analitos juntos, em concentracdes distintas. A
figura 10 ilustra um dos cromatogramas obtidos, neste caso, para o padrao 6 (3,00%), que é o padrao de maior concentracdo, logo é mais facil
de observar os picos obtidos.

e
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100000 = o
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Figura 10: Cromatograma obtido para o padréo 6.

Ao comparar os tempos de retencéo dos analitos obtidos no padréo 6, com os tempos de retengdo obtidos para cada um de forma individual
(tabelas 5 a 7), ndo se verificam alterac6es significativas. Por este motivo, pode-se concluir que para além de especifico, 0 método também
demonstrou ser seletivo para os polidis em estudo, visto que ao injetar solu¢des que contenham os trés em simultaneo, o0 método é capaz de os
separar e distinguir, sem afetar o seu tempo de retencao.
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7.2.  CURVA DE CALIBRACAO E LINEARIDADE

Este método utiliza uma curva de calibracdo na qual estao representados os varios
padrdes escolhidos, e através da qual podemos conhecer a quantidade de polidis
presentes na amostra de chocolate em estudo.

Os padrdes séao referéncias muito importantes na validacdo de qualquer método
analitico, logo ndo devem ser removidos de uma curva de calibragdo sem fundamento
estatistico, pois a gama de trabalho do método pode ficar afetada.

Para avaliar a linearidade da calibracdo analitica, foi analisado o r? de todas as
curvas de calibracéo tracadas para cada poliol ao longo de todo o periodo de estagio, e
de seguida submeteu-se uma delas ao teste de RIKILT para comprovar de facto a
linearidade, através do estudo dos residuos.

e Xilitol
Na tabela 8, encontram-se representadas as equagfes das retas obtidas para
cada curva de calibracdo do xilitol, bem como os coeficientes de determinacéo

associados.

Tabela 8 — Listagem das diferentes equagdes da reta e coeficientes de determinagdo, obtidos nos diferentes
dias de trabalho, relativos ao xilitol

Equacdes da Reta 2
y = 1E+06x + 907 057 0,9979
y = 1E+06x + 964 684 0,9976
y = 822455x + 9 884 0,9988
y = 1E+06x - 13 299 0,9994
y = 2E+06x + 58 295 0,9979
y = 2E+06x + 126 158 0,9982
y = 2E+06x + 96 670 0,9984
y = 2E+06x + 22 272 0,9987

Com base na tabela 8 é possivel concluir que o modelo linear é adequado aos
valores experimentais obtidos para o xilitol, uma vez que todos os coeficientes de
determinacgao sdo superiores a 0,98.

Das varias curvas de calibracéo tracadas para o xilitol, submeteu-se uma delas,

representada graficamente na figura 11, ao teste de RIKILT, cujos resultados do mesmo
foram registados na tabela 9.
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Figura 11: Representagéo gréfica de uma curva de calibragdo obtida para o xilitol.

Tabela 9 — Avaliacdo da linearidade da reta de calibragdo do xilitol através do teste de RIKILT

Yi
Xi Yi n YiYi X 100%
Xi m(x)
0,0500 37 875,90 757 366,5267 91,38
0,1000 82 364,90 823 484,3031 99,36
0,5001 453 845,60 907 509,6981 109,50
1,0002 852 869,90 852 699,3601 102,88
2,0004 1599 888,10 799 784,0932 96,50
3,0006 2 502 881,80 834 127,1079 100,64

A partir da tabela 9, é possivel verificar que todos os pontos da reta de calibragédo
se encontram no intervalo entre 90 e 110%, confirmando assim a linearidade do método

para o xilitol.

e Sorbitol

A tabela 10 é referente as equacdes das retas obtidas para o sorbitol e aos

coeficientes de determinacgéo registados para cada uma.
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Tabela 10 — Listagem das diferentes equacdes da reta e coeficientes de determinagdo, obtidos nos
diferentes dias de trabalho, relativos ao sorbitol

Equacdes da Reta 2
y = 2E+06x + 246 895 0,9971
y = 2E+06x + 401 718 0,9989
y = 2E+06x — 110 096 0,9990
y = 2E+06x — 115 155 0,9976
y = 2E+06x — 58 216 0,9978
y = 2E+06x + 75 881 0,9994
y = 2E+06x + 37 490 0,9975
y = 2E+06x + 4 636,8 0,9986

Todos os coeficientes de determinagdo registaram um valor acima de 0,98; pelo
que se pode concluir que existe uma boa correlacdo entre os valores obtidos pelo
método.

Uma das curvas de calibracdo determinadas para o sorbitol (figura 12) foi testada
pelo teste de RIKILT, registando-se de seguida os resultados do teste na tabela 11.

Curva de Calibracao Sorbitol
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2.0E+6 g
1,0E+6 ‘I.."-._

000,0E+0 **
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1 2 1
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Figura 12: Representacgédo grafica de uma curva de calibragdo obtida para o sorbitol.
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Tabela 11 — Avaliacéo da linearidade da reta de calibracéo do sorbitol através do teste de RIKILT

Yi
Xi Yi % m}(T;;i) x 100%
Xi
0,0500 105 034,10 2100 429,948 104,13
0,1000 193392,60 1933 693,957 95,87
0,5001 920 199,90 1840 178,979 91,23
1,0001 1876 485,40 1876 260,249 93,02
2,0002 437288800 2186 181,658 108,38
3,0004 6539 660,00 2179 625,112 108,06

Tendo em conta os resultados registados da tabela 11, confirma-se que todos os
pontos da reta de calibracdo estdo dentro do intervalo aceitavel pelo teste de RIKILT,
logo 0 método também é linear para o sorbitol.

e Maltitol

As equacgdes das retas obtidas para o maltitol, assim como 0s seus coeficientes
de determinag&o encontram-se registados na tabela 12.

Tabela 12 - Listagem das diferentes equacdes da reta e coeficientes de determinagdo, obtidos nos

diferentes dias de trabalho, relativos ao maltitol

Equacbes da Reta

r2

y = 2E+06x + 50 056

0,9972

y = 2E+06x — 8 042,8

1,0000

y = 2E+06x — 20 869

0,9990

y = 2E+06X — 136 776

0,9973

y = 2E+06x — 16 987

0,9999

y = 2E+06x + 2 2807

0,9997

y = 2E+06x + 6 974,4

0,9997

y = 2E+06x — 19 516

0,9999

Para que o modelo linear fosse adequado aos valores experimentais obtidos para
o maltitol, todos os valores de r? teriam de ser superiores 0,98; 0 que se veio a comprovar
pelos valores registados na tabela 12.

Das oito curvas de calibracdo determinadas para o maltitol, selecionou-se uma
delas (representada graficamente na figura 13), para ser avaliada pelo teste de RIKILT.
Todos os dados obtidos pelo teste foram registados na tabela 13.

41



Validag&o de um método para andlise de polidis em alimentos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia.

Curva de Calibracao Maltitol
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Figura 13: Representacdo gréfica de uma curva de calibragdo obtida para o maltitol.

