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RESUMO

Os carboidratos sdo compostos muito abundantes na natureza. Estédo
presentes em todas as etapas evolutivas, tanto em vegetais como animais.
Quaisquer reacgOes, de anabolismo ou catabolismo envolvem, de alguma forma,
algum carboidrato. Na industria alimenticia sdo responsaveis por diversos
fenbmenos que promovem efeitos quimicos, fisicos e sensoriais nos alimentos. A
importancia destes compostos acompanha etapas que vao desde a obtencdo da
matéria-prima, a formulacéo, o processamento, as caracteristicas do produto final
até o tratamento dos residuos gerados. Sdo compostos de acdes bioldgicas e
tecnoldgicas distintas, mas de caracteristicas fisico-quimicas semelhantes e, por
isso, de dificil separacdo. Diversos métodos ja foram desenvolvidos para a analise
desses compostos. No entanto, dentre a literatura pesquisada, nenhum método
investigou a possibilidade de separacdo simultanea dos 13 carboidratos
geralmente encontrados em alimentos: glicose, frutose, sacarose, lactose,
galactose, lactulose, epilactose, arabinose, manose, maltose, xilose, ribose e
maltotriose. Nesse estudo, foram avaliados os efeitos de trés diferentes
metodologias na separacao desses compostos, envolvendo eletroforese capilar de
zona, cromatografia eletrocinética micelar com tensoativo catibnico e tensoativo
anionico. Foram investigados diversos fatores que possam influenciar na
separacao, dentre eles, o tipo e a concentracdo do eletrdlito, o pH, a concentracédo
de surfactante, a voltagem, temperatura, adicdo de outros sais como tetraborato

de soédio, fosfato de sodio, acetato de sodio e cloreto de sodio e a adicdo de
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solventes organicos como etanol e acetonitrila. Foram utilizadas técnicas
estatisticas multivariadas para a otimizac¢éo do pH, da concentracédo do eletrdlito e
do tensoativo. Através da funcdo de Derringer e Suich foi possivel realizar a
avaliacdo simultdnea de varias respostas e prever as condi¢cbes analiticas das
metodologias de separacdo. Utilizando a eletroforese capilar de zona foi possivel
obter a separacdo de 8 compostos, por cromatografia eletrocinética micelar
contendo surfactante catibnico foi possivel separar 9 compostos (sacarose,
lactose, lactulose, glicose, arabinose, manose, frutose, xilose e ribose), enquanto
gue utilizando tensoativo anionico foi obtida a separacdo dos 13 compostos. Os
métodos estatisticos multivariados se apresentaram como uma valiosa ferramenta
para o tratamento dos dados e a predicdo matematica das condi¢des 6timas de
separacdo. Além disso, permitiram a reduc&do do niumero de experimentos aliada a
obtencdo de um grande numero de informacdes a respeito dos sistemas

estudados.
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ABSTRACT

The carbohydrates are compounds very abundant in nature. They are
present in all evolutionary steps, both in vegetables and animals. Any metabolism
or synthesis reaction involves, in some way, a carbohydrate. In food industries,
carbohydrates are compounds responsible for several phenomena that promote
chemical, physical and sensorial effects. These compounds are important in raw
material obtention, formulation, processing, final product characteristics and
generated residue treatment. They are compounds having different biological and
technological actions, but with similar physico-chemical characteristics and, for this
reason, are hard of separate. Several methods have been developed for the
analysis of these compounds. However, in the research literature, no method
investigating the possibility of simultaneous separation of the 13 carbohydrates
commonly found in foods: glucose, fructose, sucrose, lactose, galactose, lactulose,
epilactose, arabinose, mannose, maltose, xylose, ribose and maltotriose was
found. In this work, three different methodologies for the separation of these
compounds were evaluated, involving capillary zone electrophoresis, micellar
electrokinetic chromatography with cationic and anionic surfactants. Several
factors that could influence the separation were assayed, electrolyte type and
concentration, voltage, temperature, addition of sodium tetraborate, sodium
phosphate, sodium acetate and sodium chloride salts and addition of organic
solvents like ethanol and acetonitrile. Multivariate statistical techniques were used

to optimize pH and electrolyte and surfactant concentrations. Employing the
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Derringer and Suich desirability function it was possible to make a simultaneous
evaluation of several responses and predict the optimum analytical conditions of
separation. Using the method of capillary zone electrophoresis it was possible to
obtain the separation of 8 compounds, by micellar electrokinetic chromatography
containing cationic surfactant. It was possible to separate 9 compounds (sucrose,
lactose, lactulose, glucose, arabinose, mannose, fructose, xylose and ribose),
when using an anionic surfactant. it was obtained the 13 compounds separation.
The multivariate statistical methods were a valuable tool for data treatment and for
mathematical prediction of the optimum separation conditions. Moreover, they
allowed a reduction in number of experiments as well as the obtention of a great

amount of information concerning the studied systems.
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INTRODUCAO GERAL

Os carboidratos (CHOs) estéo presentes em grande quantidade em quase
todos os alimentos e contribuem com 40 a 50% da ingestdo caldrica do ser
humano [1]. A glicose, frutose, sacarose, lactose, galactose, lactulose, epilactose,
arabinose, manose, maltose, xilose, ribose e maltotriose sdo os CHOs mais
comuns em alimentos como frutas, leites, farindceos, graos, cereais, verduras, mel

e seus produtos derivados.

A composi¢do de CHOs nos alimentos tem sido observada com maior
frequéncia entre os consumidores devido ao aumento de quadros clinicos
estreitamente relacionados com a alimentacdo. Em destaque estdo a obesidade,
gue em 2004 foi diagnosticada em 40% da populagdo brasileira adulta [2]; o
diabetes que prevalece em 7,6% da populacao urbana [3]; e 0 aumento dos casos
de intolerancia a lactose, sacarose e sacarose-isomaltose em criancas e adultos
[1]. Para todos os diagnésticos, os tratamentos clinicos sdo acompanhados do

rigoroso controle da ingestdo de CHOs [1].

Os CHOs sédo grandes aliados da industria alimenticia, contribuindo
decisivamente para a obtencdo das caracteristicas do produto final, tais como, a
cor, 0 aroma e a textura dos alimentos. Cada CHO apresenta caracteristicas
préprias de solubilidade, intensidade de docgura, capacidade de retencédo de agua
e outras. Em funcdo disso, a identificacdo e quantificacdo dos carboidratos
tornam-se necessarias desde o setor de controle da matéria-prima até a

supervisdo da qualidade e da composi¢ao do produto final.
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A composic¢do dos CHOs no vinho, por exemplo, esta correlacionada com
a conservacao do produto final durante a estocagem [4] , além de ser fundamental
durante a fermentagdo para a obtencdo do teor alcodlico desejado [5]. Em
produtos fermentados, sdo compostos que auxiliam na atividade dos
microorganismos. O setor de comercializagdo dos produtos também é dependente
da caracterizagcdo dos CHOs. Por exemplo, o suco de laranja concentrado

exportado ao Japéao, possui o preco baseado no teor de sacarose existente.

Os CHOs sao compostos neutros ou ligeiramente &cidos, existindo na
forma anibnica somente em pH acima de 11,5, possuem caracteristicas estruturais
muito semelhantes e ndo absorvem a radiagcdo na regido do UV [6-8]. Essas

propriedades dificultam a analise desses compostos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica que tem
sido empregada com frequiéncia para tal determinagéo. Para que a separacéo seja
eficiente e a deteccdo seja possivel, alguns autores utilizam reacdes de
derivatizagdo a fim de modificar, complexar ou quelar os carboidratos. Em
contrapartida, varios autores citam uma série de desvantagens relacionadas ao
processo de derivatizacéo, incluindo a possibilidade de que a reacdo possa ser
diferente para cada um dos analitos, que outros compostos presentes na matriz
podem ter comportamento quimico semelhante nas condi¢cdes da derivatizacéo,
sendo quantificados como carboidratos, e ainda, que varios carboidratos podem

nao ser completamente derivatizados [6,9,10].
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Com base nessas dificuldades, foram desenvolvidas metodologias por
CLAE com detecc¢édo por indice de refragdo, que ndo requer um procedimento de
derivatizagdo [6]. Esse sistema seria perfeito para essa finalidade se né&o
apresentasse alguns inconvenientes como alto ruido, baixa sensibilidade e pouca
especificidade para carboidratos, podendo detectar outros compostos que
refratam a luz polarizada [10,11]. Outro limitante € que o sistema impossibilita usar
condi¢Oes de gradiente [10], o que limita as possibilidades de separacao entre os
diversos carboidratos. N&do obstante, o detector € muito instavel a pequenas

variacdes ambientais [7].

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica em ascensao em varios paises.
Sua principal caracteristica é que os analitos sdo separados devido as diferentes
mobilidades dadas pelo peso molecular e carga do composto. Como o capilar de
silica fundida utilizado em EC resiste a condi¢cdes altamente alcalinas, a
eletroforese apresenta a vantagem de permitir a ionizagdo dos carboidratos sem
reacO0es de derivatizacdo. Para viabilizar a deteccdo em UV, alguns autores
utilizam soluc¢des tampéo com eletrdlito de fundo, a fim de gerar um pico negativo
guando o carboidrato passa na cela do detector. A principal desvantagem da
eletroforese é a baixa detectabilidade, que no caso dos carboidratos, que estédo
presentes, na sua maioria, em grande quantidade nos alimentos, ndo chega a ser
um obstéaculo tdo relevante. As principais vantagens da EC sao a alta eficiéncia de
separacdo, boa resolucéo e seletividade, além de apresentar analises rapidas e de

baixo custo em reagentes. O equipamento € versatii e apresenta rapida



Adriana Dillenburg Meinhart Introducao Geral

estabilizagdo as condi¢gbes de analise. Cabe ressaltar, que a geracao de residuos
€ minima e, na maioria dos casos, estes ndo necessitam de tratamento especifico

por se tratarem de tampdes simples [6,9,12-17].

Em vérios paises, os pesquisadores vem utilizando a EC com crescente
frequéncia para determinacdo de carboidratos. No entanto, ha necessidade de
desenvolver métodos que permitam a separacdo dos carboidratos mais comuns
nos alimentos. Devido a pouca diferenca entre as massas moleculares, estruturas
e constantes de dissociacdo dos mesmos, a analise desses compostos € um
desafio analitico. Por isso, em determinadas condi¢des, principalmente ao que
tange as faixas de pH, tem-se mobilidades idénticas para carboidratos diferentes.
No estudo com tampéo constituido de acido 1-naftil-acético, em pH menor que
12,0, as mobilidades da maltose e glicose sao idénticas, conferindo um Unico pico
para os dois analitos [6]. Com tampdao de sorbato e brometo de hexadimetrina, em
pH 12,2, ndo foi observada boa resolucédo entre os picos de manose, ramnose,
glicose e galactose [18]. Em tampéao sorbato e brometo de cetil-trimetil-amonio, a
separacdo simultanea de galactose, maltose e maltotriose também nao foi
possivel [19]. Em tampéo contendo acido 6-piridina-dicarboxilico também foram
verificadas dificuldades de separacédo [20,21]. Em estudo com solucdo de borato,
foi possivel a separacdo de maltose e galactose. No entanto, foi necessaria a

utilizacdo de reacdes de derivatizacdo [22].

O desenvolvimento de uma metodologia simples que permita a separacao

dos carboidratos mais comuns em alimentos é de extrema necessidade para a
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identificacdo dos mesmos em amostras desconhecidas. Mesmo em matrizes ja
estudadas, a sobreposi¢do dos picos pode comprometer o resultado analitico. Nos
estudos pesquisados, a otimizacdo da separacdo foi realizada de forma
univariada, o que também pode suprimir algumas informacfes dos efeitos de

interacdo entre as variaveis do sistema de separacao.

Tendo em vista as importadncias nutricionais, tecnolégicas e
mercadoldgicas dessa analise, neste trabalho foram realizados estudos
univariados e multivariados, no sentido de investigar mais profundamente as
possibilidades de separacdo dos 13 CHOs mais comuns em alimentos utilizando a

eletroforese capilar.
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OBJETIVOS

1 OBJETIVO GERAL

Otimizar uma metodologia analitica para a separagdo de carboidratos em

alimentos por eletroforese capilar.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Otimizar uma metodologia por eletroforese capilar que permita a
separacdo dos 13 carboidratos mais comuns em alimentos: glicose, frutose,
sacarose, lactose, lactulose, epilactose, galactose, maltose, manose, arabinose,

xilose, ribose e maltotriose;

2.2 Utilizar métodos multivariados para a otimizacdo dos fatores que

influenciam na separacéo.

11



12



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 1

CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

CARBOIDRATOS EM ALIMENTOS:

PROPRIEDADES E METODOS DE SEPARACAO

Adriana Dillenburg Meinhart, Helena Teixeira Godoy

Departamento de Ciéncia de Alimentos
Faculdade de Engenharia de Alimentos

Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

13



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 1

RESUMO

Os carboidratos (CHOs) sdo compostos muito abundantes na natureza.
Estdo presentes em todas as etapas evolutivas, tanto em vegetais como animais.
Quaisquer reacgOes, de anabolismo ou catabolismo envolvem, de alguma forma,
algum CHO. Nas industrias alimenticias os CHOs sdo compostos responsaveis
por diversos fendbmenos que promovem efeitos quimicos, fisicos e sensoriais. A
importancia destes compostos acompanha etapas que vao desde a obtencdo da
matéria-prima, a formulagéo, o processamento, as caracteristicas do produto final,

até o tratamento dos residuos gerados.

Sao, nutricionalmente, imprescindiveis a existéncia da espécie humana ja
gue as rotas metabdlicas sdo dependentes deles. Por isso tem sido alvo de
estudos had muitos anos pelos pesquisadores, no sentido de gerar métodos
analiticos para separar e quantificar os diferentes de carboidratos presentes em

cada alimento.

Nessa breve revisdo foram apresentadas as principais caracteristicas fisico-
guimicas dos mono, di e trissacarideos mais comuns em alimentos, bem como os
principais métodos presentes na literatura para a separacdo e quantificacdo de

carboidratos em alimentos.
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ABSTRACT

Carbohydrates (CHOs) are very abundant compounds in nature. They are
present in all evolutionary steps, both in vegetables and animals. Any metabolism
or synthesis reaction involves, in some way, a carbohydrate. In food industries,
carbohydrates are compounds responsible for several phenomena that promote
chemical, physical and sensorial effects. These compounds are important in raw
material obtention, formulation, processing, final product characteristics and

generated residues treatment.

Nutritionally, they are indispensable to human species existence, since
metabolic routes depend on them. For this reason, they have been the target of
studies for several years, in the development of analytical methods to separate and

guantify the different carbohydrates present in each food.

In this short review the main physic-chemical characteristics of the most
common mono, di and trisacharides in foods were presented, as well as the
principal methods present in literature for separation and quantification of food

carbohydrates.
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1 IMPORTANCIA DO CONTROLE DOS CARBOIDRATOS NOS ALIM ENTOS

Os carboidratos sao matérias-primas essenciais para a maioria dos
alimentos. S&o indispenséaveis no processamento de alimentos fermentados, sédo
0s principais constituintes dos cereais e conferem as propriedades reoldgicas da
maioria dos alimentos de origem vegetal. De forma geral, estdo intimamente
ligados a consisténcia e a capacidade de retencdo de agua. Alguns transferem um
sabor adocicado ao alimento, de intensidade relacionada aos tipos de carboidratos
presentes e suas propor¢cées. No ramo alimenticio, as transformacgfes dos
carboidratos através da reacdo de Maillard, da degradacédo e hidrolise devido ao
efeito do pH e do calor, e a caramelizacdo sdo convenientemente utilizadas para
obter as propriedades sensoriais de cor, aroma e textura [1]. Na tabela 1 estéo

apresentados os principais carboidratos presentes nos alimentos.

O leite e seus derivados fazem parte da dieta brasileira nas diferentes
faixas etarias, pois apresentam elevado valor biolégico e nutricional. A lactose, 0
principal CHO do leite, € um dos principais responsaveis pelo aporte energético,
principalmente em criangcas e adolescentes. Quando o leite e seus derivados
passam por aquecimentos excessivos, apresentam a reacdo de isomerizacao da
lactose formando lactulose e epilactose. Ambas possuem menor valor biolégico
gue a lactose e podem causar reacbes adversas como flatuléncias [2-5]. A

producdo brasileira de leite tem aumentado gradativamente, tanto que o Brasil
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passou a ser exportador [6], 0 que refor¢ca a necessidade do controle de qualidade

rigoroso do processo produtivo e do produto final.