Tabela 13 — Avaliacdo da linearidade da reta de calibragcdo do maltitol através do teste de RIKILT

Yi

Xi Yi % mgi) X 100%
Xi
0,0500 87 996,20 1759 853,606 105,12
0,1000 151 626,80 1516 207,352 90,57
0,5000 832 012,30 1 663 958,042 99,40
1,0000 1670 994,90 1670 928,063 99,81
2,0001 3 354 591,30 1677 228,561 100,19
3,0001 5040 791,00 1 680 196,459 100,37

Tal como para o xilitol e o sorbitol, também para o maltitol se confirmou que todos
0s pontos da reta de calibracdo se encontravam no intervalo entre 90 e 110%, aceite
pelo teste de RIKILT, pelo que se concluiu que o método também € linear para este
analito.

7.3.  GAMA DE TRABALHO
A escolha da gama de trabalho é muito importante para que o analista possa saber

qual o intervalo de concentracdes em que o analito pode ser determinado e quantificado
de forma precisa e exata.
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A gama analitica pode ser avaliada segundo o teste de homogeneidade de
variancias que consiste na andlise de dez réplicas independentes das areas de pico
obtidas para o primeiro e o ultimo padréo, com o objetivo de verificar se existe diferenca
significativa entre as variancias, nos limites da gama de trabalho (tabelas 14 a 16). Esta
averiguacao passa pela comparacao entre o valor teste de F (TV) e o valor critico de F,
segundo a distribuicdo de Snedecor / Fisher.

E de salientar que a gama analitica foi avaliada para cada um dos trés polidis de
forma individual.

e Xilitol

Tabela 14 - Avaliagdo da gama de trabalho segundo o teste de homogeneidade de variancias, para o xilitol

Réplicas padrao 1 (0,05%) padrao 6 (3,00%)

Y1 856 736,3 4 313 833,0

Y2 894 900,6 4333 470,0

Y3 868 499,4 4 328 292,5

Y4 876 951,6 4 326 344,5

Y5 857 217,2 4 304 976,0

Y6 875 907,8 4 322 657,0

Y7 872 888,1 4 295 894,0

Y8 877 292,3 4312 247,0

Y9 876 520,9 4299 272,0

Y10 867 157,6 4 298 725,5
Valor teste de F (TV) 1,521
Valor critico F 3,179

Através da comparacdo entre o valor teste de F (TV) e o valor critico de F
apresentados na tabela 14, verifica-se que o primeiro € inferior ao segundo, o0 que
significa que ndo existe diferenga estatisticamente significativa entre as variancias e,
portanto, ha homogeneidade de variancias, pelo que a gama de trabalho esta bem
ajustada para o xilitol.

e Sorbitol

Tabela 15 — Avaliacdo da gama de trabalho segundo o teste de homogeneidade de variancias, para o

sorbitol
Réplicas padréo 1 (0,05%) padrao 6 (3,00%)
Y1 308 950,4 5210 527,5
Y2 336 313,9 5 253 655,5
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Réplicas padrao 1 (0,05%) padrao 6 (3,00%)

Y3 301 210,8 52194975

Y4 334 841,9 5207 928,0

Y5 351 769,9 5165 863,5

Y6 320 994,5 5189 223,5

Y7 354 789,4 5150 168,0

Y8 363 897,4 5165 025,0

Y9 351 769,9 5214 302,5

Y10 347 491,1 5198 703,5
Valor teste de F (TV) 2,188
Valor critico F 3,179

No caso do sorbitol o valor teste de F (TV) obtido foi de 2,188 que é inferior ao
valor critico F (3,179), pelo que se pode concluir que também para o sorbitol, a gama de
trabalho esta bem ajustada, uma vez que existe homogeneidade de variancias.

e Maltitol

Tabela 16 — Avaliagdo da gama de trabalho segundo o teste de homogeneidade de variancias, para o

maltitol
Réplicas padrao 1 (0,05%) padrao 6 (3,00%)
Y1 84 693,5 5298 963,0
Y2 104 380,7 5272 035,0
Y3 87 077,3 53421475
Y4 78 095,0 5304 611,0
Y5 90 470,5 5299 404,5
Y6 87 676,2 5289 331,5
Y7 87 996,2 5301 400,5
Y8 87 078,7 5 305 036,5
Y9 137 654,1 5267 417,5
Y10 104 280,0 5333 864,0
Valor teste de F (TV) 1,864
Valor critico F 3,179
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Como o valor teste de F (TV) obtido para o maltitol foi de 1,864, que ¢é inferior ao
valor critico calculado pela distribuicdo de Fisher ao nivel de confianca de 95%, pode-
se dizer que as diferencas de variancia ndo sao significativas e que a gama de trabalho
esta bem ajustada para a quantificacdo de maltitol.

7.4. SENSIBILIDADE

A sensibilidade do método pode ser calculada através da relacdo que existe entre
o sinal analitico e a concentracdo de analito, pelo que depende das condi¢des
instrumentais. Se o aparelho de medigéo estiver bem calibrado e se todas as condicbes
para a analise estiverem asseguradas, é possivel verificar se 0 método é sensivel a
pequenas variacfes de concentracdo na amostra. Uma vez que ja se confirmou que as
curvas de calibracdo dos polidis analisados seguiam um modelo linear, a sensibilidade
do método pode ser verificada com base nos declives das retas.

Para determinar a sensibilidade do método foi tracada uma curva de calibracdo
média, com base em todas as curvas obtidas ao longo do tempo de estagio. Na tabela
17 apresentam-se os valores de sensibilidade (declive das retas) do método, bem como
os desvios-padréo associados aos valores de sensibilidade. O desvio-padréo (s) foi
obtido através da equacéo 27, onde o erro padrdo do declive foi obtido pela opcéo
presente no Excel “Analise de Dados: Regressao” para um intervalo de confianca de
95%.

s = erro padrdo x VN (27)

A VN representa a raiz quadrada do conjunto de dados necessérios para a construcéo
da reta, ou seja, N=6.

Tabela 17 — Sensibilidade e desvio-padrao associado, obtidos para os polidis em estudo

Sensibilidade + desvio-padréo

Xilitol 822 455 + 42 921,81
Sorbitol 2000 000 * 62 220,85
Maltitol 2 000 000 * 26 703,48

Tanto para o sorbitol como para o maltitol, os declives das retas obtidos s&o
semelhantes. No caso do xilitol, o declive obtido é inferior. Por este motivo, concluiu-se
gue o método é mais sensivel para o sorbitol e maltitol do que para o xilitol.

O maltitol é o que apresenta um desvio padrdo mais baixo, o que pode estar

relacionado com o facto de ser o que apresenta uma melhor separagédo cromatogréfica,
dado que tem maior afinidade com a fase estacionaria.
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7.5. DESVIO-PADRAO DO METODO
Para o calculo do desvio padréo do método (S,), € necessario conhecer o desvio
padrdo residual (Sy), que foi obtido através da opgéo do Excel “Analise de Dados:

Regressao’.

Os valores de S,,, e de DP % estdo apresentados na tabela 18, para cada um dos
polidis.