Tabela 1: Carboidratos presentes nos alimentos

Carboidrato | Alimentos em que sdo encontrados Referéncia

Xilose Arroz, cebola, vinho branco, café [7-9]

Sorvete, suco frutas, sucos artificiais,
cebola, conservas vegetais, mel,

Frutose . ) ) . [8-18]
alimentos infantis, chocolate, cereais,

vinho branco e tinto, café

Café, cebola, arroz, acai, vinho branco e

Arabinose ) [7-9,19,20]
tinto
Sorvete, alimentos infantis, cerveja,

Maltose ) [12,15,16,18,21]
cereais
Alimentos infantis, café, leite e derivados,

Galactose ) [8,9,16,19]
vinho

Lactose Leite e derivados, alimentos infantis [10,13,16]

Sorvete, sucos, conservas vegetais,
Sacarose _ ) _ ] [10,12,13,16,17]
logurte, frutas, alimentos infantis

Manose Café [19]
Maltotriose | Cerveja, achocolatado em pd, cereais [15,21]
Ribose Café, vinho tinto e branco [8,9]
Lactulose Leite e derivados [2-4]
Epilactose Leite e derivados [2-4]
Glicose Na maioria dos alimentos -
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Dentre os sucos de frutas, o de laranja é o mais consumido no mundo. O
suco desta fruta possui antioxidantes naturais que participam ativamente na
prevencdo de doencas e auxiliam na absorgdo de alguns nutrientes. O Brasil é o
maior produtor mundial de laranja. Segundo os dados da FAO (Food and
Agriculture Organization) [22], em 2007 o Brasil foi responsavel por 31,8% de toda
a producdo mundial. Da mesma forma, o pais atende a maior parte da demanda
mundial de suco. Tendo em vista que o suco de laranja concentrado é exportado
para diversos paises e que 0s precos sdo baseados no teor de sacarose existente,
o controle rigoroso dos niveis de sacarose € imprescindivel para sua

comercializacgéo.

Na refeicdo de diversos povos, independente da cultura ou do cardapio, o
arroz é um ingrediente quase sempre presente. E consumido em larga escala no
Brasil, sendo que em 2002-2003, segundo o IBGE, o consumo per capita de arroz
foi entre 18 e 29 kg/hab/ano [23]. Dentre os residuos do beneficiamento do arroz,
a casca apresenta um grande volume. Tendo em vista que a casca do arroz € rica
em xilose, essa tem sido utilizada em processos de bioconversdo de xilose em

xilitol, um edulcorante muito utilizado na industria alimenticia [7].

Os cereais sdo fontes majoritarias de vitaminas B e fibras, compostos
muito importantes em diversas rea¢cdes metabdlicas essenciais e na regulacdo do
trato digestorio. Em virtude da exigéncia sensorial dos consumidores, algumas
indUstrias tem adicionado sacarose aos cereais, 0 que limita a ingestdo do

alimento por pessoas com problemas como o diabetes ou sobre-peso. A analise
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desse composto nos alimentos oferecidos pela industria € de extrema importancia
para conhecimento dos consumidores com dieta restrita destes nutrientes e para o

controle de qualidade do produto final.

O café é uma das bebidas ndo alcodlicas mais consumidas. Entre 2002-
2003, o consumo per capita variou entre 1,9 e 3,2 kg/hab/ano [23], o que
corresponde, aproximadamente, entre 23 a 40 litros de café/hab/ano. Especialistas
atribuem o crescimento do consumo a melhoria da qualidade do café oferecido, a
consolidacdo do mercado de cafés tipo Gourmet ou Especiais, e devido ao
aumento da percepcdo dos beneficios do café para a saude. A industria, na
corrida desenfreada por rendimentos econémicos, pode envolver processamentos
fraudulentos através da adicdo de outros grédos, de menor custo, durante o
processamento do café. Nesse caso, o pd de café fraudado, apOs hidrdlise,
apresenta niveis de glicose muito superiores ao café normal. A dosagem dos

niveis de glicose pode servir como indicativo desse processo de adulteragdo [24].

Os compostos funcionais do vinho destacam essa bebida dentre as
alcodlicas. Diversos estudos cientificos indicam que o consumo moderado de
vinho estd correlacionado com a menor incidéncia de doencas [25], o que
desperta cada vez mais o interesse do consumidor por esse alimento. O controle
dos niveis de CHOs durante a fermentag&o € importante para a obtencéo do teor
alcodlico adequado. Além disso, a presenca excessiva de frutose no vinho pode
reduzir sua vida de prateleira ja que as cepas de leveduras, geralmente utilizadas

no processo fermentativo, tem preferéncia pela glicose [26].
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Os alimentos e bebidas citados nesse estudo possuem grande
expressividade na alimentacdo das familias brasileiras em vista do elevado
consumo e da importancia nutricional, biolégica e funcional. Esse fato eleva a
importancia de investigar profundamente a composicéo de carboidratos presentes
nos mesmos. A expansado destes mercados exige da inddstria um aumento

rigoroso do controle dos produtos e das informacgfes declaradas nos rotulos.

2 RESTRICOES A INGESTAO DE CARBOIDRATOS

Embora os carboidratos sejam uma fonte energética essencial ao
metabolismo, algumas pessoas apresentam quadros clinicos que restringem a

ingestédo de determinados carboidratos.

2.1 Intoler&ncia aos carboidratos

A intolerancia é caracterizada por manifestacfes clinicas que acontecem
devido a alteracbes da digestdo e absorcdo dos carboidratos [27]. Algumas
pessoas possuem intolerancia a polissacarideos, como o amido; e outras, a
dissacarideos, como a lactose, a sacarose e sacarose-isomaltose. Ainda, séo
frequentes os casos de intolerdncia a monossacarideos, decorrentes da
inadequada absorcdo priméria de (glicose-galactose e secundaria de

monossacarideos [12].
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A intolerancia a lactose € um problema muito comum. Pesquisas recentes
em uma escola publica de SP indicam que criancas apresentam deficiéncias

semelhantes as encontradas nas popula¢fes caucasianas [27].

A intolerancia a lactose pode ser decorrente da deficiéncia congénita,
ontogenética ou hipolactasia tipo adulto. No caso de intolerancia congénita, a dieta

deve ser isenta de lactose no estagio inicial do tratamento [27].

A deficiéncia congénita de sacarase-isomaltase € a segunda deficiéncia
primaria de dissacarideos mais frequente, com prevaléncia entre 0,1 e 0,5% da

populacdo. O aumento da sacarose na dieta agrava os sintomas [27].

A intolerancia a frutose livre e sorbitol tem sido mais frequiente devido ao
aumento do consumo destes compostos, muito utilizados como aditivos dietéticos.
Além disso, percebe-se o aumento do consumo de alimentos considerados
saudaveis dieteticamente, mas ricos em frutose livre e sorbitol como maca, péra,

uva, sucos de fruta e graos [27].

2.2 Diabetes

O diabetes € uma sindrome heterogénea decorrente da falta de insulina
no organismo ou da sua incapacidade de exercer adequadamente seus efeitos
metabdlicos. Sua prevaléncia no Brasil, na populacdo urbana entre 30 e 69 anos
de idade, é de 7,6% (tanto homens quanto mulheres), sendo que esse indice

aumenta consideravelmente com o progredir da idade [28].

21



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 1

Segundo a Associagdo Americana de Diabetes, o tratamento tem como
objetivo manter o teor de glicemia proximo dos valores normais, levando em
consideracdo a atividade fisica, a dieta e a medicacdo. O controle da glicemia
possui uma estreita relacdo com a alimentacdo, sendo que muitos pacientes sao

restritos do consumo de alguns carboidratos [28].

2.3 Obesidade

A obesidade também é um fator que impulsiona a necessidade de
controlar rigorosamente o teor e a composi¢cdo dos carboidratos nos alimentos.
Segundo o Ministério da Saude, em 2004, 40% da populacdo brasileira adulta
apresentava algum nivel de excesso de peso [29]. Além de fatores genéticos,
psicolégicos, de doencas e do uso de alguns medicamentos, as principais causas
da obesidade séo a falta de exercicios fisicos e uma dieta sem equilibrio entre a

guantidade de calorias ingeridas e consumidas pelo metabolismo.

3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS CARBOIDRATOS

Os CHOs podem ser definidos como poli-hidroxialdeidos, poli-
hidroxicetonas, poli-hidroxialcoois, poli-hidroxiacidos, e seus derivados simples, e

polimeros desses compostos unidos por ligagdes hemiacetélicas [1].

Uma das caracteristicas mais estudadas dos carboidratos é a capacidade

que possuem em reduzir solu¢des alcalinas de Cu™ e Ag*. Além disso, sofrem
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oxidacdo com oxidantes brandos, como a &gua de bromo e oxidantes mais
energéticos. As cetoses nao reagem com oxidantes brandos, mas em presenca de
oxidantes energéticos, ocorre 0 rompimento da cadeia com formagdo de dois

acidos dicarboxilicos [1,16].

Outra reacdo importante € que o0s grupos hidroxilicos podem ser
facilmente metilados ou acetilados pelos métodos usuais de alquilacéo e acilacéo.
Quando aquecidos em solucdes acidas, os carboidratos sofrem desidratacdo com
formacéo de furaldeidos e, posteriormente, hidroximetilfurfural e furfural [1]. Em

geral os carboidratos apresentam ponto de fusao entre 100 e 170°C.

Os carboidratos mais comuns em alimentos, alvos desse estudo, sdo
considerados compostos neutros ou ligeiramente acidos, apresentando ionizacéo
somente em pHs acima de 11,5 [13,30]. Nao fluorescem nem absorvem a
radiacdo UV, o que exclui os meios mais comuns de deteccdo empregados [10,30]
e apresentam estruturas muito semelhantes. Na figura 1, estdo apresentadas as
as estruturas dos carboidratos mais comuns em alimentos e na tabela 2 as

massas moleculares e as constantes de ionizacao (pKa).
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Figura 1: Estruturas dos carboidratos mais comuns em alimentos [31]
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Tabela 2. Massas moleculares e constantes de ionizagao (pka) dos carboidratos

mais comuns em alimentos

Carboidrato MM’ pKa™
Xilose 150,1 12,15
Arabinose 150,1 12,34
Ribose 150,1 12,21
Frutose 180,2 12,03
Glicose 180,2 12,28
Galactose 180,2 12,35
Manose 180,2 12,08
Lactose 342,3 11,98
Lactulose 342,3 ok
Epilactose 342,3 *hx
Sacarose 342,3 12,51
Maltose 342,3 11,94
Maltotriose 504,4 Fhx

“Massa Molecular
_pKaem agua a 25°C [LEE e LIN, 1996; SOGA e SERWE, 2000]
Valores ndo encontrados.

4 METODOS PARA ANALISE DE CARBOIDRATOS

Com base nas propriedades fisico-quimicas dos carboidratos, observa-se
gue sdo analitos que apresentam dificuldades de separacdo e deteccdo. Sao
compostos que possuem estruturas e massas moleculares semelhantes, o que
prejudica a separacao, além disso a deteccédo é dificultada por ndo absorverem a

radiacdo UV [10,11,32].
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Para superar esses problemas, os CHOs podem ser submetidos a
reacdes de derivatizacdo com a finalidade de modifica-los e tornar possiveis a
separacdo e deteccdo. Os agentes derivatizantes mais citados sao: 2-
aminopiridina, acido etil p-aminobenzdico, acido p-aminobenzéico, ester etil p-
aminobenzoico na presenca de cianoboridrato de sodio, 6-aminoquinolina, 4-
aminobenzonitrila, 1-fenol-3-metil-5-pirazolona, 3-(4-carboxibenzoil)-2-
guinolinacarboixialdeido) e varios tipos de &cidos sulfénicos de aminonaftaleno

[10].

No entanto, os métodos de derivatizacdo sdo limitados, pois a reatividade
pode ser diferente para cada analito. Além disso, mais de um produto pode ser
formado para o mesmo analito, resultando em problemas de separagéo, e outros
compostos presentes em amostras complexas podem reagir da mesma forma que
os carboidratos, superestimando os resultados. Ainda, a reacdo de derivatizac&o

é, freqientemente, demorada [10,33].

Os primeiros métodos estudados com propositos de separacdo foram a
cromatografia em papel e camada delgada. Ambas apresentaram baixa eficiéncia

de separacgdo e pouca precisado para propoésitos quantitativos [10,34-36].

A cromatografia gasosa (CG) foi estudada obtendo-se boa eficiéncia e
resolucao para sacarose, glicose, frutose e sorbitol [34]. No entanto, a técnica por
CG é limitada, pois muitos carboidratos nédo sao volateis, ou sdo labeis ao calor.
Além disso, essa técnica geralmente necessita de reagBes de derivatizacao

demoradas [10].
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Atualmente, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € um dos
métodos de separacdo utilizados [10]. Em pesquisas realizadas por CLAE com
sistema de separacao por troca idnica e deteccdo amperométrica, foi observada

elevada sensibilidade, mas com limitacées em seletividade [33].

Utilizando a técnica por CLAE, um grupo de pesquisadores estudou a
reacdo de derivatizacdo de carboidratos com ester etil p-aminobenzoico na
presenca de cianoboridrato de sédio, que permitiu a separacao e detec¢cdo em UV,
a 254 nm de 13 carboidratos. Apesar do grande numero de compostos separados,

foi observada a dificuldade de separacéo entre galactose, glicose e manose [33].

As reacdes de derivatizacdo sdo alvos de muitas davidas quanto a
especificidade e exatiddo. A fim de evita-las, alguns autores passaram a estudar
procedimentos analiticos por CLAE com deteccdo por indice de refracdo. No
estudo de Doki, Druzian e Scamparini, foi obtida a separacdo de frutose, glicose,
sacarose, maltose, lactose, além de sorbitol e glicerol em amostras de sorvete
[12]. Outro estudo utilizando o detector por indice de refragdo mostrou a
separacdo de sacarose, glicose e frutose em polimeros biodegradaveis [37]. A
principal vantagem deste detector é que ndo h& necessidade de fazer reacfes de

derivatizacdo, o que torna a andlise mais rapida e elimina as davidas da reagao.

No entanto, varios autores comentam sobre as limitagbes do uso da
deteccéo por indice de refracdo. As principais dificuldades destacadas sédo a baixa
sensibilidade e especificidade para carboidratos, podendo detectar outros

compostos que refratam a luz polarizada; a necessidade de um controle rigoroso

27



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 1

de temperatura devido as oscilacdes do sistema e a elevada sensibilidade as
variagbes de vazdo e mudancas na composi¢cdo da fase movel, que impede o uso
de gradiente ocasionando dificuldades de separacgdo [12,33,38]. Além disso, 0s
métodos por CLAE possuem elevado consumo de reagentes e geracao de grande
volume de residuos que necessitam tratamento especifico, 0 que aumenta 0s

custos da analise [38,39].

4.1 Aplicacdo da Eletroforese Capilar na Separacdo  de Carboidratos

Na técnica por eletroforese capilar a separa¢édo dos analitos € baseada na
migracdo diferenciada dos compostos ibnicos ou ionizaveis quando estes estdo
dissolvidos ou suspensos em um eletrdlito, através do qual € aplicado um campo
elétrico. Desde 1990, a eletroforese capilar vem sendo utilizada em analises de
carboidratos em varios paises. Embora os carboidratos sejam considerados
neutros, eles sdo ligeiramente acidos. Em pH acima de 11,5, por exemplo, eles
existem na forma aniénica. Nesse pH alto, migram no capilar de silica fundida para
o catodo [11,32]. O capilar de silica fundida utilizado suporta o uso de tampdes
com valores de pH extremos, facilitando a utilizacdo dessa propriedade para obter
uma melhor separacdo dos CHOs em estudo. No entanto, em pHs muito elevados

a sensibilidade é comprometida devido ao aumento do sinal do ruido.