Tabela 18 — Apresentacao dos valores de desvio-padrdo obtidos para cada poliol

Syix Sm DP %

Xilitol 24 780,92 0,012 1,65

Sorbitol 35 923,23 0,018 2,39
Maltitol 15 417,26 0,008 1,03

Com base na analise da tabela 18, é possivel verificar que o desvio padrdao do

método é baixo e que o desvio padrao relativo é inferior a 10%, por este motivo, 0
método foi bem executado para cada poliol.

7.6. LIMIARES ANALITICOS
O limite de detecdo corresponde a concentracdo minima de analito que é
detetada, ndo sendo necessariamente possivel de quantificar, j& o limite de
guantificacdo corresponde a concentragdo minima em que € possivel quantificar o
analito com confianga.

E de referir que de acordo com o procedimento interno da empresa, quando se
efetuam validagcbes de métodos, apenas € do seu interesse validar o limite de
gquantificacdo (LQ), ndo sendo relevante validar o limite de detecdo (LD). Ainda assim,
ambos foram calculados com base nas equacdes 12 e 13. Os limites obtidos encontram-
se registados na tabela 19.

Tabela 19 — Valores obtidos para os limites de quantificacéo e de detecao

LQ (%) LD (%)

Xilitol 0,124 0,041
Sorbitol 0,180 0,059
Maltitol 0,077 0,025

Tendo em conta os resultados obtidos, para definir um LQ para o método, teria de
se chegar a um consenso entre os LQ’s obtidos para cada poliol.
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Dada a definicdo de limite de quantificacdo, o valor estabelecido para o LQ seria
de 0,180%; uma vez que se o xilitol e o maltitol conseguem ser quantificados com
confianga a uma concentracéo de 0,124% e 0,77%, respetivamente, também o seriam
em niveis de concentracdo mais elevados. Ja o sorbitol ndo consegue ser quantificado
com confianga em concentragdes abaixo de 0,180%.

No entanto, os valores obtidos séo apenas tedricos, pelo que o LQ a validar sera
considerado como o padrdo de menor concentracdo (padrdo 1) estabelecido
internamente, ou seja, 0,05%; que é também o valor pedido pelos clientes da SGS. Este
valor sera validado em termos de precisdo (através do parametro repetibilidade) e
exatidao, nos pontos 7.7.1. e 7.8., respetivamente.

7.7. PRECISAO

A avaliacdo da precisdo do método foi realizada segundo os parametros de
repetibilidade e precisao intermédia.

7.7.1. REPETIBILIDADE

A determinacédo da repetibilidade de um método intralaboratorial efetua-se numa
série de medi¢cdes (=210) sobre um mesmo padrao ou amostra. Este procedimento
podera ser repetido em inimeros padrées com diferentes niveis de concentracéo, sendo
satisfatoria apenas a determinagéo da repetibilidade nos extremos da gama de trabalho,
pois sdo os padrdes que mais facilmente sofrem desvios. O método considera-se
preciso em termos de repetibilidade, se o coeficiente de variagdo (CVr) for inferior a
10%. Nas tabelas 20 a 22 apresentam-se os resultados obtidos para a avaliagdo da
repetibilidade de cada poliol.

o Xilitol

Tabela 20 — Avaliacéo da repetibilidade para o xilitol: média, desvio padrdo, coeficiente de variacdo (CVr)
e limite de repetibilidade (Ar)

Y - padréo 1 Y - padréo 6
856 736,3 4313 833,0
864 900,6 4333 470,0
868 499,4 4 328 292,5
876 951,6 4 326 344.,5
857 217,2 4 304 976,0
875 907,8 4 322 657,0
872 888,1 4 295 894,0
877 292,3 4312 247,0
876 520,9 4299 272,0
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Y - padréo 1 Y - padréo 6
867 157,6 4298 725,5
Média 870 693,8 4 313 040,0
Desvio-padréo 7 479,40 12 928,39
CVr (%) 0,86 0,30
Ar 23 926,23 41 57,29

Mediante a andlise dos resultados da tabela 20, o método apresenta boa
repetibilidade para a analise de xilitol, uma vez que o CVr € bastante inferior ao limite
estipulado (10%). Quanto menor for o CVr, melhor é a repetibilidade.

e Sorbitol

Tabela 21 — Avaliacdo da repetibilidade para o sorbitol: média, desvio padrao, coeficiente de variagao (CVr)
e limite de repetibilidade (Ar)

Y - padréo 1 Y - padréo 6

308 950,4 52105275

336 313,9 5283 655,5

301 210,8 5269 497,5

334 841,9 5207 928,0

308 697,9 5165 863,5

320 994,5 5189 2235

354 789,4 5150 168,0

298 114.,6 5165 025,0

351 769,9 5214 302,5

347 491,1 5141 703,5

Média 327 918,2 5198 575,8

Desvio-padréo 20 360,60 45 378,78
CVr (%) 6,21 0,87

Ar 65 132,55 14564,51

Pela analise dos coeficientes de variacdo pode-se considerar o método validado
em termos de repetibilidade para o sorbitol, dado que os valores determinados sao
inferiores a 10%. Comparando os resultados obtidos para o xilitol e o sorbitol, conclui-
se que o0 método se adequa melhor a determinacao de xilitol, dado que os coeficientes
registados para este poliol foram inferiores.

48



Validagdo de um método para andlise de polidis em alimentos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia.

e Maltitol

Tabela 22 — Avaliacdo da repetibilidade para o maltitol: média, desvio padrao, coeficiente de variagao (CVr)

e limite de repetibilidade (Ar)

Y - padréo 1 Y - padréo 6

84 693,5 5298 963,0

104 380,7 5272 035,0

87 077,3 53421475

78 095,0 5304 611,0

90 470,5 5299 404,5

87 676,2 5289 331,5

87 996,2 5301 400,5

87 078,7 5 305 036,5

137 654,1 5337 091,3

104 280,0 5 333 864,0

Média 87 836,2 5303 005,8
Desvio-padréo 16 230,15 21 309,99

CVr (%) 18,48 0,40

Ar 51 919,47 68 169,60

No caso do maltitol, registou-se um CVr acima de 10% para o padrédo 1, que pode
estar associado a erros que possam ter ocorrido durante a preparagcédo deste padréo,
dada a concentracao de analito ser muito baixa. Como para o padréo 2 o coeficiente de
variagdo ndo ultrapassou o limite, considerou-se o método validado em termos de
repetibilidade para o maltitol.

Em todos os casos se verificou que o padrdo 1 apresentou um CVr superior ao do
padréo 6, o que pode estar relacionado com a pequena quantidade de analito presente
no padréo 1 (padrdo de menor concentracdo), bem como um maior nimero de erros
aleatorios associados ao seu processo de medicao.

Analisando todos os resultados obtidos para cada poliol, concluiu-se que o método
estava validado ao nivel do LQ em termos de repetibilidade (preciséo).