Alguns pesquisadores desenvolveram métodos de separacdo através da
formacdo de complexos dos carboidratos com solu¢des de borato, em pH de 8 a

10, com deteccdo em 195 nm, onde foi observada boa separacao entre a maltose,
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frutose e glicose [40]. Outros pesquisadores citam que 0 uso de um comprimento
de onda tao baixo ndo € seletivo e podem ocorrer interferéncias de substancias
carregadas como aminodacidos, peptideos e proteinas, presentes na amostra
[13,32]. Também ha trabalhos com derivatizacdo em pré-coluna, apresentando um
aumento significativo em sensibilidade e separacdo. Mas pode ocorrer que os di e
trissacarideos ndo sejam completamente derivatizados [32]. Outro método
proposto foi baseado na quelagdo com cobre (ll) e sulfato de amoénio, com
deteccdo UV a 245 nm, que também apresentou bons resultados para a
separacgao de glicose, frutose e sacarose [41]. Recentemente, foi desenvolvido um
método com derivatiza¢do utilizando p-nitroanilina e eletrolito contendo &cido
bérico em pH 9,7 com deteccdo em 380 nm, onde foram separadas a maltose,

rabinose, xilose, lactose, glicose, manose, arabinose, alose e galactose [42].

No intuito de evitar métodos que necessitem a formagédo de complexos ou
reac0es de derivatizacdo, um grupo estudou a determinagdo simultdnea de
carboidratos por EC com detec¢cdo amperométrica utilizando um tampéo de NaOH
e CTAB (brometo de cetil-trimetil-aménio). A determinagdo simultanea de acidos e
carboidratos (glicose, frutose e sacarose) foi obtida em 14 minutos. O método foi
aplicado prosperamente a analise de amostras de uva com precisdo satisfatoria
[14]. Em outros estudos utilizando eletrodo de cobre e deteccdo amperométrica
verificou-se simplicidade e rapidez para determinar sacarose, maltose, glicose e
frutose em farinha de arroz [43], lactose em leite em po6 [44] e glicose, galactose,

arabinose, frutose, xilose e ribose em café [9].
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Tendo em vista que os métodos de deteccdo mais difundidos sdo a
absorcédo no UV/Vis e fluorescéncia e que, para o uso desses, seriam necessarias
reacbes de derivatizagdo, alguns autores propuseram métodos por deteccado
indireta. Neste caso, uma solugéo contendo um eletrélito que absorve ou fluoresce
gera um sinal de fundo elevado e quando o analito, que ndo absorve ou fluoresce,
atinge o detector, ocorre uma queda no sinal, registrado como um pico negativo
[39]. Dessa forma foi possivel detecta-los sem rea¢gBes de complexacao, quelagéo

ou derivatizagao.

Em estudos realizados por Serwe e Tomoyoshi [13], a separacao foi
realizada por EC com solucdo tampado de &cido 2,6-piridino-dicarboxilico e
hidroxido de cetil-trimetil-aménio (CTAH), em pH 12,1. O método ndo necessita
reacao de derivatizagdo, ocorrem poucas interferéncias da matriz e a deteccéo foi
possivel em UV a 275 nm. Para as amostras de suco de laranja e iogurte os
resultados de reprodutibilidade, linearidade e sensibilidade foram apropriados. O
tempo de corrida foi de 20 minutos. Sistemas semelhantes foram utilizados em
amostras de glicoproteinas [45] e ourico do mar [40] apresentando bons
resultados. Na pesquisa realizada por Lee e Lin [10], estudou-se a separacdo de
glicose, frutose, ramnose, ribose, maltose, lactose e sacarose em sucos de frutas,
produtos lacteos e outros alimentos, utilizando o eletrolito contendo acido 1-
naftilacético em pH 12,2, com deteccdo em 222 nm. O limite de deteccao foi cerca

de 0,1 mM e o tempo de corrida foi de 17 minutos.
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Em estudo da separacdo de carboidratos empregando tampé&o contendo
glicilglicina e histidina, com deteccdo em UV, os pesquisadores estudaram a
separacdo de xilitol, manitol, sacarose, fucose, lactose, celobiose, glicose,
arabinose, galactose, maltose, ramnose, xilose, lixose, frutose, manose e ribose,
conseguindo a separacdo de 10 compostos. Observaram que os picos de lactose
e celobiose apresentam mobilidades semelhantes, o que prejudicou a separacao.
O mesmo ocorreu entre glicose, arabinose, galactose e maltose e com o conjunto

xilose, manose e lixose. Os limites de deteccéo foram de 24,9 a 66 pug/mL [46].

Também foi realizada a determinacédo de carboidratos (sacarose, glicose,
maltose e frutose) através de EC com deteccdo UV, sob condi¢cdes altamente
alcalinas por Poppe et al. [32], onde se verificou que o pH alto do eletrdlito resultou
em forte ruido e instabilidade da linha de base. Os autores concluiram que os
problemas estdo relacionados a producdo de calor e temperatura elevada no
capilar. Assim, utilizaram capilares estreitos e baixas voltagens (para obter uma

dissipacao de calor uniforme ao longo do capilar), obtendo limites de deteccdo em

cerca de 0,5 mmol/L. Os autores verificaram boa reprodutibilidade e robustez.

Zemann [30], utilizou uma solucdo tampéo de sorbato de sodio e brometo
de hexadimetrina, em pH 12,2, com deteccdo em 254 nm e 7,5 cm de
comprimento de capilar efetivo. Foi possivel a separacdo de manose, glicose,

galactose e rafinose em 1 minuto.

Recentemente, foi publicado um trabalho realizado no Brasil [15]

enfocando o estudo em carboidratos por EC. Os pesquisadores desenvolveram
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dois métodos, o primeiro para separacao de frutose, glicose, maltose, maltotriose,
lactose e sacarose, e 0 segundo, para separacdo de frutose, glicose, galactose,
lactose e sacarose. Os sistemas tampao utilizados foram sorbato, NaOH e
brometo de cetil-trimetil-amonio. A diferenca entre os dois métodos foi o pH e a
concentragcdo do tensoativo. Ambos apresentaram boa resolucdo, linearidade e

sensibilidade.

A eletroforese capilar com ionizagdo em electrospray e deteccdo por
espectrometria de massas foi estudada com éxito na separacdo de 17
carboidratos, incluindo desoxiribose, arabinose, ribose, xilose, xilitol, fucose,
galactose, glicose, manose, frutose, inositol, manitol, sacarose, maltose, rafinose,
glicosamina e galactosamina. O método foi aplicado em amostras de vinho,
apresentando limites de deteccéo de 0,5 a 3,0 mg/L. Os carboidratos encontrados
em amostras de vinho tinto foram arabinose, galactose, frutose, glicose, inositol e
manitol. Em vinho branco, além destes, também foi detectada a ribose e xilose. Os
autores destacaram sobre a importancia do emprego de metodologias que
apresentem boa separagcdo dos picos a fim de identificar todos os carboidratos

presentes na amostra [8].

A cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) com surfactante anidnico é
um modo de separacdo empregado em diversas analises em alimentos. Bao,
Newburg e Zhu [49] observaram bons resultados na separagdo para

oligossacarideos em leite humano utilizando cromatografia eletrocinética micelar
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com o uso de surfactante aniénico. No entanto, ainda existem poucos estudos

sobre a separagao de CHOs utilizando esse modo de separacéo.

A EC possui uma instrumentagdo simples, proporciona uma separacao de
alta eficiéncia (tipicamente acima de 10° pratos tedricos), boa resolucdo e
seletividade. As analises sdo econdmicas, rapidas, requerem baixo consumo de
reagentes (mL) e geram baixos volumes de residuos. Além disso, na maioria dos
casos, os residuos gerados podem ser descartados sem tratamento. Por isso, esta
técnica vem sendo alvo de estudos como uma alternativa para CLAE em muitos
campos analiticos [10,32,39,47,48]. A principal desvantagem da EC é a menor
detectabilidade devido ao reduzido caminho 6tico do capilar. Alguns autores
consideram que esse fator ndo é tdo limitante para o estudo de carboidratos ja
gue, na maioria dos alimentos, esses componentes estdo presentes em niveis de

g/L [13].

5 ESTUDOS MULTIVARIADOS DE SISTEMAS

A abordagem classica para a otimizacdo de sistemas experimentais é o
estudo univariado, onde cada parametro € modificado individualmente, enquanto
gue os demais sdo mantidos fixos. No estudo univariado € possivel observar o
efeito de apenas um pardmetro a cada alteracdo de alguma condicdo do
experimento. Ja o estudo multivariado de algum sistema analitico ou produtivo
apresenta algumas vantagens quando comparado a estudos univariados: €

possivel avaliar o efeito de interacdo entre as variaveis, 0 que traz uma riqueza de
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informagbes muito importantes, permitindo a avaliagdo de condi¢Ges

intermediarias que apresentem a resposta maxima desejada [50].

A metodologia de superficies de resposta (RSM) é uma técnica de
otimizacdo de sistemas que € baseada em planejamentos fatoriais. Possui duas
etapas distintas, a modelagem e o deslocamento. A primeira € feita ajustando-se
modelos simples as respostas obtidas com planejamentos fatoriais. A segunda
trata-se do deslocamento ao longo do caminho de méxima inclinagdo de um
determinado modelo, que é a trajetéria na qual a resposta varia de forma mais

pronunciada. [51]

A partir dos trabalhos pesquisados no presente estudo foi observado que
varios fatores influenciaram na separacdo de CHOs, dentre eles o pH, a
concentracao do eletrdlito, concentracdo do surfactante (se houver), temperatura e
voltagem. Além disso, foi possivel observar que as respostas a serem observadas
sdo varias, incluindo a resolugdo entre os picos em estudo, o limite de deteccéo, a
estabilidade do sistema (que envolve a repetibilidade do tempo de migracdo e da

area — importantes para os processos de validacao) e o tempo de corrida.

Os planejamentos multivariados contemplam a necessidade de estudar as
diferentes variaveis e suas interacdes. No planejamento multivariado € possivel
obter um modelo matematico para cada resposta, permitindo assim, a previsao de
quais condicdes do sistema apresentam a resposta maxima. No entanto, quando
as respostas sao muitas, o ponto 6timo de uma pode ser o inverso de outra.

Assim, é preciso encontrar o ponto intermediario que atenda, de forma adequada,
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todas as respostas. Derringer e Suich, em 1980, desenvolveram um método para
otimizar simultaneamente varias respostas. Esse método se baseia na definicdo
de uma fungcdo de desejabilidade, ou seja, para cada uma das respostas s&o
atribuidos valores de desejabilidade, que representardo, matematicamente, a faixa
de aceitacdo da resposta. As fungcdes de desejabilidades sédo combinadas em uma
funcdo global que fornece uma resposta Unica para o sistema. Ainda, é possivel
atribuir diferentes desejabilidades ao diversos niveis de respostas, fazendo com
gue as respostas de maior prioridade sejam mais significativas no calculo da

desejabilidade global [51].

Dentre os trabalhos pesquisados, somente um utilizou sistemas
multivariados para otimizar as condicdes de separagdo. Nesse estudo foi
otimizada a separacdo simultdnea de maltose, rabinose, xilose, lactose, glicose,
manose, arabinose, alose e galactose em 16 minutos [42]. Os demais trabalhos
pesquisados realizaram otimizagbes univariadas que podem suprimir algumas

informacg0des dos efeitos de interag&o entre os fatores que afetam a separagéo.

6 CONCLUSAO

A partir dos estudos aqui sintetizados, foi possivel observar que cada uma
das técnicas e os modos de separacdo ja estudados apresentam vantagens e
desvantagens. A CLAE, quando comparada a CE se destacou pela sensibilidade
enquanto que a CE apresentou melhor resolugdo e menor geracéo de residuos. A

CE acoplada a espectrometria de massas se mostrou como uma alternativa
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interessante. No entanto, os autores do trabalho otimizaram a separacdo dos
compostos indicando que, mesmo com 0 acoplamento da espectrometria de
massas, a separacdo € um parametro importante devido as semelhancas
estruturais dos CHOs; além disso, a espectrometria de massas envolve
equipamentos de elevado custo de aquisicdo e manutencdo. Quanto aos modos
de separacao utilizados, os métodos que envolvem processos de derivatizagcdo da
amostra podem ocasionar reagdes incompletas ou pouco seletivas, ao passo que
0 uso de detectores como indice de refragdo, UV indireto, amperométricos e
condutométricos podem gerar erros de quantificacdo devido a presenca de
interferentes da matriz. Como em todas as técnicas analiticas, sempre haverao
vantagens e desvantagens a serem avaliadas de acordo com a disponibilidade de

equipamentos e com a finalidade da analise.

No que se refere a separacdo dos carboidratos, foi observado que em
diversos métodos apenas alguns compostos foram estudados, obtendo-se uma
boa separacgdo. Ja nos estudos mais complexos, onde a separacdo simultanea de
varios CHOs foi investigada, alguns pares se mostraram de dificil separacéo. Esse
fenbmeno ja era esperado devido a semelhanca das caracteristicas fisico-
guimicas desses compostos. No caso de amostras complexas, que contenham
diversos CHOs, como alimentos, a sobreposi¢cao de picos pode induzir a erros de

guantificacao.

Vale ressaltar que na maioria dos trabalhos, os estudos de otimizagao

foram realizados de forma univariada, 0 que indica que se os mesmos fatores
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forem estudados com técnicas multivariadas, podem apresentar algum efeito de

interacdo que permita melhores condi¢cdes de separacéo.

Por tudo isso, apesar do grande nimero de trabalhos ja apresentados e dos
diversos meétodos desenvolvidos, a otimizacdo da separacdo simultanea dos
carboidratos € uma linha de pesquisa que ainda pode ser ampliada, ja que, no
caso de sobreposicdo de picos em matrizes complexas, a quantificagcdo pode

indicar resultados equivocados.
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RESUMO

O estudo da composicéo dos carboidratos nos alimentos € importante do
ponto de vista nutricional, tecnolégico e comercial. Diversos métodos ja foram
desenvolvidos para a analise desses compostos. No entanto, dentre a literatura
pesquisada, nenhum método investigou a possibilidade de separacdo simultanea
dos 13 carboidratos geralmente encontrados em alimentos: glicose, frutose,
sacarose, lactose, galactose, lactulose, epilactose, arabinose, manose, maltose,
xilose, ribose e maltotriose. Nesse trabalho, foram avaliadas trés diferentes

metodologias na separacdo desses compostos. Também foram estudados os
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efeitos de outras variaveis que possam interferir na separacgéo. Utilizando o modo
de separacao por eletroforese capilar de zona foi possivel obter a separagédo de 8
(sacarose, lactose, glicose, arabinose, manose, frutose, xilose e ribose) dos 13
carboidratos, sendo que foram observadas a coeluicdo entre a lactulose,
epilactose, maltotriose, maltose e galactose. Através da cromatografia
eletrocinética micelar com a utilizacéo de surfactante catiénico foi obtido um pefrfil
de separacdo idéntico a eletroforese capilar de zona. Nos ensaios utilizando
surfactante anionico foi observada a separagcdo completa de 11 dos 13
carboidratos, com coeluicdo completa entre a arabinose e manose. A partir dos
estudos univariados foi possivel observar que o emprego de surfactante catibnico
apresentou menor repetibilidade entre as corridas, embora tenha apresentado um
sinal analitico maior e menor tempo de analise. A eletroforese capilar de zona e o
meétodo com surfactante aniénico apresentaram melhor repetibilidade e foram mais
eficazes para a obtencéo da separacdo dos analitos de interesse, embora o tempo

de corrida maior tenha sido maior.

ABSTRACT

The study of carbohydrate composition in food is very important from
nutritional, technological and commercial point of view. Several methods have
been developed for the analysis of these compounds. However, in the research

literature, no method investigating the simultaneous separation of the 13
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carbohydrates commonly found in foods: glucose, fructose, sucrose, lactose,
galactose, lactulose, epilactose, arabinose, mannose, maltose, xylose, ribose and
maltotriose was found. In this work, three different methodologies for the
separation of these compounds were evaluated. The effects of other variables that
could interfere in the separation were also studied. Using capillary zone
electrophoresis it was possible to obtain the separation of 8 (sucrose, lactose,
glucose, arabinose, mannose, fructose, xylose and ribose) of the 13
carbohydrates, with coelution among lactulose, epilactose, maltotriose, maltose
and galactose. By using micellar electrokinetic chromatography with a cationic
surfactant a separation profile similar to that of capillary zone electrophoresis was
obtained. In the assays employing anionic surfactant the complete separation of 11
of the 13 carbohydrates was observed, with overall coelution between arabinose
and mannose. From univariate studies it was possible to observe that the use of
cationic surfactant presented low repeatability among the runs, although it
presented a higher analytical signal and lower analysis time. Capillary zone
electrophoresis and the method using anionic surfactant showed better
repeatability and were more effective in obtaining the separation of all the analytes

of interest, even though they have a higher runtimes.

1 INTRODUCAO

Os carboidratos (CHOs) estdo presentes em grande quantidade em quase

todos os alimentos e contribuem com 40 a 50% da ingestdo cal6rica do ser
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humano [1]. A glicose, frutose, sacarose, lactose, galactose, lactulose, epilactose,
arabinose, manose, maltose, xilose, ribose e maltotriose sdo os CHOs mais

comuns em alimentos como frutas, verduras, leite, cereais e derivados.

A composicdo de CHOs nos alimentos tem sido observada com maior
frequéncia entre os consumidores devido ao aumento de quadros clinicos como a
obesidade, diagnosticada em 40% da populacéo brasileira adulta em 2004 [2]; o
diabetes, em 7,6% da populacdo urbana [3]; e 0 aumento dos casos de

intolerancia a lactose, sacarose e sacarose-isomaltose em criancas e adultos.

Do ponto de vista industrial, o controle da composicdo dos CHOs é
importante por razdes tecnologicas, pois esses compostos contribuem
decisivamente para a obtencdo das caracteristicas do produto final, tais como a
cor, 0 aroma e a textura dos alimentos. Também estdo relacionados com o
controle de qualidade pois interferem na conservacdo dos produtos (como por
exemplo, em geléias, frutas cristalizadas, sucos concentrados, vinhos, doces e
outros). Em alimentos fermentados, sdo imprescindiveis para que ocorram as

reacfes necessarias para a obtencdo do produto.

Os CHOs podem ser definidos como poli-hidroxialdeidos, poli-
hidroxicetonas, poli-hidroxialcoois, poli-hidroxiacidos e seus derivados simples, e
polimeros desses compostos unidos por ligagbes hemiacetdlicas [4]. Sao
compostos neutros ou ligeiramente acidos, existindo na forma aniénica somente

em pH acima de 11,5. Possuem massas moleculares e caracteristicas estruturais
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muito semelhantes e ndo absorvem a radiagcdo na regido do UV [5-7]. Essas

propriedades dificultam a separacéo e deteccdo dos CHOs.

A eletroforese capilar (EC) € uma técnica que se apresenta como uma boa
alternativa para analise de CHOs. Possui uma instrumentacdo simples,
proporciona uma separacdo de alta eficiéncia (tipicamente acima de 10° pratos
teodricos), boa resolucdo e seletividade. As andlises sdo econdmicas, rapidas,
requerem baixo consumo de reagentes (mL) e geram baixos volumes de residuos.
Além disso, na maioria dos casos, os residuos gerados podem ser descartados
sem tratamento. Por isso, esta técnica vem sendo alvo de estudos para CHOs e

varios outros compostos [5,8-11].

Em EC, a separacdo dos analitos é baseada na migracao diferenciada dos
compostos iénicos quando estes estdo dissolvidos ou suspensos em um eletrolito,
através do qual é aplicado um campo elétrico. O capilar de silica fundida mais
comumente utilizado nas analises eletroforéticas suporta o uso de eletrélitos com
valores de pH extremos, facilitando a utilizagdo da propriedade de ionizacdo para

obter uma melhor separagcédo dos CHOs em estudo [5,8-11].

Dentre os modos de separacdo ja estudados para analise de CHOs,
destacam-se a eletroforese capilar de zona e a cromatografia eletrocinética

micelar (MEKC), com uso de surfactante catidnico ou anidnico.

Em eletroforese capilar de zona, o capilar é preenchido com um eletrélito e

guando aplicado um campo elétrico, os compostos aniénicos possuem mobilidade
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individual em dire¢cdo ao &anodo, no entanto, sdo carregados pelo fluxo

eletrosmético (FEO) em dire¢do ao catodo (Figura 1A).

Em MEKC séo utilizados agentes tensoativos, que em geral contém um
grupo polar e/ou ibnico como cabecga ligado a uma cauda apolar, por exemplo,
uma cadeia alifatica constituindo um mondémero. Em condi¢cdes apropriadas, os
mondmeros podem se agregar formando entidades de tamanho coloidal, como

vesiculas e micelas [12].

Dependendo da natureza do sistema, a incorporacédo do soluto pela micela
pode envolver diferentes regides da mesma, e pode ocorrer por uma série de
mecanismos. Solutos ndo-polares, ou moderadamente polares se associam ao
nacleo hidrofébico da micela, através de interacbes dispersivas do tipo dipolo
induzido-dipolo induzido, enquanto que solutos polares se associam a superficie
da micela, através de interacfes do tipo dipolo-dipolo ou ion-dipolo com os grupos
polares (ou ibnicos) da cabeca do tensoativo. Fortes interacées couldmbicas
(atrativas e repulsivas) podem resultar quando o soluto apresenta carga. Solutos
anfifilicos tendem a se alinhar com a micela de forma a interagir dispersivamente
com o nucleo hidrofobico e eletrostaticamente com a cabeca do tensoativo. A
extensdo com que a associacdo soluto/micela ocorre determina a ordem de

eluicdo dos compostos [12].

O uso de tensoativos catidnicos ocasiona uma manipulagdo da carga
superficial do capilar ou uma desativacdo dindmica que decorre da adsorgéo

fisica, obtendo como resultado a supressdo ou inversao do fluxo eletrosmotico
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[12]. Nesse caso, os CHOs migram em direcdo ao anodo, na mesma dire¢cado do
fluxo eletrosmotico (Figura 1B), o que proporciona tempos de analise mais curtos.
Quando o surfactante aniénico é utilizado, ndo ocorrem modificagBes na parede
do capilar. Os CHOs migram ao anodo, contra o fluxo eletrosmaético, que os
“arrasta” ao catodo. A separacdo com uso de surfactantes anidnicos ocorre
baseada na particdo diferenciada dos analitos entre o eletrdlito e uma segunda

fase composta por micelas (Figura 1C).

Utilizando a eletroforese capilar de zona, alguns pesquisadores
desenvolveram métodos de separacdo através da formacdo de complexos dos
CHOs com solugdes de borato, em pH de 8 a 10, com deteccdo em 195 nm, onde
foi observada boa separacdo entre a maltose, frutose e glicose [13]. Outro método
proposto foi baseado na quelagdo com cobre (ll) e sulfato de amoénio, com
deteccdo UV em 245 nm [14]. Outro estudo envolveu a derivatizacdo dos CHOs
com p-nitroanilina, com separacao em eletrolito contendo &cido bérico em pH 9,7

[15].

Em estudos utilizando eletrodo de cobre e deteccdo amperométrica
verificou-se simplicidade e rapidez para determinar sacarose, maltose, glicose e
frutose em farinha de arroz [16], lactose em leite em p6 [17] e glicose, galactose,

arabinose, frutose, xilose e ribose em café [18].

52



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 2

Injecéo Detec¢éo

A
Deteccéo Injecdo
B
Injecéo Deteccéo
C

Figura 1: Representacdo esquematica da migracdo de analitos neutros e anidnicos
através de eletroforese capilar de zona (A), MEKC com tensoativo catidnico (B) e
anidnico (C). FEO: Fluxoeletrosmdtico; N: Composto neutro; @) Composto

carregado negativamente.

53



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 2

Tendo em vista que os métodos de deteccdo mais difundidos sdo a
absorcédo no UV/Vis e fluorescéncia e que, para o uso destes, seriam necessarias
reacbes de derivatizagdo, alguns autores propuseram métodos por deteccado
indireta. Neste caso, uma solu¢do contendo um eletrélito, gera um sinal de fundo
elevado e quando o analito, que nao absorve, atinge o detector, ocorre uma queda
no sinal, registrado como um pico negativo [10]. Dessa forma, foi possivel detecta-
los sem reacdes de complexacdo, quelagcdo ou derivatizacdo. Na pesquisa
realizada por LEE e LIN [5], estudou-se a separacao de glicose, frutose, ramnose,
ribose, maltose, lactose e sacarose em sucos de frutas, produtos lacteos e outros
alimentos, utilizando o eletrdlito contendo acido 1-naftilacético em pH 12,2, com
deteccdo em 222 nm. O limite de deteccéo foi cerca de 0,1 mmol.L™ e o tempo de

corrida foi de 17 minutos.

Utilizando MEKC com tensoativo catibnico, Serwe e Tomoyoshi [19]
desenvolveram um método com solucdo tampéo de &cido 2,6-piridino-dicarboxilico
e hidréxido de cetil-trimetil-amoénio (CTAH), em pH 12,1, com detec¢do em UV a
275 nm. Sistemas semelhantes foram utilizados para a separacdo de CHOs em
amostras de glicoproteinas [20] e ourico do mar [13] apresentando bons
resultados. Zemann [21], utilizou uma solu¢cdo tampdo de sorbato de sodio e
brometo de hexadimetrina, em pH 12,2, com deteccdo em 254 nm e 7,5 cm de
comprimento de capilar efetivo. Foi possivel a separacdo de manose, glicose,
galactose e rafinose em 1 minuto. Recentemente, foi publicado um trabalho

realizado no Brasil [22], enfocando o estudo em CHOs por EC. Os pesquisadores
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desenvolveram dois métodos, o primeiro, para a separagdo de frutose, glicose,
maltose, maltotriose, lactose e sacarose, e 0 segundo, para a separacao de
frutose, glicose, galactose, lactose e sacarose. Os sistemas tampéo utilizados
foram sorbato, NaOH e brometo de cetil-trimetil-amonio. A diferenca entre os dois
métodos foi o pH e a concentracdo do tensoativo. Ambos apresentaram boa

resolucao, linearidade e sensibilidade.

A MEKC com surfactante aniénico € um modo de separacdo empregado
em diversas andlises em alimentos. Bao, Newburg e Zhu [23] observaram bons
resultados na separacgao para oligossacarideos em leite humano utilizando MEKC
com o uso de surfactante aniénico. No entanto, ainda existem poucos estudos

sobre a separagao de CHOs utilizando esse modo de separacéo.

Apesar dos diversos meétodos ja apresentados na literatura, ndo foram
encontradas pesquisas envolvendo o estudo da separacdo simultanea dos 13
CHOs mais encontrados em alimentos. Por isso, nesse trabalho foram avaliados
alguns métodos ja estudados na literatura quanto ao potencial de separacdo de
glicose, frutose, sacarose, lactose, galactose, lactulose, epilactose, arabinose,
manose, maltose, xilose, ribose e maltotriose. Trés formas de separagédo foram
estudadas, incluindo eletroforese capilar de zona e MEKC (com uso de surfactante
catibnico e anibnico). Além disso, foram avaliados os efeitos de outros parametros
sobre a separacdo, envolvendo o tipo e a concentracdo do eletrdlito, o pH, a

concentracdo de surfactante, a voltagem, temperatura, adicdo de tetraborato de
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sédio, fosfato de sddio, acetato de sodio, cloreto de sddio e adi¢cdo de solventes

organicos como etanol, metanol e acetonitrila.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes e solucdes

Os padroes de sacarose (SAC), D-lactose (LAC), lactulose (LTU),
epilactose (EPI), maltotriose (MTO), D-(+)-maltose (MAL), D-(+)-glicose (GLU), D-
(-)-arabinose (ARA), D-(+)-manose (MAN), D-(-)-frutose (FRU) e D-(-)-ribose (RIB)
foram obtidos da Sigma Chemical - EUA. D-(+)-galactose (GAL) e D-xilose (XIL)
foram obtidos da Chem Service - EUA. Hidroxido de sédio (NaOH) foi obtido da
Nuclear, &acido 2,6-piridino-dicarboxilico (PDC) e brometo de hexadecil
trimetilamonio (citrimida) da Sigma - EUA, tetraborato e acetato de sodio da
Ecibra, fosfato de sédio da Synth, cloreto de sddio da Merck, metanol e acetonitrila
da J.T. Baker, etanol da Synth, docecil sulfato de sédio (SDS) da Riedel-de-Haén -
Alemanha, acido soérbico (SOR) da Sigma Chemical - EUA. Todos os reagentes
utilizados possuem elevada pureza analitica. A agua ultrapura foi obtida do
sistema Direct Q3 UV (Millipore Corporation, France). Todas as solu¢bes foram
degaseificadas em ultrassom (Microsonic SX-20, Arruda Ultra-sons LTDA, Brasil)

antes da injegao.
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2.2 Instrumentacao

Os experimentos foram executados usando um equipamento de
eletroforese capilar Agilent G1600AX com um detector de arranjo de diodos.
Foram utilizados capilares de silica fundida de 50 um de didmetro com bulbo
extendido com 112 cm de comprimento total (104,5 cm de comprimento efetivo),
adquirido da Agilent (Alemanha). Em todos os experimentos, a confirmacédo dos
picos foi realizada mediante adicdo de padrdo para cada um dos compostos em

estudo.

2.3 Métodos
2.3.1 Método por Eletroforese Capilar de Zona

Na primeira etapa do estudo foram realizados experimentos utilizando
eletroforese capilar de zona. Os ensaios envolveram o estudo de dois eletrolitos: o
acido sérbico (SOR) e o acido 2,6-piridino-dicarboxilico (PDC), ja utilizados na
literatura como eletrélitos para a deteccdo indireta de CHOs [19,21,22]. Estes
absorvem a radiacdo UV em 254 e 275 nm, respectivamente. Para obter a
separacdo dos CHOs, o eletrolito foi mantido em pH altamente alcalino (acima de

12,0).

Para a avaliacdo da separacdo dos 13 CHOs de interesse nesse estudo,
inicialmente foi realizada a avaliacdo da estabilidade dos dois eletrélitos quanto ao

pH durante 24 horas. Varias soluc¢des, com o pH variando entre 12,0 e 12,9 foram
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preparadas com ambos os eletrdlitos. As solu¢des foram monitoradas quanto a
estabilidade do pH através de leituras periddicas. Com o eletrélito que apresentou
a melhor estabilidade foi realizada a avaliacdo do efeito do pH sobre a separacéo,
variando o pH de 12,0 a 12,9, em intervalos de 0,1 de pH. Como o tamanho do
capilar e a corrente estdo diretamente relacionados a separagdo, para esses

ensaios foi utilizado um capilar de 50 um de diametro por 112 cm de comprimento

total e 0 maximo de voltagem possivel na instrumentacao utilizada (30 kV).
2.3.2 Método por MEKC: Surfactante Catidnico

O método estudado por SOGA e SERVE [19], utilizando o modo de
separagcao micelar, com uso de surfactante catidnico, apresentou bons resultados
para a separacao de varios CHOs, por isso foi reproduzido e avaliado quanto a
separacdo do conjunto de analitos do presente estudo. A separacao foi realizada
em capilar de 50 pm de didametro por 112 cm de comprimento total, eletrélito
contendo 20 mmol.L* de PDC, 0,5 mmol.L* de citrimida, pH 12,1, com
temperatura de 25°C, voltagem de 25 kV, injecdo de 50 mbar durante 5 segundos

e deteccao indireta em 275 nm (referéncia em 350 nm).

ApoGs a reproducgdo das condicBes Otimas observadas pelos autores, foi
realizada a avaliagdo de forma univariada do efeito da variacdo de pH de 12,0 a
12,7. O pH que proporcionou a maior quantidade de analitos separados foi fixado
para avaliagdo do efeito da voltagem (entre 15 e 30 kV), da concentracdo do
eletrélito (PDC) em 30, 60 e 75 mmol.L™ e da concentrac&o de citrimida de 0,5 a 2

mmol.L™*. Também foram avaliados os efeitos da adicdo de tetraborato de sédio
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ao eletrélito nas concentracdes de 10, 30 e 60 mmol.L™, da adicdo de fosfato de
s6dio nas concentracdes de 10, 30 e 60 mmol.L ™, acetato de sédio em 30 e 60
mmol.L™, de cloreto de sédio em 30 e 60 mmol.L" , da adicdo de solventes
organicos como etanol, metanol e acetonitrila (de 0,1 a 3%) e da substituicdo do
PDC por 20 mmol.L™ de &cido sérbico, como estudado por Jager, Tavares e Tonin

[22].
2.3.3 Método por MEKC: Surfactante Anibnico

Outro modo de separacao investigado foi um sistema micelar com uso de
surfactante anionico ja utilizado por Bao, Newburg e Zhu [23] para separacdo de
oligossacarideos em leite humano. Os experimentos iniciais foram realizados em
condi¢cbes semelhantes ao modo micelar com uso de surfactante catibnico: capilar
de 50 um de didmetro por 112 cm de comprimento total, eletrélito contendo 20
mmol.L'* de PDC, em pH 12,25, com temperatura de 25°C, voltagem de 25 kV,
injecdo de 50 mbar durante 5 segundos e deteccéo indireta em 350 nm (referéncia
em 275 nm). Neste caso, ao invés de adicionar citrimida ao eletrdlito, foi
adicionado dodecilsulfato de sédio (SDS) em dois niveis, 30 e 60 mmol.L™. O
meétodo foi estudado com eletrélito empregando PDC e SOR. Utilizando o eletrdlito
gue apresentou melhores condicbes de separacdo, foi avaliado o efeito da
concentracdo de SDS, entre 0 e 90 mmol.L™. Fixando a concentracdo de SDS na
condicdo em que foi obtida a melhor separacéo, foi realizado o estudo do efeito do

pH entre 7,0 e 12,9.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eletroforese Capilar de Zona

Quanto a estabilidade das solu¢des contendo SOR e PDC, foi observado
que ambos apresentaram variacdes de pH logo apés o preparo, no entanto, uma
hora ap0s o preparo, as solu¢des contendo SOR comecaram a estabilizar. J& nas
solugBes contendo PDC foram observadas variagdes até 24 horas. Tendo em vista
que as analises por eletroforese requerem uma solucao eletrolitica com a melhor
capacidade tamponante possivel, os experimentos seguintes foram realizados

utilizando acido soérbico.