Uma vez validada a repetibilidade do método, procedeu-se a andlise deste
parametro na amostra escolhida para o estudo. Neste caso, em vez de se considerarem
10 réplicas do sinal analitico, foram consideradas 10 réplicas da concentracao de cada
analito (tabela 23).
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e Amostra

E de notar que apesar da amostra conter xilitol, sorbitol e maltitol, no caso dos
dois primeiros, os valores obtidos sado inferiores ao LQ, pelo que ndo é possivel
guantificd-los com confianca. Por este motivo, na tabela 23, tanto para o xilitol como
para o sorbitol assume-se uma concentracdo nula, ou seja, que a amostra s6 contém
maltitol.

Tabela 23 — Avaliagdo da repetibilidade na amostra: média, desvio padréo, coeficiente de variacéo (CVr) e
limite de repetibilidade (Ar)

Xilitol (g/1009) Sorbitol (g/100g) Maltitol (g/100g)

0,000 0,000 17,070

0,000 0,000 17,116

0,000 0,000 16,476

0,000 0,000 18,713

0,000 0,000 19,059

0,000 0,000 20,354

0,000 0,000 17,867

0,000 0,000 18,426

0,000 0,000 19,132

0,000 0,000 17,058
Média - - 18,1
Desvio-padrao - - 1,16
CVr (%) - - 6,37
Ar - - 3,70

Pela analise do coeficiente de variagdo, assume-se que o método esta validado
em termos de determinac&o da repetibilidade na amostra, dado o coeficiente de variacao
obtido para o maltitol ser inferior a 10%.

7.7.2. PRECISAO INTERMEDIA

A precisdo também pode ser avaliada com recurso ao parametro da precisao
intermédia. A precisdo intermédia foi analisada pela disperséo dos resultados obtidos
entre 5 réplicas de cada padrdo (menor e maior concentracao) preparadas em 3 dias
diferentes. O mesmo procedimento foi adotado para a amostra. O objetivo foi avaliar
gual a influéncia do fator dia nos resultados alcangados. O método considera-se preciso
em termos de precisdo intermédia se o coeficiente de variagdo (CPi) for inferior a 5,0%

Nas tabelas seguintes encontram-se os valores obtidos para a analise da preciséo
intermédia de cada poliol.
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e Xilitol

Tabela 24 — Resultados obtidos na andlise da precisdo para quantificagdo de xilitol

: . - . L ~ - Desvio- CPi
Dia Sinal analitico obtido nas réplicas do padréo 1 média -
padrao (%)
1 140606,3 142543,7 141310,1 142273,8 144481,1 141 642,6 1432,23 1,01
2 180599,8 160560,8 167 701,8 164150,8 168426,3 165 926,3 6 827,55 4,11
3 111268,8 104513,0 103831,4 98674,3 99593,7 103 397,4 4 470,73 4,32
: . - . L ~ - Desvio- CPi
Dia Sinal analitico obtido nas réplicas do padré&o 6 média -
padrao (%)
1 4696532,0 4666667,5 4719108,5 4650635,5 4718862,5 4 684 749,0 27 502,67 0,59
2 490 479,5 47752215 4833206,5 46765515 4760787,0 4786 352,5 52 221,45 1,09
3 4916835,0 4925151,0 4794959,0 4973281,5 4931349,0 4921 983,0 59 322,07 1,21
Mediante a analise dos resultados da tabela 24, o método apresenta boa precisdo
intermédia para a analise de xilitol, uma vez que os CPi’s resultantes sao todos inferiores
a 5%, comprovando assim o objetivo, ou seja, que o fator dia ndo tem influéncia na
avaliacdo da preciséo.
e Sorbitol
Tabela 25 — Resultados obtidos na andlise da precisao para quantificagdo de sorbitol
Desvio- CPi
Dia Sinal analitico obtido nas réplicas do padréo 1 média N
padréo (%)
1 58895,1 58973,1 55070,7 59343 58755,2 588 30,2 1 483,57 2,52
2 123571,8 120688,4 119330,8 127145,8 131238,3 126 960,8 4 428,74 3,49
3 53853,3 49087,5 47920,4 50386,85 47948,45 49 976,5 2 169,34 4,34
Desvio-
Dia Sinal analitico obtido nas réplicas do padréo 6 média N CPi
padréo
1 5215114,0 5396000,0 5358128,5 5326040,5 5304123,5 5315 082,0 2164459 041
2 5308104,5 5395367,0 5253420,0 5453300,0 5361583,5 5353 346,0 55 609,49 1,04
3 5733200,0 5692371,0 5415868,0 55541135 5672454,3 5632 454,3 109856,44 1,95

Os baixos valores de coeficiente de variagcdo (<5%) obtidos neste estudo,
confirmam a precisdo do método analitico para a quantificacao de sorbitol por HPLC, e

comprovam que o fator dia ndo tem influéncia na quantificacdo do mesmao.
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e Maltitol

Tabela 26 — Resultados obtidos na andlise da precisédo para quantificagdo de maltitol

: . - . L ~ - Desvio- CPi
Dia Sinal analitico obtido nas réplicas do padréo 1 média -
padrao (%)
1 92192,6 93823,0 94116,4 93529,6 93117,8 93 309,6 719,95 0,77
2 104626,2 112697,9 101515,9 106570,3 113502,8 107 489,6 4 750,71 4,42
3 95625,6 89895,3 91420,7 88909,2 91653,5 91 398,6 2 298,38 2,51
: . - . L ~ - Desvio- :
Dia Sinal analitico obtido nas réplicas do padré&o 6 média - CPi
padrao
1 5492803,5 5412350,5 5489647,5 5496180,5 5370983,0 5489 647,5 51 321,03 0,93
2 5414745,0 5534981,5 5491065,5 5474866,4 54929275 5491 065,5 38 941,90 0,71
3 5518652,5 5521408,5 5512015,0 5569485,5 5539030,5 5521 408,5 20 708,72 0,38
Todos os coeficientes obtidos para ambos os padrdes séo inferiores ao limite
maximo estabelecido para que um método possa ser considerado preciso. Por este
motivo, comprovou-se a precisdo do mesmo para a quantificagdo de maltitol. Conclui-
se ainda que, mais uma vez, o fator dia ndo tem impacto na avaliagdo da precisao.
Uma vez testada a precisdo intermédia do método para a quantificagéo dos polidis
em dois niveis de concentracdo (padrdo 1 e padrao 6), repetiu-se o procedimento para
a amostra. Dado que na andlise do parametro da repetibilidade se constatou que a
amostra ndo continha xilitol nem sorbitol, a avaliagcdo da preciséo intermédia foi apenas
realizada para o maltitol (tabela 27).
e Amostra
Tabela 27 — Resultados obtidos na analise da precisdo para quantificagdo de maltitol na amostra em estudo
. . . . Desvio- CPi
Dia Concentracéo (g/100g) obtida nas réplicas da amostra média VL !
padrao (%)
1 18,125 18,087 18,257 18,206 18,196 18,20 0,06 0,33
2 17,521 17,528 17,205 17,314 17,286 17,29 0,11 0,63
3 17,528 18,160 17,794 17,387 17,519 17,53 0,27 1,57

Tendo em conta os resultados obtidos, pode concluir-se que a preciséo intermédia
avaliada na amostra é satisfatéria, uma vez que todos os coeficientes de variacao
obtidos sé&o inferiores ao valor estabelecido como limite (5%).
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7.8. EXATIDAO

A exatidao trata-se de um parametro que mede a proximidade entre um valor
obtido ou a média dos valores obtidos com o valor verdadeiro (de referéncia). A
avaliacao da exatidao foi feita através de ensaios de recuperacéo, em que a amostra foi
fortificada com trés niveis de concentragdo distintos: nivel baixo ou nivel do LQ (0,05%),
nivel médio (1,00%) e nivel alto (3,00%). Se a taxa de recuperacdo estiver
compreendida num intervalo entre 80% e 120%, o método é considerado exato. No
ANEXO 7, encontra-se um exemplo de um cromatograma obtido na andlise da exatidao,
gque compara 0s picos obtidos na amostra sem fortificacdo e na amostra com fortificacao.