Através do estudo da variacdo do pH, foi observado que o aumento desta
variavel esteve diretamente relacionada ao aumento da resolugdo entre 0s
compostos. Em contrapartida, o aumento do pH apresentou reducdo da
intensidade do sinal analitico e o aumento do sinal do ruido, prejudicando a
detectabilidade do método. Em pH 12,7 foi observada a melhor separacéo,
obtendo-se 9 picos bem separados, conforme a Figura 2. As coelui¢cdes
observadas nos picos 3, 4, 5, 6 e 7 também foram verificadas nos pHs inferiores.
O aumento do pH para niveis entre 12,7 e 12,9 ndo melhorou a separacdo. Em
niveis superiores a 12,7, a altura do sinal do ruido foi muito elevada, inviabilizando

a deteccao quantitativa dos compostos.

Também foi investigado o efeito da variacdo da concentragdo de &acido

sérbico, sendo que entre 5 e 30 mmol.L™* foi possivel observar que o aumento da
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concentracdo melhorou a separagdo. No entanto, em niveis superiores a 20

mmol.L™*, o aumento do ruido inviabilizou a analise dos compostos.

Este método apresentou a separacdo de 8 compostos, com a coeluicdo de
lactulose, epilactose, maltotriose, maltose e galactose em um Unico pico,
indicando que o método ndo separou os CHOs ja encontrados em amostras de
cereais e leite ou derivados destes. Sob outro aspecto, apresentou boa
estabilidade quanto aos tempos de migracdo (com coeficiente de variagdo menor
gue 1%, n=10), tornando-se uma boa alternativa para amostras que nao sejam tdo

complexas, como sucos de frutas, vinhos, arroz e café.

As variaveis que poderiam influenciar positivamente na separa¢cdo, como o
comprimento do capilar, a voltagem, a concentracdo de SOR e o pH ja estavam
em seus limites maximos, operacionais ou quimicos. Assim, foram investigados
outros modos de separacdo a fim de obter a separacdo simultdnea dos 13

compostos.
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Figura 2: Separagéo de CHOs com 20 mmol.L™ de &cido sérbico, pH 12,7, 30 kV,
25°C, injecao de 50 mbar durante 5 s, capilar de 50 um de diametro por 112 cm de
comprimento total e deteccao indireta em 350 nm (referéncia em 275 nm). Mistura
de padrdes contendo 1,0 mg.mL™ de cada composto. Identificacdo dos picos: 1:
Sacarose, 2. Lactose, 3: Lactulose, 4. Epilactose, 5: Maltotriose, 6: Maltose, 7:
Galactose, 8: Glicose, 9: Arabinose, 10: Manose, 11: Frutose, 12: Xilose, 13:

Ribose

3.2 MEKC: Uso de Surfactante Catiodnico

Inicialmente foi reproduzida a condigdo 6tima estudada pelos autores Soga
e Serwe [19] a fim de verificar a eficiéncia de separacdo no conjunto de analitos de
interesse neste estudo. Como apresentado na Figura 3, pode-se observar que a

condicdo citada no artigo, permitiu a obtencdo de 7 picos dos 13 CHOs de
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interesse. Somente 0S compostos sacarose, lactose, galactose e ribose foram
separados totalmente, os demais coeluiram com outros carboidratos.
10

11
12

o0k W

Figura 3: Separacdo de CHOs com 20 mmol.L™* de PDC, 0,5 mmol.L de CTAB, pH
12,1, 25 kV e 25°C, capilar de 50 pm x 112 cm, injecdo de 50 mbar por 5 s e
deteccdo indireta em 350 nm (referéncia em 275 nm). Mistura de padrdes

contendo 0,5 mg.mL™* de cada composto. Identificacéo dos picos igual & Figura 2.

Neste modo de separacdo, como ja era esperado devido a reversdo do
FEO, a eluicdo dos picos ocorreu na ordem inversa ao modo de separagao por
zona. Igualmente ao que foi constatado no estudo em eletroforese capilar de zona,
o pH foi de grande importancia para obter a separacdo desse conjunto de analitos.

Em niveis inferiores de pH as coeluicbes aumentaram, enquanto que 0 aumento
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do pH melhorou a separag¢édo dos picos e também aumentou o ruido. No pH de
12,5 foram verificados 9 picos bem separados, sendo que os compostos 3, 4, 5, 6
e 7 (lactulose, epilactose, maltotriose, maltose e galactose) coeluiram
completamente, ao passo que os compostos 1, 2, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 foram bem
separados. O perfil de separacdo no pH 12,5 foi semelhante ao perfil verificado no
pH 12,7 nos estudos sem o uso de citrimida, por eletroforese capilar de zona. O
aumento do pH para niveis maiores que 12,5 elevaram excessivamente o ruido,

impedindo a identificacéo de picos.

Como esse € um modo de separacdo muito utilizado na literatura, foram
investigados os efeitos de mais algumas variaveis para verificar a possibilidade de
melhorar a separacdo. Para esses estudos, o pH utilizado foi de 12,25, que
apresentou boa relacdo entre a separacdo (8 picos) e baixo ruido. Nao foi
escolhido o pH 12,5 por se tratar de uma condi¢do com ruido mais elevado, o que
poderia comprometer a interpretacdo de pequenos efeitos das demais variaveis

em estudo.

Quanto a variacdo da voltagem, entre 15 e 30 kV, o0 aumento apresentou
pequenas melhoras na separacao (variacoes de 0,3 na resolu¢gdo) mas aumentou
a altura do sinal do ruido inviabilizando a identifica¢cdo dos picos. Em 15 kV, além
da reducéo da resolugéo, ocorreu 0 aumento da dispersdo dos picos e do tempo

de corrida para 70 minutos.
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O aumento da concentracéo de PDC para 30, 60 e 75 mmol.L™ melhorou a
separacdo chegando a 10 compostos separados quando utilizados 75 mmol.L™,
com a coeluicdo total entre a epilactose, a maltrotriose e a maltose. Em
contrapartida, o aumento da concentracdo de PDC ocasionou aumento do ruido,
de forma que inviabilizou a identificacdo dos picos. Além disso, foi observado
elevada instabilidade no sistema através da falta de reprodutibilidade entre as
corridas e o aumento do tempo de corrida para 50 minutos. Na Figura 4 esta

apresentado o eletroferograma desta condicéo.
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Figura 4: Separacdo de CHOs com 75 mmol.L™* de PDC, 0,5 mmol.L de CTAB, pH
12,25, 20 kV e 25°C, capilar de 50 ym x 112 cm, inje¢cdo de 50 mbar por 5 s e
deteccdo indireta em 350 nm (referéncia em 275 nm). Mistura de padrdes

contendo 1,0 mg.mL™ de cada composto. Identificacdo dos picos igual & Fig. 2.
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Com base no resultado do aumento da concentracdo de PDC, foi possivel
observar que o aumento da concentracdo idnica melhorou a separagéo. Por isso,
outros sais também foram avaliados. A adicao de tetraborato de sddio ao eletrdlito,
nas concentracdes de 10 e 30 mmol.L ™, prejudicou a separacdo e reduziu o sinal
analitico. A adicéo de fosfato de sédio, acetato de sodio e cloreto de sédio (ambos
em 10, 30 e 60 mmol.L™") melhoraram a separacéo, mas aumentaram a altura do
sinal do ruido e resultaram na falta de reprodutibilidade nos tempos de migracéo

(obtendo CV acima de 8%, n=5).

Em relacdo a concentragcdo de citrimida, foi possivel observar que em 2
mmol.L™ o grupo arabinose, manose e frutose apresentou melhor resolucéo, ja o
grupo lactulose, epilactose, maltotriose, maltose e galactose apresentou coeluicédo
completa. Além disso, com o aumento da concentracdo de citrimida acima de 0,5
mmol.L'* as corridas ndo apresentaram boa reprodutibilidade, sendo observada

excessiva variacdo dos tempos de migracao, areas e posi¢cao dos picos.

A adicdo de solventes organicos como etanol, metanol e acetonitrila ndo
contribuiram para melhorar a separacéo. A substituicdo do PDC por 20 mmol.L™
de &cido sorbico, estudado por Jager, Tavares e Tonin [22], proporcionou melhor

estabilidade entre as corridas e reduziu a altura do ruido.

A partir dos resultados obtidos, foi observado que o aumento do pH
melhorou a separacdo, o aumento da concentracdo do eletrélito e da citrimida

também foram eficazes, no entanto, o uso dos niveis maximos testados levaram a
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dificuldade em reproduzir os experimentos e identificar os compostos. A melhor
condicdo obtida através desses estudos univariados foi a obtengcédo de 9 picos,

apresentados na Figura 5.
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Figura 5: Separacdo de CHOs com 20 mmol.L™* de PDC, 0,5 mmol.L de CTAB, pH
12,5, 25 kV e 25°C, capilar de 50 yum x 112 cm, injecdo de 50 mbar durante 5 s e
deteccdo indireta em 350 nm (referéncia em 275 nm). Mistura de padrdes

contendo 0,5 mg.mL™" de cada composto. Identificacéo dos picos igual & Fig. 2.

No entanto, com base nos estudos univariados, néo foi possivel observar os
efeitos de interacdo entre os fatores mais relevantes o que indica a possivel

supressédo de algumas informacdes que poderiam ter sido importantes para obter
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a separacdo de mais compostos. O estudo indicou que seria importante uma
avaliagdo mais detalhada dos efeitos do pH, concentragédo de acido sérbico e da
citrimida, bem como dos efeitos de interagdo, a0 passo que as outras variaveis
estudadas se apresentaram ineficientes para o aumento da separagdo ou para a
estabilidade quimica do sistema, aspecto esse muito importante para a obtencdo

de métodos repetitivos e com confiabilidade analitica.

3.3 MEKC: Uso de Surfactante Aniodnico

Para iniciar os experimentos, foi reproduzida a mesma condi¢do utilizada
nos ensaios de selecdo de variaveis do modo catibnico, com a diferenca da
substituicdo da citrimida por dodecilsulfato de sddio (SDS) em dois niveis, 30 e 60
mmol.L"*. Com a adi¢do de 60 mmol.L"* de SDS, 20 mmol.L™ de PDC, pH 12,25,
25 kV e capilar de 112 cm foi obtida a separagdo de 9 compostos enquanto a
mesma condigdo com citrimida separou somente 4. Além disso, a condi¢&do
apresentou boa repetibilidade entre as corridas. A mesma condicdo foi injetada
com &cido sorbico como eletrolito e ndo foi observada diferenca na separacdo. No
entanto, a condicdo com acido sorbico apresentou uma linha de base com menos
ruido. Por isso, 0os experimentos a seguir foram realizados com acido sérbico.
Tendo em vista esses resultados, foi realizado um estudo mais detalhado para
otimizar as condi¢cdes de analise com esse modo de separacdo. A primeira etapa

foi avaliar o efeito da concentracdo de SDS, apresentado na Figura 6.
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Figura 6: Separacdo de CHOs com eletrélito contendo 20 mmol.L™ de &cido
sorbico adicionado de SDS nas concentracdes de 0 (A), 30 (B), 60 (C) e 90 (D)
mmol.L™*, pH 12,25, 20 kV e 25°C, capilar de 50 pm x 112 cm, injecdo de 50 mbar
durante 5 s e deteccdo indireta em 350 nm (referéncia em 275). Mistura de
padrdes contendo 1,0 mg.mL™ de cada composto. Identificacdo dos picos igual &

Figura 2.
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O aumento da concentragéo de SDS proporcionou a melhora da separacéo,
ao mesmo tempo em que aumentou o tempo de analise e reduziu a altura do sinal
analitico (principalmente nos niveis acima de 30 mmoL.L™). No ensaio utilizando
90 mmoL.L* ndo foi observado o aumento da eficiéncia de separacdo. Nos
experimentos utilizando mais de 90 mmol.L™ n&o foi possivel identificar os picos

devido a reducdo da altura do sinal analitico aliada ao aumento do sinal do ruido.

Em seguida foi realizado um estudo da variacdo do pH utlizando a
condicdo de 60 mmol.L™ de SDS e 20 mmoL.L™* de &cido sérbico. O pH foi
avaliado entre 7,0 e 12,9. Somente a partir do pH 12,1 observou-se o inicio da
separagao dos picos. No pH 12,3 apenas 9 compostos foram separados. Em pH
12,7 foi observada a separacao de 11 compostos, com a coeluicdo completa entre
arabinose e manose. Nessa condi¢cdo, também foi verificada a reducdo da altura
do sinal analitico. Em pH 12,9 o ruido ficou muito alto e a dispersdo dos picos
também aumentou. As melhores condi¢cdes obtidas com o uso do SDS, em pH

12,7, estdo apresentadas na Figura 7.
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Figura 7: Separacdo de CHOs com eletrélito contendo 20 mmol.L™ de &cido
sérbico adicionado de 60 mmol.L™* de SDS, pH 12,7, 20 kV e 25°C, capilar de 50
gum x 112 cm, injecdo de 50 mbar durante 5 s e deteccao indireta em 350 nm
(referéncia em 275 nm). Mistura de padrdes contendo 1,0 mg.mL* de cada

composto. Identificacdo dos picos igual a Figura 2.

Foi possivel observar que o SDS, apesar de estar presente em um meio
altamente alcalino (acima de 12,0), onde a maioria dos CHOs analisados possui
carga, ainda apresentou efeito de interacdo com 0s compostos, provavelmente,
devido a ionizacdo parcial dos CHOs e dos efeitos de interacdo superficial com as

micelas ou até, de repulsdo com as mesmas.

Além disso, 0 modo de separacdo micelar com uso de surfactante micelar

aniénico mostrou boa repetibilidade quanto a variacdo dos tempos de migracdo
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(CV menor que 1,0%, n=10), o que diante do método com uso de surfactante

catidnico é uma vantagem consideravel.

Novamente foi possivel observar que o modo de separacdo em estudo
apresenta alguns efeitos de interacdo, principalmente entre pH, concentracdo de
SDS e acido sorbico, que nao foi possivel mensurar nem potencializar no estudo
univariado, indicando a necessidade de utilizar ferramentas de otimizacdo mais

apuradas, como os modelos estatisticos multivariados.

4 CONCLUSAO

O método de eletroforese capilar de zona se mostrou eficiente na
separacdo de 8 compostos (sacarose, lactose, glicose, arabinose, manose,
frutose, xilose e ribose) dentre os 13 estudados. Apresentou-se como uma boa
alternativa para a analise dos carboidratos possivelmente presentes em amostras
como suco, vinho, arroz e café ou outras que ndo necessitem da separacdo de

lactulose, epilactose, maltrotriose, maltose e galactose.

Nos métodos micelares estudados, as variaveis pH, concentracdo do
eletrolito e concentracdo do surfactante (catibnico ou aniénico) mostraram efeitos
analiticamente interessantes. O uso de MEKC com surfactante catidénico

apresentou a separacdo dos mesmos compostos que o método por eletroforese
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capilar de zona. No entanto, foi observado maior dificuldade para a estabilizagédo

do sistema e menor repetibilidade entre as corridas.

O uso de MEKC com surfactante anionico apresentou a separacdo de 11
dentre os 13 carboidratos estudados, sendo observada a coeluicdo somente entre
arabinose e manose. O método se mostrou de facil aplicacdo e com estabilidade

semelhante ao por eletroforese capilar de zona.

Os estudos univariados foram importantes para indicar as variaveis e os
niveis destas que merecem maiores avalia¢cdes. No entanto, estudos multivariados
se fazem necessarios no sentido de contribuir para a avaliacdo dos efeitos de
interacdo que ocorrem entre as variaveis e proporcionar a melhor separacdo dos

compostos, bem como o maior sinal analitico possivel.
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RESUMO

O controle rigoroso da composicdo de carboidratos em alimentos €
fundamental na industria alimenticia. Existem diversos métodos na literatura, mas
poucos estudos se dedicaram a pesquisar a separagdo simultdnea dos
carboidratos mais encontrados em alimentos como a glicose, frutose, sacarose,
lactose, galactose, lactulose, epilactose, arabinose, manose, maltose, xilose,
ribose e maltotriose. Nesse trabalho foi realizado um planejamento composto
central para estudar o potencial de separacao dos 13 CHOs utilizando eletroforese
capilar com inversédo do fluxo eletrosmético. Foram investigados os efeitos do pH,
concentracdo do eletrolito e do tensoativo catibnico, utilizando a resolugdo entre

0s compostos como resposta. Nos niveis estudados foi observado que a maioria

78



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 3

das resolucdes ndo foram influenciadas significativamente pelas varidveis. Em
excecao, os pares EPI-LTU e LTU-LAC que apresentaram aumento da separagao.
Além disso, dentre os experimentos realizados no planejamento fatorial, somente
foi observado repetibilidade satisfatéria dos tempos de migragdo (com coeficiente
de variacdo de tempo menor que 2%) nos experimentos onde as variaveis
estiveram nos menores niveis, que sdo exatamente as condicdes onde a maioria
dos compostos ndo foram separados. O sistema estudado permitiu a separagéo
dos CHOs possivelmente presentes em sucos (glicose, frutose e sacarose), vinho
(sacarose, galactose, glicose, arabinose, frutose, xilose e ribose) e outras matrizes
gue tenham esses conjuntos em sua composi¢ao. Nao foi observada a separacéo
simultdnea dos CHOs ja encontrados em cereais e lacteos (lactose, lactulose,
epilactose, galactose, maltose e maltotriose) e dos CHOs presentes em café

(sacarose, galactose, glicose, arabinose, manose, frutose, xilose e ribose).

ABSTRACT

The strict control of carbohydrate composition in foods is fundamental for the food
industry. There are several methods in literature, but few studies were dedicated to
assay for the simultaneous separation of the carbohydrates most commonly found
in foods, like glucose, fructose, sucrose, lactose, galactose, lactulose, epilactose,
arabinose, mannose, maltose, xylose, ribose and maltotriose. In this work, a
central composite design was executed to study the possibility of separating 13

carbohydrates using capillary electrophoresis with electrosmotic flow inversion.
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The effects of pH, electrolyte concentration and cationic surfactant concentration
were investigated, using the resolution among the compounds as responses. In the
studied levels, it was observed that most of the resolutions were not significantly
influenced by the variables. As exceptions, the pairs EPI-LTU and LTU-LAC
presented improvement in their separations. Moreover, considering the
experiments of the factorial design, satisfactory repeatability of migration times
(relative standard deviation lower than 2%) was observed only in the experiments
with the lower variable levels, exactly the conditions for which most of the
compounds were not separated. The systems studied were capable of separating
the carbohydrates present in juices (glucose, fructose and sucrose), wine (sucrose,
galactose, glucose, arabinose, fructose, xylose and ribose) and other matrices that
had these groups in their compositions. The simultaneous separations of
carbohydrates already found in cereals and dairy products (lactose, lactulose,
epilactose, galactose, maltose and maltotriose) and the carbohydrates present in
coffee (sucrose, galactose, glucose, arabinose, mannose, fructose, xylose and

ribose) were not observed.

1 INTRODUCAO

Os carboidratos (CHOs) contribuem com 40 a 50% da ingestéo calérica do
ser humano [1]. A composi¢cdo de CHOs nos alimentos tem sido observada com
maior frequéncia pelos consumidores devido ao aumento de quadros clinicos

como a obesidade, diagnosticada em 40% da populacéo brasileira adulta em 2004
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[2]; o diabetes, em 7,6% da populacdo urbana [3]; e o aumento dos casos de

intolerancia a lactose, sacarose e sacarose-isomaltose em criangas e adultos.

Do ponto de vista industrial, o controle da composicdo dos CHOs é
importante por razdes tecnologicas, pois esses compostos contribuem
decisivamente para a obtencdo das caracteristicas do produto final, tais como, a
cor, 0 aroma e a textura dos alimentos. Também estdo relacionados com o
controle de qualidade, pois interferem na conservacado dos produtos (como, por
exemplo, em geléias, frutas cristalizadas, sucos concentrados, vinhos, doces e
outros). Em alguns alimentos, como produtos fermentados, sdo imprescindiveis

para que ocorram as reacfes necessarias para a obtencao do produto final.

Os CHOs podem ser definidos como poli-hidroxialdeidos, poli-
hidroxicetonas, poli-hidroxialcoois, poli-hidroxiacidos e seus derivados simples, e
polimeros desses compostos unidos por ligacbes hemiacetélicas [4]. S&o
compostos neutros ou ligeiramente acidos, existindo na forma aniénica somente
em pH acima de 11,5. Possuem massas moleculares e caracteristicas estruturais
muito semelhantes e ndo absorvem a radiagcdo na regido do UV [5-7]. Essas

propriedades dificultam a separacéo e deteccdo dos CHOs.

A eletroforese capilar (EC) € uma técnica que se apresenta como uma boa
alternativa para andlise de CHOs. Possui uma instrumentacdo simples,
proporciona uma separacédo de alta eficiéncia (tipicamente acima de 10° pratos
teodricos), boa resolugdo e seletividade. As analises sdo econdmicas, rapidas,

requerem baixo consumo de reagentes (mL) e geram baixos volumes de residuos.
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Além disso, na maioria dos casos, os residuos gerados podem ser descartados
sem tratamento. Por isso, esta técnica vem sendo alvo de estudos para CHOs e

varios outros compostos [5,8-11].

Diversos métodos j4 foram estudados para a separacdo de CHOs por
eletroforese capilar [12-23]. Dentre os modos de separacdo ja estudados
destacam-se a eletroforese capilar de zona e a cromatografia eletrocinética

micelar (MEKC), com uso de surfactante/tensoativo catidnico ou aniénico.

A MEKC com uso de tensoativos catidnicos no eletrdlito se destaca devido
a possibilidade da reducéo do tempo de corrida. Neste modo de separacdo, 0s
tensoativos catidnicos como, por exemplo, os sais de aménio [12] geram uma
manipulacdo da carga superficial do capilar ou uma desativacdo dinamica que
decorre da adsorcéo fisica, obtendo como resultado a supressao ou inversao do
fluxo eletrosmético. Nesse caso, os CHOs migram em direcdo ao anodo, na
mesma diregdo do fluxo eletrosmético. Quando ndo utilizado o tensoativo
catibnico, os CHOs ionizados negativamente tendem a migrar no sentido contrario
ao fluxo, tornando a andlise mais lenta. Nas Figuras 1A e 1B estao ilustrados os

dois modos de separagao.

82



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 3
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Figura 1: Representacdo esquematica da migracdo de analitos neutros e aniénicos

através de eletroforese capilar de zona (A) e MEKC com tensoativo catidnico (B).
FEO: Fluxoeletrosmoético; N: Composto neutro; @@ Composto carregado

negativamente.

Utilizando MEKC com tensoativo catibnico, Serwe e Tomoyoshi [19]
desenvolveram um método com solucdo tampéo de &cido 2,6-piridino-dicarboxilico

e hidroxido de cetil-trimetil-amdnio (CTAH), em pH 12,1, com detec¢cdo em UV a
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275 nm. Sistemas semelhantes foram utilizados em amostras de glicoproteinas
[20], e ourico do mar [13] apresentando bons resultados. Zemann [21], utilizou
uma solucdo tampédo de sorbato de sédio e brometo de hexadimetrina, em pH
12,2, com deteccdo em 254 nm e 7,5 cm de comprimento de capilar efetivo. Foi
possivel a separacdo de manose, glicose, galactose e rafinose em 1 minuto.
Recentemente, foi publicado um trabalho [22] com o estudo da separacdo de
CHOs por EC. Os pesquisadores desenvolveram dois métodos, o primeiro para
separacdo de frutose, glicose, maltose, maltotriose, lactose e sacarose, e 0
segundo, para separacdo de frutose, glicose, galactose, lactose e sacarose. Os
sistemas tampéo utilizados foram sorbato, NaOH e brometo de cetil-trimetil-
amoénio. A diferenga entre os dois métodos foi o pH e a concentracdo do

tensoativo. Ambos apresentaram boa resolucéo, linearidade e sensibilidade.

A partir dos resultados obtidos nos estudos de Meinhart et al. [24] para esse
mesmo conjunto de analitos foi observado que, nos sistemas utilizando MEKC
com surfactante catidnico, o aumento do pH melhorou a separagéo, 0 aumento da
concentrac¢ao do eletrdlito e da citrimida também foram eficazes. No entanto, 0 uso
dessas variaveis em niveis elevados ocasionou a falta de reprodutibilidade das

analises.

Apesar dos diversos métodos ja apresentados na literatura, ndo foram
encontrados estudos da separacdo simultdnea dos 13 CHOs mais encontrados
em alimentos. Além disso, dentre os métodos ja pesquisados e mencionados na

introducdo desse trabalho, os estudos de otimizacdo foram realizados de forma
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univariada, o que pode suprimir informacgdes a respeito dos efeitos de interacao
entre as variaveis. Este trabalho apresenta a otimizacdo multivariada da
separagao de glicose, frutose, sacarose, lactose, galactose, lactulose, epilactose,
arabinose, manose, maltose, xilose, ribose e maltotriose, utilizando eletroforese

capilar com inverséo do fluxo eletrosmatico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes e solucdes

Os padroes de sacarose (SAC), D-lactose (LAC), lactulose (LTU),
epilactose (EPI), maltotriose (MTO), D-(+)-maltose (MAL), D-(+)-glicose (GLI), D-(-
)-arabinose (ARA), D-(+)-manose (MAN), D-(-)-frutose (FRU) e D-(-)-ribose (RIB)
foram obtidos da Sigma Chemical - EUA. D-(+)-galactose (GAL) e D-xilose (XIL)
foram obtidos da Chem Service - EUA. Hidroxido de sédio foi obtido da Nuclear,
acido sorbico e brometo de hexadecil trimetilaménio (citrimida) da Sigma — EUA.
Todos os reagentes utilizados possuem elevada pureza analitica. A agua ultrapura
foi obtida do sistema Milli-Q Direct - Q3 UV (Millipore Corporation, France). Todas
as solugdes foram degaseificadas em ultrassom (Microsonic SX-20, Arruda Ultra-

sons LTDA, Brasil) antes da injecéo.
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2.2 Instrumentacao

Os experimentos foram executados usando um equipamento de
eletroforese capilar Agilent G1600AX com um detector de arranjo de diodos.
Todos os experimentos multivariados foram executados utilizando um capilar de
silica fundida de 50 um de diametro por 80 cm de comprimento total (72,5 de
comprimento efetivo), com bulbo extendido, adquirido da Agilent (Alemanha). As
condicbes de temperatura, voltagem e injecdo foram mantidas fixas em 25°C, 20
kV, injecao hidrodindmica de 50 mbar durante 5 s e deteccao indireta em 350 (10)

nm com referéncia em 275 (10) nm.

A confirmacgdao dos picos foi realizada mediante adicdo de padréo para cada

um dos compostos em estudo.

2.3 Metodologia de Otimizacao Multivariada

Com a finalidade de otimizar a separacdo dos 13 compostos
simultaneamente, foi utilizado um planejamento composto central multivariado
com pontos centrais e axiais. A influéncia do pH, concentracéo de citrimida e de
acido sorbico foram investigados, bem como as interacdes entre as variaveis. Os
experimentos foram realizados através da injecdo de uma solucdo padréo
contendo a mistura dos 13 compostos. Os picos foram identificados através da

fortificagéo da mistura de padrées com cada um dos compostos.
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As variaveis e niveis estudados no planejamento composto central estao
apresentados na tabela 1. Para a medida do erro experimental, o ponto central foi

realizado em triplicata. Todos os ensaios foram realizados em ordem aleatoria.

Tabela 1: Variaveis e Niveis do Planejamento Composto Central

Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 1 1,68
pH 12,43 12,5 12,6 12,7 12,77
Citrimida (mmol.L™%) 0,08 0,25 05 075 0,92
Acido Sérbico (mmol.L™Y) | 6,6 10 15 20 23,4

As respostas estudadas foram as resolucdes entre os picos adjacentes,

calculadas segundo a equacéao:

2(t2 _tl)
W, + W

Rs:

onde Rs = resolucéo, t = tempo de migracédo e W = largura do pico.

O tratamento dos dados foi feito através do software Design Expert 6.0.10
(Minneapolis, EUA). Os modelos foram validados através da Andlise de Variancia

(ANOVA, 95% de confianca).

87



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 3

2.4 Procedimentos de analise

Antes do estudo analitico de cada condigdo do planejamento fatorial, o
capilar foi condicionado por lavagem sob pressédo de 1000 mbar com hidroxido de
sédio 1 mol.L!, seguido de 5 minutos de lavagem com &gua purificada e de 10
minutos com o eletrélito de corrida. Para evitar adsorcdo de solutos no capilar,
entre as replicatas de injecéo, o capilar foi lavado com eletrdlito de corrida durante
2 minutos. Todos os eletrélitos foram filtrados em membrana celuldsica de 0,45

pum de porosidade e sonicados durante 5 minutos para a remocéao de bolhas de ar.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os experimentos do planejamento composto central os CHOs
eluiram na mesma ordem: ribose, xilose, frutose, manose, arabinose, glicose,
galactose, maltose, maltotriose, epilactose, lactulose, lactose e sacarose. Na
tabela 2, estdo apresentadas as respostas investigadas. A partir das resolucdes
obtidas, pode-se observar que varios compostos apresentaram dificuldade para
obter separacdo. As resolugbes denominadas como zero indicam que ocorreu
coeluicdo de tal forma que foi impossivel distinguir a natureza dos compostos. Em
varios experimentos isso foi observado. Para o conjunto galactose, maltose,
maltotriose, epilactose e lactulose a coeluicdo foi observada na maioria dos

experimentos.
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As resolugdes foram analisadas estatisticamente com a finalidade de plotar
modelos lineares ou quadraticos que representassem os dados e pudessem ser

utilizados para realizar previsfes. Os resultados estdo apresentados na tabela 3.

Os modelos que ndo apresentaram falta de ajuste e que apresentaram a
regressao significativa foram para o par EPI-LTU, modelo linear e para o par LTU-

LAC, modelo quadratico.
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Tabela 2: Resolugfes entre os picos adjacentes obtidas no planejamento experimental
Variaveis e Niveis Decodificados Resolugdes entre 0 s picos adjacentes

oH Ci"imidj‘ Ac. Sérbi_‘io RIB- XIL- FRU- MAN- ARA- GLI- GAL- MAL- MTO- EPI- LTU- LAC-
(mmol.L™) | (mmolL™) | yji FRU MAN ARA GLI GAL MAL MTO EPI LTU LAC SAC

12,5 0,25 10 24 18 07 2,0 1,7 15 00 00 00 00 30 123
12,5 0,25 20 36 20 08 4,3 21 23 00 00 00 00 24 225
12,5 0,75 10 29 14 06 3,5 1,6 1,8 00 00 00 00 22 136
12,5 0,75 20 32 23 1.2 2,3 25 1,8 00 0,0 00 15 19 189
12,7 0,25 10 1,7 29 14 0,0 32 1,9 00 0,0 51 00 30 126
12,7 0,25 20 28 30 15 0,0 35 21 00 1,3 20 1,7 19 192
12,7 0,75 10 32 19 14 0,0 28 16 00 0,0 00 00 40 119
12,7 0,75 20 23 31 1.2 3,4 00 1,9 00 0,0 1,4 20 42 181
12,6 0,5 15 27 26 17 1,0 27 1,8 00 0,0 00 23 43 161
12,6 0,5 15 28 27 13 0,9 36 1,7 00 0,0 00 24 42 119
12,6 0,5 15 28 25 15 1,4 27 21 00 00 00 18 52 149
12,43 0,5 15 31 14 00 0,7 32 15 00 0,0 00 1,7 23 126
12,77 0,5 15 22 07 00 2,9 08 20 00 00 00 22 27 295
12,6 0,08 15 32 10 00 3,0 00 16 00 0,0 00 00 20 17,2
12,6 0,92 15 26 26 16 1,3 25 00 00 1,8 21 29 37 201
12,6 0,5 6,6 24 21 09 1,6 26 1,4 00 0,0 00 00 33 126
12,6 0,5 23,4 27 29 19 1,4 30 1,7 00 0,0 00 32 21 188

RIB: Ribose, XIL: Xilose, FRU: Frutose, MAN: Manose, ARA: Arabinose, GLI: Glicose, GAL: Galactose, MAL: Maltose, MTO: Maltotriose,
EPI: Epilactose, LTU: Lactulose, LAC: Lactose e SAC: Sacarose.
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Tabela 3: Validacdo dos Modelos Matematicos

— . P —— .