Para o célculo das taxas de recuperacdo, foi necessario saber qual a
concentracao inicial da amostra antes da fortificacdo e qual o volume de solucdo stock
a adicionar a amostra consoante o nivel de fortificacdo (equacéo 25) para um volume
final de 50 mL.

Nas proximas tabelas serdo apresentados os valores referentes as taxas de
recuperacao obtidos em triplicado para cada nivel de fortificacdo da amostra.

e Xilitol

Tabela 28 — Calculo das taxas de recuperacéo obtidas para o xilitol ao nivel do LQ (0,05%)

Concentracéo Ci V de padréo Cobtida

Ensai R % R %
de fortificacdo (g/100g) adicionado (mL) nsaios (g/100q) ° 0
1 0,408 81,56
2 0,434 86,80
0,05% 0,00 0,5 84,18
3 0,394 78,89
4 0,458 91,63

Analisando os resultados obtidos, verifica-se que a excecao do ensaio 3, todos 0s
outros apresentaram taxas de recuperacdo dentro do intervalo de aceitacdo (80% a
120%).

O facto da taxa de recuperacdo obtida no ensaio 3 estar abaixo do limite, pode
estar relacionada com erros de medicéo ocorridos durante a fortificagdo da amostra,
uma vez que o volume a adicionar é relativamente baixo.

No entanto, tendo em conta que a média das taxas de recuperacdo esta dentro

dos limites, considerou-se que o método analitico apresenta boa exatiddo para a
determinagéo de xilitol ao nivel do LQ.
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Tabela 29 — Célculo das taxas de recuperacéo obtidas para o xilitol no nivel médio de fortificagcao (1,00%)

Concentragéao Ci V de padrao ) Cobtida _
E R % R %
de fortificacdo (g/100g) adicionado (mL) nsaios (g/100q) ° 0
1 8,074 80,74
2 8,016 80,19
1,00% 0,00 10,0 81,04
3 8,232 82,32
4 8,131 81,34

Com base nas taxas de recuperacdo obtidas e nha média das mesmas, pode-se
concluir que no nivel médio de fortificacdo, o método possui uma taxa de recuperacao
para o xilitol, dentro do intervalo considerado aceitavel, logo apresenta boa exatidado
para a quantificacdo do analito a este nivel.

Tabela 30 — Célculo das taxas de recuperagdo obtidas para o xilitol no nivel alto de fortificagéo (3,00%)

Concentracéo Ci V de padréo . Cobtida =
Ensaios R % R %
de fortificacéo (g/100g) adicionado (mL) I (g/100g) ° °

=

31,207 104,05

32,542 108,51

3,00% 0,00 30,0 105,51

30,231 100,78

AW DN

32,085 106,98

A média das taxas de recuperacdo obtidas para o xilitol no nivel de fortificacdo
mais elevado foi de 105,51%. Sendo que este valor esta dentro do intervalo de aceitacéao
estipulado, conclui-se que o método apresenta uma exatiddo satisfatéria para o analito,
neste nivel de concentracao.

e Sorbitol

Tabela 31 — Calculo das taxas de recuperacéo obtidas para o sorbitol ao nivel do LQ (0,05%)

Conce.njtrat;ajo Ci V Qe padrao Ensaios Cobtida R % R %
de fortificac&o (g/100g) adicionado (mL) (g/100g)
1 0,411 82,15
2 0,401 80,20
0,05% 0,000 0,5 84,75
3 0,466 93,18
4 0,437 87,35
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Pela observacao dos resultados obtidos para a exatiddo do sorbitol ao nivel do
LQ, pode-se constatar que a percentagem de recuperacdo se encontra dentro dos
limites estipulados, de acordo com o critério de aceitagdo. Deste modo, conclui-se que
0 método € exato.

Tabela 32 — Calculo das taxas de recuperagédo obtidas para o sorbitol no nivel médio de fortificagao (1,00%)

Concentracéo Ci V de padréo . Cobtida —
. . E R % R %
de fortificacdo (9/100g) adicionado (mL) nsaios (9/100q) ° °
1 8,518 85,18
2 8,076 80,80
1,00% 0,000 10,0 83,89
3 8,258 82,60
4 8,568 85,71

Como pode ser observado na tabela 32, todos os valores individuais de
recuperacao estdo entre 80% e 120%, comprovando assim que o método é exato na
guantificacéo de sorbitol ao nivel médio de fortificacao.

Tabela 33 — Célculo das taxas de recuperagao obtidas para o sorbitol no nivel alto de fortificagéo (3,00%)

3 i \% 3 Cobi _
Conceh_tragajo Ci : Qe padrdo Ensaios obtida R % R %
de fortificacéo (g/100g) adicionado (mL) (g/100g)

1 27,598 92,01
2 30,156 101,75
3,00% 0,000 30,0 100,76
3 30,090 100,32
4 30,351 101,20

Para os 4 ensaios de recuperacdo de sorbitol realizados no nivel de fortificagdo
de 3,00%, registaram-se valores de taxas de recuperacdo dentro do intervalo de
aceitacdo, concluindo-se assim que a exatiddo obtida foi satisfatoria para o objetivo
pretendido.

e Maltitol

Tabela 34 — Calculo das taxas de recuperacéo obtidas para o maltitol ao nivel do LQ (0,05%)

Concep_traga}o Ci V Qe padrao Ensaios Cobtida R % R %
de fortificac&o (g/100g) adicionado (mL) (g/100g)
1 18,532 85,41
2 18,590 96,43
0,05% 18,110 0,5 97,86
3 18,604 99,29
4 18,608 99,79
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Analisando os resultados obtidos, todos 0s ensaios apresentaram taxas de
recuperacao dentro do intervalo de aceitagdo. Por este motivo considerou-se que o
método analitico apresenta uma exatidao satisfatoria para a determinacao de maltitol ao
nivel do LQ.

Tabela 35 — Calculo das taxas de recuperagdo obtidas para o maltitol no nivel médio de fortificagdo (1,00%)

Concentragéo de Ci V de padréo . Cobtida =
o . L Ensaios R % R %
fortificacéo (g/100g) adicionado (mL) (g/100g)

1 26,903 87,47
2 26,597 84,51

1,00% 18,152 10,0 84,88
3 26,543 83,92
4 26,673 85,25

Consoante as taxas de recuperacdo obtidas e a média das mesmas, pode-se
concluir que no nivel médio de fortificacdo, o0 método apresentou taxas de recuperacéo
de maltitol dentro do intervalo considerado aceitdvel, ou seja, apresenta uma boa
exatidao para a quantificacdo do analito a este nivel.

Tabela 36 — Célculo das taxas de recuperagdo obtidas para o maltitol no nivel alto de fortificacéo (3,00%)

~ . ~ Corr _
Conce.n.tra(;a}o Ci V Fie padréo Ensaios obtida R % R%
de fortificac&o (9/100g) adicionado (mL) (g/100g)
1 47,623 100,90
2 49,335 106,63
3,00% 17,360 30,0 105,62
3 49,280 106,42
4 48,795 104,82

A média das taxas de recuperacao obtidas para o maltitol no nivel de fortificagédo
de 3,00% foi de 105,62%. Sendo que este valor esta dentro dos limites determinados,
concluiu-se que a exatidao obtida foi satisfatoria para a determinacgéo de maltitol no nivel
mais alto de fortificacao.
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8. CONCLUSAO

Os polidis sao carboidratos que tém vindo a ser cada vez mais procurados em
consequéncia do aumento da procura por um estilo de vida mais saudavel, ou pelo
aparecimento de doencas como a obesidade e a diabetes. Na industria alimentar, os
polidis sdo usados como substitutos da sacarose, uma vez que apesar de também
conterem um elevado poder adocante, sdo mais baixos em calorias.

O presente trabalho tinha como objetivo a validagdo de um método que permitisse
a empresa realizar analises a produtos alimentares que contivessem ou nao poliéis nas
suas formulag¢des, com um grau de confianca adequado. Esse objetivo foi alcangado,
uma vez que todos 0s requisitos necessarios para a validagdo de um método analitico
foram alcancados.

Os primeiros parametros avaliados foram a seletividade e especificidade. Para
analisar a especificidade foram injetadas amostras individuais de xilitol, sorbitol e
maltitol, com diferentes niveis de concentragdo (0,05%; 0,50% e 3,00%). Dado que para
cada analito o tempo de retencdo manteve-se constante independentemente das
concentracdes analisadas, aumentando apenas a intensidade do pico, o método
mostrou ser especifico para cada analito. Ja a seletividade foi avaliada através da
injecdo de uma solugéo que continha todos os polidis em simultdneo. O método mostrou
ser seletivo, uma vez que conseguiu identificar, separar e quantificar todos os analitos,
sem interferéncia no seu tempo de retencéo.

A linearidade foi outro parametro avaliado. Neste caso foram analisados 0s
coeficientes de determinacdo de cada reta tracada ao longo dos varios dias, que tinham
de ser superiores a 0,98; tal como se veio a comprovar. Como o coeficiente de
determinacgdo ndo é por si s6 um requisito da linearidade, submeteu-se uma das varias
curvas obtidas para cada poliol ao teste de RIKILT. Como os resultados obtidos para
este teste estavam dentro dos limites do mesmo, ou seja, entre 0s 90% e 110%, conclui-
se que o método era linear. Apés comprovar a linearidade, pode-se estudar a
sensibilidade, que corresponde aos declives das retas obtidas. Em termos de
sensibilidade, 0 método mostrou-se mais sensivel para a quantificagéo de sorbitol e de
maltitol, do que para a quantificacao de xilitol.

A gama de trabalho escolhida (0,05% a 3,00%) também revelou ser adequada,
uma vez que quando submetida ao teste de homogeneidade de variancias para o
primeiro e ultimo padréo, se conclui que as diferencas de variancias obtidas ndo eram
significativas.

Quanto ao limite de quantificacéo, foi estabelecido como sendo o padrdo de menor
concentracao, ou seja, 0,05%; que foi validado em termos de repetibilidade e exatidao,
apresentando resultados satisfatorios. O limite de detecao nao foi validado, uma vez
gue para a empresa apenas era relevante validar o LQ.
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Para a repetibilidade, os valores de CVr obtidos foram inferiores a 10% para 0s
trés polidis analisados, sendo assim, a repetibilidade foi considerada satisfatoria.

Também para o estudo da preciséo intermédia, os valores de CPi foram inferiores
a 5%, pelo que também este parametro foi considerado satisfatério, e
consequentemente validado

No estudo da exatidao, foi possivel comprovar que todas as taxas de recuperacao
obtidas para os trés polidis, nos trés niveis de concentragdo (0,05%; 1,00% e 3,00%),
se encontravam no intervalo de aceitacdo de 80% a 120%, comprovando assim a
exatiddo do método.

Uma vez que todos os parametros foram cumpridos, o método foi bem validado.
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file:///C:/Users/Utilizador/Downloads/ISO%208466-1-1990%20Water%20quality%20-%20Part%201.%20Statistical%20evaluation%20of%20the%20linear%20calibration%20function.pdf
https://revistas.ufpr.br/pesticidas/article/viewFile/3173/2546
https://www.iso.org/obp/ui/#iso:std:iso:5725:-3:ed-1:v1:en
http://www.est.ufmg.br/~edna/Tabela-F.pdf
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[47] https://www.passeidireto.com/arquivo/30658945/tabela-da-distribuicao-t-de-student
(consultado a 08/05/2022).
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10 . ANEXOS

ANEXO 1 - Caracteristicas das diferentes classes de aditivos alimentares [25]

Classe de Funcéao Exemplo
Aditivos ¢ P
Adocantes ou Intensificam os niveis de docura e .
Manitol

Edulcorantes

substituem o agucar

Reguladores de
acidez

Controlam ou alteram o pH dos
alimentos

Acido acético

Anti-
aglomerantes

Reduzem a tendéncia que as particulas
isoladas dos alimentos tém para se
aderirem umas as outras

Silicato de célcio

Anti-espumas

Formam uma barreira que promove uma
menor transferéncia de O, diminuindo a
producéo de espuma

Esteres de acidos
gordos

Antioxidantes

Prolongam o prazo de conservacédo dos
alimentos, protegendo-os da
deterioracdo provocada pela oxidacao

Acido ascérbico
(Vitamina C)

Acidificantes

Aumentam a acidez e/ou conferem um
sabor acre

Acido fumarico

Agentes de
endurecimento

Tornam ou mantém firmes ou
estaladicos os tecidos dos frutos ou dos
produtos horticolas, ou atuam em
conjunto com gelificantes para produzir
ou reforgar um gel