Cosficenes etos) e | e

Estudadas cepto A-pH B-CIT C-SOR A B c AB AC BC (p<0,05) | (p>0,05)

RIB-XIL | Quadratico | 2,73  -0,25 0,01 0,17 -0,02 0,07 -005 0,11 -0,17 -0,37 0,0337 0,0356
(0,16) (0,07) (0,07) (0,07) (0,08)  (0,08) (0,08) (0,10) (0,10) (0,10)

XIL-FRU | Quadratico | 2,55 0,18 0,10 0,27 -041 -0,15 009 -0,10 0,02 0,23 0,5088 0,0055
(0,42) (0,19) (0,19) 019) (021 (021) (021)  (025) (025 (0,25

FRU-MAN | Quadratico | 1,49 0,15 0,20 0,17 -045 -0,16 0,05 -0,07 -0,09 0,05 0,2176 0,1075
(0,29) (0,14) (0,14) (014 (015 (015) (015)  (018)  (018)  (0,18)

MAN-ARA | Quadratico | 1,10 -0,36 0,01 031 025 039 014 047 0,28 -001 0,9550 0,0137
(0,97) (0,46) (0,46) (0,46) (0,50)  (0,50) (0,50) (0,60) (0,60) (0,60)

ARA-GLI | Quadratico | 2,95 -0,18 0,04 -0,04 -0,30 -056 -0,02 -051 -0,48 -0,33 0,6598 0,1303
(0,68) (0,32) (0,32) (0,32) (0,35)  (0,35) (0,35) (0,42) (0,42) (0,42)

GLI-GAL | Quadratico | 1,85 0,07 -0,23 0,14 0,07 -0,27 0,00 -0,02 -0,04 -0,07 0,4589 0,1489
(0,28) 0,13) (0,13) (0,13) 0,14) 0,14) (0,14) (0,17) 0,17) (0,17)

GLI-MAL | Quadrético | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 0,0000 0,0000
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

MAL-MTO | Quadratico | 0,01 0,10 0,13 0,10 -0,04 029 -004 -0,17 0,17 -0,17 0,5954 -
(0:32) (0,15) (0,15) ©15) (017 (017)  (017)  (020)  (020)  (0,20)

MTO-EPI | Quadratico | -0,05 0,62 -0,16 -0,13 015 052 0,15 -0,71 -0,22 0,56 0,5707 -
(0,81) (0,38) (0,38) (0,38) (0,42) (0,42 (0,42) (0,50) (0,50) (0,50)

EPI-LTU Linear 1,27 0,22 0,49 0,77 0,0139 0,1245
(021) (0,24) (0,24) (0.24)

LTU-LAC | Quadratico | 4,54 0,31 0,35 -0,29 -0,67 -054 -060 057 -0,01 0,20 0,0079 0,6932
©027) (0,13) (0,13) ©013) (014 (014 (014)  (017)  (017)  (017)

LAC-SAC | Quadréatico | 14,48 1,67 0,06 284 181 09 -009 0,06 -036 -0,66 0,5194 0,1414
(2,72) (1,28) (1,28) (1,28) (1,41) (1,41) (1,41) (1,67) (1,67) (1,67)

*p 0,95, CIT: Citrimida; SOR: Acido Soérbico, A: pH, B: CIT, C: SOR, RIB: Ribose, XIL: Xilose, FRU: Frutose, MAN: Manose, ARA:
Arabinose, GLI: Glicose, GAL: Galactose, MAL: Maltose, MTO: Maltotriose, EPI: Epilactose, LTU: Lactulose, LAC: Lactose e SAC:
Sacarose.
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Os outros 10 modelos ndo foram suficientemente apurados para realizar
predicdes a respeito da regido 6tima de separacdo, 6 desses apresentaram falta
de ajuste ou o0 ajuste ndo pode ser estimado por falta de respostas no ponto
central (onde a resolucdo foi zero para todas as replicatas). Dentre os que

apresentaram ajuste adequado, a regressao nao foi significativa.

Estatisticamente, para realizar predicdes matematicas de otimizacgéo,
somente dois modelos poderiam ser Uteis (0s modelos para os pares EPI-LTU e
LTU-LAC). Com base nesses resultados, os modelos ndo foram utilizados para

realizar predicdes.

Foram entdo avaliados os resultados das condi¢cdes experimentais. Foi
possivel verificar que todas as variaveis, quando em niveis maiores melhoraram
sensivelmente a separacdo, mas o ponto central foi o que apresentou a melhor
relacdo de separacdo simultdnea dos 13 compostos em 12 minutos de analise
(Figura 2). Os compostos 3 a 7 apresentaram a maior dificuldade de separacao
em todas as condi¢Oes experimentais. Dentre os compostos 8 a 13, a arabinose
(9) apresentou muita variagdo quanto ao tempo de migracdo, variando desde a

coeluicdo com a glicose (8) até a coeluicdo com a manose (10).

Com a mistura de padrdes mais diluida, foi possivel obter a separagéo entre
0s picos 9, 10 e 11 e os picos 3 de 4-7 permitindo a separacdo completa de
sacarose, lactose, lactulose, glicose, arabinose, manose, frutose, xilose e ribose.

Salientando que entre o pico da lactulose e glicose, ha um pico onde coeluem a
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epilactose, maltotriose, maltose e galactose. Isso indica que se a amostra contiver

mais de um desses CHOs, a quantificacdo pode ocorrer de forma equivocada.

5
6

2
11109

)

Figura 2: Separacéo de actcares com 15 mmol.L™ de Acido Sérbico, 0,5 mmol.L™
de CTAB, pH 12,6, 20 kV e 25°C, capilar de 50 ym x 80 cm, injecdo de 50 mbar
durante 5 s e deteccado indireta em 350 (20), ref 275(10). Mistura de padrdes
contendo 0,5 mg.mL™ de cada composto. Identificacdo dos picos: 1: Sacarose, 2:
Lactose, 3: Lactulose, 4: Epilactose, 5: Maltotriose, 6: Maltose, 7: Galactose, 8:
Glicose, 9: Arabinose, 10: Manose, 11: Frutose, 12: Xilose, 13: Ribose. Mistura de

padrdes contendo 250 mg.L™ de cada composto.

Além da separacdo dos analitos, outro aspecto imprescindivel em qualquer

método analitico é a estabilidade do sistema. Caso as condi¢cdes do eletrélito
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sejam instaveis, ndo ocorre a repetibilidade dos tempos de migragcéo e das areas
dos compostos, o que foi observado na maioria dos experimentos. Os fendbmenos
mais verificados foram a variagdo dos tempos de migracao e a jungéo de pares de

picos a partir da segunda ou terceira corrida.

Esses efeitos poderiam ser decorrentes da hidrolise do eletrélito durante
corridas consecutivas ja que com a aplicacdo de elevada voltagem o eletrdlito
sofre modificagcbes entre as corridas. Essa hipétese foi avaliada nas condi¢cbes do
ponto central através da substituicdo dos frascos de eletrdlito de corrida entre as
replicatas, onde foram observados o0s mesmos resultados. Também foram
estudados diferentes condicionamentos entre corridas sendo observado o mesmo
efeito. Provavelmente esses resultados sdo decorrentes da instabilidade do
eletrélito quando em composi¢cées mais drasticas. Essa possivel razdo se torna
mais plausivel quando foi verificado que as condigbes que menos variaram 0S
tempos de migracédo foram os experimentos onde o pH e a citrimida estavam nos
menores niveis (experimentos: -1,-1,-1; -1,-1,+1). Ainda assim, nesses
experimentos foram verificados coeficientes de variagédo de 1,0 a 8,0% nos tempos

de migracao.

Esse modo de separacdo apresentou a vantagem dos baixos tempos de
corrida e a desvantagem, nas condi¢cbes mais drasticas, da elevada instabilidade
dos tempos de migracao e do perfil de separacdo. Com isso, foi possivel constatar
gue o modo de separacdo, nas variaveis e niveis estudados, ndo foi aplicavel para

a separacdo simultanea dos 13 CHOs estudados.
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No entanto, mostrou-se (til para analises com menor numero de
compostos, ou seja, para a separacdo do conjunto de compostos presentes em
uma matriz conhecida. Nesse caso, é importante dedicar atencdo especial na
escolha das condicdes de separacao para que nao ocorram co-eluicdes dos CHOs

presentes, o que levaria a quantificacdes erroneas.

Supondo uma andlise de amostra de suco, onde a matriz possui somente
glicose, frutose e sacarose [19], todas as condi¢cbes experimentais testadas
apresentaram separacdo adequada. Para os carboidratos j4 encontrados em
amostras de cereais e lacteos, nenhuma das condi¢cfes apresentou separagéo e

estabilidade adequadas.

Para amostras de café, onde ja foram encontrados sacarose, galactose,
glicose, arabinose, manose, frutose, xilose e ribose [25,26] as condi¢cdes aqui
estudadas devem ser vistas com cautela pois, na maioria dos casos, ocorreram
véarias coelui¢cdes entre os compostos. Nas condicbes em que foi observada a
separacdo adequada, estas ndo apresentaram estabilidade necesséaria para
validacdo de métodos analiticos. Para amostras de vinho, onde ja foram
encontrados sacarose, galactose, glicose, arabinose, frutose, xilose e ribose [27-
29], a condicdo experimental utilizando os menores niveis das trés variaveis

mostrou-se a mais adequada.
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4. CONCLUSAO

O emprego do planejamento composto central para investigar os efeitos do
pH, da concentracdo de citrimida e do acido sorbico proporcionou diversas
informacfes importantes para avaliar o sistema de separacdo em apenas 17
experimentos. A falta de modelos mateméticos com ajuste e/ou com regressoes
significativas, aliado a instabilidade do sistema nos niveis estudados,
impossibilitou a otimizacdo da separacédo simultanea dos 13 CHOs. No entanto, foi
observado que, quando as variaveis foram utilizadas em menores niveis, 0
sistema tornou-se mais repetitivo, mas nessas regides ndo ocorre a separagao
simultdnea dos 13 CHOs. O sistema estudado permitiu a separagdo dos CHOs
possivelmente presentes em sucos (glicose, frutose e sacarose), vinho (sacarose,
galactose, glicose, arabinose, frutose, xilose e ribose) e outras matrizes que
tenham esses conjuntos em sua composicao. Nos niveis estudados, a separagao
dos CHOs ja encontrados em cereais, lacteos e café, por exemplo, nédo
apresentaram separacdo adequada podendo induzir a quantificacbes errdbneas

devido as coeluigdes.
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RESUMO

Os carboidratos (CHOs), presentes na maioria dos alimentos, sdo compostos de
acdes bioldgicas e tecnoldgicas distintas, mas de caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes e, por isso, de dificil separacdo. Nesse estudo, foi realizada a
otimizagdo da separacdo de seis diferentes conjuntos de CHOs contendo pares
criticos de separacdo utilizando cromatografia eletrocinética micelar com
surfactante aniénico. Para estudar os efeitos do pH, da concentragéo do eletrdlito
e do surfactante sobre a separagdo dos compostos foi utilizado um planejamento

composto central envolvendo 17 experimentos. A otimizagcdo simultdnea das
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respostas para a separacao dos seis conjuntos de CHOs foi realizada através do
método de Derringer e Suich empregando os modelos matematicos para realizar a
predicdo das condi¢cbes O6timas de resolucdo dos seis métodos, aplicados,
respectivamente, em leite condensado (lactose, lactulose, epilactose, galactose e
glicose), outro para suco de laranja (sacarose, glicose e frutose), o terceiro para
farelo de arroz (glicose, arabinose, frutose e xilose), o quarto para vinho tinto
(sacarose, galactose, glicose, arabinose, frutose, xilose e ribose), o quinto para
café torrado e moido (galactose, glicose, arabinose, manose, frutose, xilose e
ribose) e sexto método para cereais matinais (sacarose, lactose, lactulose,
epilactose, maltotriose, maltose, galactose, glicose e frutose). Os métodos foram
aplicados em padrbes e amostras reais onde foram observados boa separacéo,

sensibilidade e seletividade apropriadas.

ABSTRACT

The carbohydrates (CHOSs), present in most foods, are compounds with different
biological and technological actions, however, they have similar physico-chemical
characteristics and, because of this, they are hard to separate. In this study, a
separation optimization of six different CHOs groups containing critical separation
pairs was achieved, using micellar electrokinetic chromatography with anionic
surfactant. To evaluate the effects of pH, electrolyte and surfactant concentration
on compound separations, a central composite design involving 17 experiments

was employed. The simultaneous response optimization for the separation of six
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groups was executed using Derringer and Suich’s desirability function, that uses
the mathematical models to predict the optimum resolution conditions for the six
methods, applied respectively to condensed milk (lactose, lactulose, epilactose,
galactose and glucose), orange juice (sucrose, glucose and fructose), rice bran
(glucose, arabinose, fructose and xylose), red wine (sucrose, galactose, glucose,
arabinose, fructose, xylose and ribose), roasted and ground coffee (galactose,
glucose, arabinose, mannose, fructose, xylose and ribose) and breakfast cereals
(sucrose, lactose, lactulose, epilactose, maltotriose, maltose, galactose, glucose
and fructose). The methods were applied to standards and real samples, and good

separation and appropriated sensitivity and selectivity were observed.

1. INTRODUCAO

A anélise de CHOs em alimentos € de extrema importancia nutricional ja
gue estes contribuem com 40 a 50% da ingestdo calérica do ser humano [1]. O
aumento frequente dos indices de obesidade, diabetes e de intolerancias
intensificam a necessidade do rigoroso controle desses compostos. Na industria
alimenticia, sdo utilizados como coadjuvantes de tecnologia para a obtencdo das
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos alimentos [2, 3], mas também
servem como marcadores da qualidade do processamento [4]. O leite, quando
submetido a aquecimento excessivo, apresenta a reacdo de isomerizagdo da
lactose formando lactulose e epilactose. Ambas possuem menor valor biol6gico

gue a lactose e podem causar reacdOes adversas como flatuléncias [4-7]. A
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presenca excessiva de glicose no p6 de café apés hidrdlise indica adulteracéo do
produto por adicdo de outros graos [8]. Na palha de arroz, considerada como
subproduto da industria alimenticia, o carboidrato predominante é a xilose, por
isso, esse produto tem sido utiizado como fonte para obtencdo de xilitol
(composto com elevado poder edulcorante) [9]. Ja a importancia da quantificacédo
de CHOs em vinho esta correlacionada com a conservagdo do produto final.
Estudos indicam que as cepas mais utilizadas no processo fermentativo
consomem mais a glicose do que a frutose. Logo, a presenca excessiva de frutose
no vinho pode comprometer a conservacdo da bebida [10]. Ainda, o controle da
composicdo de CHOs no mosto € fundamental para a padronizacdo do teor

alcodlico do vinho [11].