Cloreto de célcio

Agentes de
revestimento

Fornecem uma aparéncia mais atrativa
aos alimentos, por torna-los brilhantes

Cera de abelha

Auxiliam na dispersao, dissolugdo e

Agentes de S I . -
g diluicdo de um aditivo alimentar sem  Sulfato de amdnio
transporte " .
modificar as suas propriedades
Agentes de .
, Hidrocloreto de L-
tratamento da Melhoram a qualidade da cozedura L
: cisteina
farinha
Contribuem para dar volume, sem
Agentes de o T .
volume contribuirem significativamente para o Polidextrose

seu valor energético disponivel
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o Funcéo Exemplo
Aditivos ¢ P
Substancias obtidas através de um ou
mais tratamentos quimicos de amidos
Amidos comestiveis, que podem ter sofrido um , :
- - S Amido oxidado
modificados tratamento fisico ou enzimatico e podem
ser fluidificadas por via acida ou alcalina
ou branqueadas
Prolongam o prazo de conservacao dos
alimentos, protegendo-os contra a < L
Conservantes : ~ proteg Acido sorbico
deterioracdo provocada por
microrganismos
Conferem ou restituem cor a um :
Corantes Betanina

alimento

Emulsionantes

Estimulam a estabilidade do alimento,
aumentam o prazo de validade, inibem
a separacao de fases e controlam a
viscosidade e a textura

Goma arabica

Espessantes Aumentam a viscosidade Silica
Tornam possivel a dispersao
homogénea de uma fase gasosa nos -
Espumantes géneros Metiletilcelulose

alimenticios liquidos ou sélidos

Estabilizadores

Permitem a manutencdo do estado
fisico-quimico dos alimentos

Alginatos

Gases, com excecdo do ar, introduzidos

Gases de em recipientes antes, durante ou apés _ o
bal B ] _ o Caseinato de sodio
Embalagem a colocacdo dos géneros alimenticios
nesses recipientes
Promovem a formacdo de géis,
o roduzindo uma estrutura .
Gelificantes p_ ) . Pectina
tridimensional, que melhora a
homogeneidade dos alimentos
—_ Impedem a secagem ou promovem a .
Humidificantes . P o 9 , P . Glicerol
dissolucdo de um pé num meio aquoso
. Intensificam o sabor com vista a uma
Intensificadores . o Glutamato
maior aceitacdo por parte do .
de sabor . monossodico
consumidor
Substancias que libertam  gas,
Levedantes L
quimicos aumentando o volume das massas ou Carbonato de sddio

polmes de farinha
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Classe de

Aditivos AUIMEES

Exemplo

Gases, com excecdo do ar, que
expelem os géneros alimenticios dos
recipientes

Propulsores

Diéxido de carbono

Sais de fusao

Permitem uma distribuicdo homogénea
das gorduras e outros componentes

Polifosfatos de
calcio

Sequestrantes

Formam complexos quimicos com ibes
metélicos

EDTA

ANEXO 2 - Limites unilaterais da distribuicdo F de Fisher-Snedecor ao nivel de 5% de
probabilidade [46]
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161.4
18.513
10.128

7.708

6.608

5.087

5.501

5.318

5117

4,955

4844

4.T47

4667

4.600

4.543

4.494

4.451

d4.414

4.381
4.351
4,325
4.301
4279
4.260
4242
4225
4.210
4.196
4.183
417
4.085
4.034
4.001
3.960
3936

1905 2157 2246 2302 2340 2368 2389 2405 2419
10.000 19164 19247 19206 10.320 10.353 19371 19385 10396
9862 0277 9117 9.013 8041 2887 8845 BB1Z 8785
G944 6501 6388 B256 6163 6004 6041 5090 5964
5786 5409 5192 5050 4050 4876 4818 4772 4735
5143 4.757 4534 4387 4284 4207 4147 4099 4.060
4737 4.347 4420 3972 3866 2T8Y ATIE 3677 3637
4.459 4.066 3.838 3688 3581 3500 3438 3388 32.347
4.256 3.863 3.633 3482 3374 3203 3230 3479 3137
4103 2708 3478 3326 3IMNMT 2135 3072 3020 2978
3.082 3587 3357 3204 3095 3.012 2948 2896 2.854
3885 2400 3259 3106 2096 2013 2840 2796 2753
3806 3411 3470 3.025 2015 2832 2767 2714 26T
3730 E344 3112 2058 2848 2764 2600 2646 2602
3682 32687 3.056 2901 2790 2707 2641 2.588 2.544
3634 3230 3007 2852 2741 2657 2581 2538 2404
3502 2197 2065 2810 2690 2614 2548 2404 2450
3555 3.160 2828 2773 2661 2577 2510 2458 2412
3522 2127 2805 2740 2628 2544 2477 2423 2378
3493 3008 2866 2711 2508 2514 2447 2393 2348
3467 2072 2840 20685 2573 2488 2420 2386 23
3443 3049 2817 2661 2548 2464 2387 2342 2207
3422 3028 2796 2840 2528 2442 2375 2320 2275
3403 2009 2776 2621 2508 2423 2385 2300 2265
3385 oo 2759 2803 2490 2405 2337 2282 2236
3380 2075 2743 2587 2474 2388 2321 2265 2220
3.354 2060 2728 2572 2458 2373 2305 2250 2204
3340 2o47 2714 25588 2445 2350 2201 2236 2190
3328 2034 2701 2545 2432 2348 2278 2223 2477
336 2O2? 2600 2534 2421 2334 2286 2211 2165
3232 2839 2606 2440 2336 2249 2180 2124 2077
3183 2790 2557 2400 2286 21989 2130 2.073 2.026
3450 2758 2525 2368 2254 2167 2087 2040 1903
3411 279 2486 2320 2214 2126 2056 1.999 1.854
3087 2EO6 2463 2305 2191 2103 2032 14975 1427

243.0
16,405
8763
5936
4.704
4.027
3603
333
3.102
2943
2818
27
2635
2565
2.507
2456
2413
2374
2340
230
2283
2.259
2236
2216
2198
2181
2.166
2151
2138
2128
2038
1.086
1.952
1.810
1.886

2430 2447 2454
19.412 19419 10.424
B.745 BT BTIS
5012 5891 5873
4678 4655 4636
4000 3976 3.0956
3575 3580 3529
3284 3259 3237
3073 3048 3.025
2013 2887 2865
2788 2761 2739
2687 2680 2637
2604 2577 2.554
2534 2507 2484
2475 2448 2424
2425 23497 2373
2381 2383 22329
2342 2314 2280
2308 2280 2256
2278 2250 2225
2250 227> 2197
2226 2198 2173
2204 2175 2150
2183 2185 2130
2165 2136 2111
2148 2119 2004
2132 2103 2078
2118 2080 2064
2104 2075 2.050
2092 2083 2037
2002 1074 1948
16852 1821 1.885
1.17 1887 1.860
1.875 1845 1.817
1.850 1819 1792

2459 2480 2511
19.420 10446 10471
8703 B680 5504
5858 5803 S5T17
4610 4558 4464
3938 3874 3774
3511 3445 3340
3218 3150 3.043
3006 2836 2826
2845 2774 2661
2719 2646 253
2817 2544 2426
2533 2450 2339
2483 2388 2266
2403 2328 2204
2352 2276 2151
2308 2230 2104
2260 21891 2.063
223 2185 2026
2203 2124 1.904
2176 2096 1.965
2151 2071 1938
2128 2048 1914
2108 2027 1.802
2080 2007 1872
2072 106%0 1853
2056 1874 1.836
2041 1050 1.820
2027 1.045 1.806
2015 16832 1792
1.924 1839 1603
1.871 1784 1.634
1.836 1.748 1.504
1.783 1703 1.545
1.768 1676 1515

2522 2533 2538
10.479 19487 10.492
8572 8540 8538
5688 5658 5643
4431 4398 42382
3740 3705 3.687
3304 3267 3.249
3.005 2067 2.047
2787 2748 2.727
2621 2580 2559
2480 2448 2426
2384 2341 2219
2287 2252 2230
2223 2178 2158
2160 2114 2.080
2106 2050 2035
2058 2011 1.088
2017 1868 1.043
1.980 1.030 1.905
1.046 1.8%6 1.870
1.916 1.866 1.839
1.880 1838 1.811

1885 1813 1.785
1.842 1790 1.782
1.822 1768 1.740
1803 1749 1.720
1.785 1731 1.702
1.760 1.714 1.685
1.754 1698 1.669
1.740 1683 1.654

1637 1577 1.544

1.576 1511 1476
1.534 1467 1.420
1.482 1411 1.370
1450 1376 1.333
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ANEXO 3 — Valores criticos da distribuicéo bilateral t-student [47]

Probabilidade de um t em valor absoluto superior ao tabelado

GL 05 04 03 02 01 0,05 0,02 0,01 0,005 0,002 0,001
11000 1376 1963 3078 6314 12706 31821 63656 127321 318289 636578
2|0816 1061 1386 1886 2020 4303 6066 0925 14089 22328 31600
3/0765 0978 1250 1638 2353 3182 4541 584 7453 10214 12924
410741 0941 1,190 1,533 2132 2776 3747 4604 5,508 7.173 8610
510727 0820 1,156 1476 2015 25N 3,365 4032 4773 5,894 6.869
60718 0906 1,134 1440 1943 2447 3143 3707 4317 5,208 5,959
70711 0896 1,119 1415 1895 2365 2008 3409 4,029 4,785 5,408
80706 0889 1,108 1397 1860 2306 2896 3355 3,833 450 5,041
910703 0883 1,100 1,383 1833 2282 2821 328 3,690 4297 4781

10| 0,700 0879 1008 1372 1812 2228 2764 3,169 3,581 4144 4,587
110697 0876 1088 1363 1796 2201 278 3,108 3,497 4,025 4,437
12| 0695 0873 1083 135 1782 2179 2681 3055 3428 3,830 4318
13/ 0694 0870 1079 135 1771 2160 285 3012 332 3,852 421
14 | 0692 0868 1076 1345 1761 2145 2624 2977 3,326 3787 4,140
15| 0691 0886 1074 1341 1753 2131 2602 2947 3,288 3733 4,073
16 | 0690 0885 1071 1337 1746 2120 2583 2921 3,252 3686 4,015
17 | 0689 0883 10689 1333 1740 2110 2567 2898 3,222 3846 3,965
18 | 0688 0862 1,067 1330 1734 2101 2552 2878 3,197 3610 3922
19 | 0688 0881 1066 1328 1720 2083 2539 2861 3174 3579 3,883
20 | 0687 0860 1064 1325 1725 2086 2528 2845 3,153 3552 3850
21| 068 0859 1063 13238 1721 2080 2518 2831 3,135 3527 3819
22| 068 0858 1061 1321 1717 2074 2508 2819 3,119 3505 3792
23| 0685 0858 1060 1319 1714 2068 2500 2807 3,104 3485 3768
24 | 0885 0857 105 1318 1711 2064 2492 2797 3,091 3,467 3,745
25| 0684 085 1058 1316 1708 2060 2485 2767 3.078 3,450 3725
26 | 0684 0856 1058 1315 1706 2056 2479 2779 3.067 3,435 3707
27| 0684 0855 1057 1314 1703 2052 2473 27N 3,057 341 3,689
28 | 0683 0855 1056 1313 1701 2048 2467 2763 3,047 3,408 3674
20 | 0683 0854 1055 1311 1600 2045 2462 275 3,038 3,396 3,660
30 | 0683 0854 105 1310 1607 2042 2457 275 3,030 3,385 3646
40 | 0681 0851 1050 1303 1684 2021 2423 2704 29N 3.307 3,561

66



Validac&o de um método para andlise de polidis em alimentos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia.

ANEXO 4 — Cromatogramas obtidos para o xilitol nas concentracdes de 0,05%, 0,5% e 3%

RID1 A, Refractive Index Signal (VALIDACAO POLIOIS_11-05-2022\ROUTINE 2022-05-11 15-38-56\XILITOL 3%.D)
RID1 A, Refractive Index Signal (VALIDACAO ...OIS_11-05-2022'\ROUTINE 2022-05-11 15-38-56\XILITOL 0,05%.D)
RID1 A, Refractive Index Signal (VALIDACAQ ...I0IS_11-05-2022\ROUTINE 2022-05-11 15-28-56\XILITOL 0,5%.D)
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|

125000 -

100000 -

75000 -

50000 -

6.599

25000~

ANEXO 5 - Cromatogramas obtidos para o sorbitol nas concentragfes de 0,05%, 0,5% e 3%

RID1 A, Refractive Index Signal (VALIDACAO ...0IS_11-05-2022\ROUTINE 2022-05-11 15-38-56\SORBITOL 0,5%.D)
RID1 A, Refractive Index Signal (VALIDACAO ...1S_11-05-2022'\ROUTINE 2022-05-11 15-38-56\SORBITOL 0,05%.D)
RID1 A, Refractive Index Signal (VALIDACAO POLIOIS_11-05-2022\ROUTINE 2022-05-11 15-38-56\SORBITOL 3%.D)
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ANEXO 6 — Cromatogramas obtidos para o maltitol nas concentracdes de 0,05%, 0,5% e 3%

RID1 A, Refractive Index Signal (VALIDACAC POLICIS_11-05-2022'\ROUTINE 2022-05-11 15-38-56\MALTITOL 2%.D)
RID1 A, Refractive Index Signal (VALIDACAQ ...IS_11-05-2022'\ROUTINE 2022-05-11 15-38-56\MALTITOL 0,05%.0)
RID1 A, Refractive Index Signal (VALIDACAO ...0IS_11-05-2022\ROUTINE 2022-05-11 15-38-56\MALTITOL 0,5%.D)
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20000 —
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20000 -
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ANEXO 7 — Comparagéo dos cromatogramas obtidos para a amostra sem fortificacdo e para a amostra fortificada a 1%

RID1 A, Refractive Index Signal (LB22-1342 17-05-2022\ROUTINE 2022-05-17 15-35-10\117495.D)
RID1 A, Refractive Index Signsl (LB22-1342 17-05-2022\ROUTINE 2022-05-17 15-35-10117495 1%_3.0)
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