A determinacdo dos diferentes CHOs é um grande desafio, pois sao
analitos de dificil separacdo por apresentarem caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes [12, 13]. Vérias técnicas analiticas tem sido estudadas para essa
finalidade, dentre elas, destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
eletroforese capilar (CE). A CE é uma técnica em ascensdo para este tipo de
analise, pois o capilar de silica fundida resiste a pHs altamente alcalinos, acima de
11,5, permitindo a ionizacdo dos CHOs, o que facilita a separacéo [14 - 21]. Além
disso, a técnica tem sido muito empregada devido aos baixos custos em
reagentes e pouca geracdo de residuos [14, 22 - 26]. Diversos modos de
separacao ja foram estudados em CE, em destaque estdo a eletroforese capilar
de zona (CZE), com ou sem reacOes de derivatizagcdo, e a cromatografia

eletrocinética micelar (MEKC) com surfactante catidnico [14 - 21]. Apesar das
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diversas pesquisas ja desenvolvidas, ainda sdo verificadas algumas dificuldades
na separacdo de maltose e glicose [14], glicose e galactose [22], galactose,
maltose e maltotriose [23], frutose e xilose [24], frutose e manose [8], compostos
importantes em algumas matrizes presentes nesse estudo. A MEKC com
surfactante aniénico € um modo de separacdo empregado em diversas analises
em alimentos e se baseia na particdo dos analitos entre duas fases, a fase micelar
e o eletrolito de corrida. A formacdo de micelas ocorre pela adicdo de agentes
tensoativos ao eletrdlito, em concentracdes acima da concentracdo micelar critica
[27]. Bao, Newburg e Zhu [28] observaram bons resultados na separagcdo para
oligossacarideos em leite humano utilizando o tensoativo dodecilsulfato de sodio.
No entanto, ainda existem poucos estudos sobre a separacdo de CHOs utilizando

esse modo de separacéo.

De forma geral, a otimizacdo de métodos de separacdo depende de
muitas variaveis que interferem diretamente na separacdo dos compostos,
destacando-se o pH, o tipo e concentracdo do eletrdlito, voltagem, o tamanho do
capilar e a temperatura [8, 14-18]. As estratégias de otimizacdo multivariadas vem
sendo cada vez mais utilizadas para o desenvolvimento de métodos de
separacdo, pois permitem a avaliacdo dos efeitos de interacdo entre as variaveis,
reduzem o numero de experimentos e tornam possivel a construcdo de modelos
matematicos para prever a condi¢cdo experimental adequada [20, 29]. Por outro
lado, a otimizacdo da separacdo de varios compostos simultaneamente gera
muitas respostas que podem indicar regides 6timas diferentes. O método de

Derringer e Suich [30] foi estudado para otimizar simultaneamente vérias
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respostas, baseando-se em uma fungéo de desejabilidade global que fornece uma
resposta Unica para o sistema. O planejamento composto central [31] e 0 método
de Derringer e Suich foram utilizados recentemente com sucesso na separacao de
resveratrol em nutracéuticos [32], rizatriptano em farmacos [33], separacdo de

compostos quirais [34] e otimizacao de ensaios bioguimicos [35].

Neste estudo foi investigado o potencial do modo de separacdo MEKC
com uso de surfactante anibnico sobre a resolucdo de carboidratos de dificil
separacdo. Para reduzir ao maximo o numero de experimentos, o estudo foi
realizado através de um planejamento composto central a fim de avaliar o efeito
de trés variaveis importantes na separacao (pH, concentragdo do eletrdlito e do
surfactante). Através do método de Derringer e Suich foi realizada a previsao
matematica da separagdo dos analitos de interesse em cada amostra. Foram
desenvolvidos e otimizados seis métodos para a separacdo dos diferentes CHOs
presentes em café, farelo de arroz, vinho tinto, cereais, suco de laranja e leite

condensado. Os métodos foram aplicados também em amostras reais.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os padroes de sacarose (SAC), D-lactose (LAC), lactulose (LTU),
epilactose (EPI), maltotriose (MTO), D-(+)-maltose (MAL), D-(+)-glicose (GLI), D-(-

)-arabinose (ARA), D-(+)-manose (MAN), D-(-)-frutose (FRU) e D-(-)-ribose (RIB)
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foram obtidos da Sigma Chemical - EUA. D-(+)-galactose (GAL) e D-xilose (XIL)
foram obtidos da Chem Service - EUA. Hidroxido de sédio foi obtido da Nuclear,
acido sorbico (SOR) da Sigma — EUA e dodecilsulfato de sédio (SDS) da Riedel-
de-Haén (Alemanha). Todos os reagentes utilizados possuem elevada pureza
analitica. A agua ultrapura foi obtida do sistema Direct-Q 3 UV (Millipore

Corporation, France).

As solucdes estoque de padrées de CHOs (10 g.L™) foram mantidas a -
18°C até o preparo das solucdes de trabalho. Todas as solugdes de padrdes foram
degaseificadas em ultrassom (Microsonic SX-20, Arruda Ultra-sons LTDA, Brasil)
antes da inje¢do. As amostras de leite condensado, suco de laranja, café torrado e
moido, cereais matinais, vinho tinto e farelo de arroz foram adquiridas em

supermercados de Campinas, SP.

2.2 Instrumentacgé&o

Os experimentos foram executados usando um equipamento de
eletroforese capilar Agilent G1600AX (Agilent Technology, Alemanha) com um
detector de arranjo de diodos. Todos os experimentos de otimizacdo multivariada
foram executados utilizando um capilar de silica fundida de 50 um de diametro por
80 cm de comprimento total (72 cm de comprimento efetivo), com bulbo extendido,
adquiridos da Agilent, Alemanha. As condicbes de temperatura, voltagem e

injecdo foram mantidas fixas em 25°C, 20 kV e injecdo hidrodindmica de 50 mbar
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durante 5 s. A deteccgéo foi realizada de forma indireta em 350 (10) nm com

referéncia em 275 (10) nm.

2.3 Otimizagao Multivariada

Os métodos analiticos foram otimizados através da execugdo de um
planejamento composto central, com pontos centrais e axiais [36, 37]. A influéncia
do pH, concentracdo do eletrdlito (SOR) e do surfactante (SDS) foram
investigadas, bem como os efeitos de interacdo entre as variaveis. Com a
finalidade de otimizar os seis métodos analiticos executando apenas um
planejamento composto central, todos os experimentos foram realizados através
da injecdo de uma solugcédo padrdo contendo uma mistura de todos os compostos

a serem separados em todas as matrizes de interesse, totalizando 13 compostos.

Os niveis estudados no planejamento fatorial foram: pH de 12,43 (nivel -
1,68) até 12,77 (nivel +1,68), concentracdo do SDS de 0 a 75,3 mmol.L* e
concentracdo de SOR de 6,6 a 23,4 mmol.L'. Para a medida do erro
experimental, o ponto central foi realizado em triplicata. Os ensaios foram

realizados em ordem aleatoria.

As respostas estudadas foram as resolucfes entre os picos adjacentes, de
acordo com os analitos presentes em cada matriz, calculadas conforme a equacéao

apresentada a seguir.
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2(t2 _tl)
W, +W,

RS:

onde Rs = resolugéo, t = tempo de migragcédo e W = largura do pico.

Para leite condensado foram observadas as resolucdes entre LAC-LTU,
LTU-EPI, EPI-GAL e GAL-GLI; para sucos de laranja foram observadas as
resolucdes entre SAC-GLI e GLI-FRU; para farelo de arroz as resolugfes entre
GLI-ARA, ARA-FRU e FRU-XIL; para vinho as SAC-GAL, GAL-GLI, GLI-ARA,
ARA-FRU, FRU-XIL e XIL-RIB; para café GAL-GLI, GLI-ARA, ARA-MAN, MAN-
FRU, FRU-XIL e XIL-RIB; e para cereais matinais as resolu¢des observadas foram
SAC-LAC, LAC-LTU, LTU-EPI, EPI-MTO, MTO-MAL, MAL-GAL, GAL-GLI e GLI-
FRU. Como respostas adicionais, foram incluidos, como critério de selecdo caso
houvesse mais de uma resposta, o tempo de corrida e a altura do sinal analitico

em relacdo a altura do sinal do ruido.

O tratamento dos dados foi feito através do software Design Expert 6.0.10
(Minneapolis, EUA). Os modelos foram validados através da Andlise de Variancia
(ANOVA, 95% de confianca). Foi utilizada a técnica de Derringer e Suich,
estipulando-se critérios de desejabilidade para cada resolucdo. As condicdes
previstas pelos modelos foram confirmadas experimentalmente nos conjuntos de
padrdes analiticos. As condi¢cbes 6timas foram aplicadas em amostras para avaliar

o efeito das matrizes.
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2.4 Procedimentos de Andalise

Antes do estudo analitico de cada condicdo do planejamento fatorial, o
capilar foi condicionado por lavagem sob pressédo de 1000 mbar com hidroxido de
s6dio 1 mol.L!, seguido de 5 minutos de lavagem com &gua purificada e de 10
minutos com o eletrélito de corrida. Para evitar adsor¢do de solutos no capilar,
entre as replicatas de injecdo de condicdo idéntica, o capilar foi lavado com
eletrélito de corrida durante 2 minutos. Todos os eletrolitos foram filtrados em
membrana celulésica de 0,45 um de porosidade e centrifugados por 10 minutos a
5000 RPM (Excelsa Il, mod. 206 BL, Fanem, Brasil) para remocdo de ar

dissolvido.

Para andlises de rotina em amostras de alimentos, o capilar foi
condicionado no inicio do dia com lavagem sob pressdao de 1000 mbar com
hidroxido de sédio 1 mol.L*, seguido de 5 minutos de lavagem com &gua
purificada e de 10 minutos com o eletrolito de corrida. Entre as injecdes, o pré-
condicionamento foi de 2 minutos de eletrélito. Ao final do dia, o capilar foi lavado
com 5 minutos de solugdo NaOH 1 mol.L™* e 5 minutos com &gua ultra-pura,

sendo armazenado em agua.

2.5 Preparo das Amostras

As amostras de suco de laranja e vinho foram diluidas com agua deionizada
(2:20 e 1:6, respectivamente) [16, 38]. Para o leite condensado, 0,5 g de amostra

foi solubilizado em agua e elevado ao volume de 25 mL. Em 10 mL da solucéo, foi
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adicionado 100 pL de acido acético e centrifugado a 5000 rpm durante 10 min,
sendo o0 sobrenadante coletado para a andlise [16]. As amostras de cereais
matinais foram trituradas e 5 g foram levados ao ultrassom com 80 mL de agua
por 5 minutos. O volume foi completado para 100 mL [20]. Para amostras de café
torrado e moido, 5 g da amostra adicionados de 50 mL de HCI 1 mol.L* e
aguecidos em banho-maria a 90°C durante 150 min (sob agitacdo). A amostra foi
neutralizada com NaOH e levada ao volume de 100 mL. O farelo de arroz foi
hidrolisado da mesma forma que o café para a extracado da xilose [8]. Todos os
extratos das amostras foram filtrados em membrana de 0,45 um de porosidade e
levados ao ultrassom durante 5 minutos antes da inje¢gdo no equipamento de

eletroforese capilar.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacao das Metodologias Analiticas

Na tabela 1 estdo apresentados as variaveis e niveis estudados para o
conjunto de padrées dos 13 carboidratos, bem como os resultados obtidos para
cada par de compostos. Foi possivel observar que os trés parametros
investigados apresentaram efeitos significativos na separagdo dos picos. Os
analitos apresentaram, em todos os experimentos, a seguinte ordem de eluigdo:
SAC, LAC, LTU, EPI, MTO, MAL, GAL, GLI, ARA, MAN, FRU, XIL, XIL, RIB. O

efeito do aumento do pH foi positivo para a resolugcdo da maioria dos pares, com
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excegao dos pares ARA-FRU, ARA-MAN e XIL-RIB, onde foi observado efeito
negativo, indicando que o aumento do pH, para niveis maiores que a regiao

experimental, promove a inversao da ordem desses picos.

A adicdo de SDS ao eletrélito também apresentou efeito positivo para a
maioria das resolugdes estudadas, com excecdo da resolucdo entre ARA-MAN
onde foi observado efeito negativo. O efeito significativo do SDS sobre a
separacdo pode estar correlacionado a associacdo dos solutos polares a
superficie da micela, através de interacdes do tipo dipolo-dipolo ou ion-dipolo com
0S grupos polares (ou ibnicos) da cabeca do tensoativo. Fortes interacdes

couldmbicas (atrativas e repulsivas) também podem ocorrer quando o soluto

apresenta carga, conforme descrito por Tavares [39].

O aumento da concentracdo de acido sérbico também apresentou efeitos
positivos. No entanto, também foi observado que o aumento das trés variaveis
individualmente ou de forma simultdnea ocasionaram a reduc¢do do sinal analitico,

aumento do ruido e do tempo de corrida.

A tabela 2 mostra os modelos matematicos obtidos para o conjunto de
dados experimentais, bem como os testes para a falta de ajuste e a significancia
das regressdes obtidos a partir das analises de variancia (ANOVA). A partir dos
valores de p foi possivel observar que a maioria dos modelos matematicos obtidos
apresentou ajuste adequado (p>0,05) as respostas obtidas experimentalmente.
Nao foi possivel avaliar o ajuste dos modelos para as resolu¢des entre 0s

compostos EPI-MTO e MAL-GAL pois ocorreu coeluicAo completa nas trés
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repeticbes do ponto central. Dessa forma, a resolucdo foi considerada como zero
para os trés ensaios, inviabilizando a medida do erro experimental. Quanto a
significancia das regressoes, os valores de p foram menores que 0,05, indicando
qgue os modelos mateméticos sdo significativos. Para a resolucao entre MAL-GAL
o valor de p foi ligeiramente superior a 0,05. Essa dificuldade pode estar
correlacionada a falta de respostas para esse par de compostos ja que, dos 17
experimentos realizados, em apenas 3 respostas foram obtidos valores maiores

gue zero (em todas as outras condi¢des ocorreu coeluicdo completa).

Através do método de desejabilidades de Derringer e Suich, os modelos
foram utilizados para realizar a predicdo matematica das condi¢Bes otimizadas de
separacdo. Na tabela 3 estdo apresentados os critérios estabelecidos para o0s
modelos, as condicbes experimentais codificadas previstas pelos mesmos, as
respostas de resolucdo previstas e as respostas obtidas através dos ensaios

experimentais dessas condicoes.
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Tabela 1: Niveis das variaveis estudadas e respostas experimentais

Variaveis Decodificadas

Resolugdes estudadas para a otimizagdo dos métodos

oH  SDS ® sor @ SAC- GLI- LAC- LTU- EPI- GAL- GLI- ARA- FRU- SAC- ARA- MAN- XIL- EPI- MTO- MAL- SAC-

GLlI FRU LTU EPI GAL GLI ARA FRU XIL GAL MAN FRU RIB MTO MAL GAL LAC
12,5 15,0 10,0 22,8 7,3 24 00 00 17 1,8 5 13 1107 30 09 32 00 00 00 111
125 15,0 20,0 29,5 8,6 23 00 00 21 1,9 63 14 125 33 09 40 00 00 00 140
12,5 60,0 10,0 27,6 7,5 33 00 00 15 2,5 54 16 143 29 10 40 00 00 00 16,2
12,5 60,0 20,0 33,1 8.8 26 00 00 18 2,6 62 1,7 11,8 3,2 14 46 00 00 00 17,8
12,7 15,0 10,0 19,6 7,0 15 00 16 15 3,5 24 32 11 o7 26 33 16 00 00 97
12,7 15,0 20,0 28,4 7,9 15 00 24 26 3,7 40 29 212 20 22 38 12 13 00 134
12,7 60,0 10,0 28,5 7,2 24 12 10 29 3.3 36 28 22,7 19 23 34 00 10 0,0 16,3
12,7 60,0 20,0 33,5 9,3 31 20 54 36 53 26 47 308 00 26 48 26 15 13 201
12,6 37,5 15,0 29,9 8,2 21 14 09 31 3.8 47 28 252 23 21 37 00 09 00 132
12,6 375 15,0 32,8 7,4 27 07 17 22 3,7 34 32 224 13 24 38 00 1,7 0,0 18,3
12,6 375 15,0 29,3 7,7 22 12 13 25 3,9 41 31 224 19 24 40 00 13 00 16,3
12,43 37,5 15,0 20,1 7,7 28 00 15 00 1,8 82 09 201 5.2 11 51 00 00 15 16,0
12,77 37,5 15,0 31,5 7,6 25 17 6,7 27 4,3 23 44 310 06 26 41 37 08 15 186
12,6 0,0 15,0 24,8 7,0 32 00 00 15 2,6 50 16 12,7 31 10 32 00 00 00 121
12,6 75,3 15,0 38,8 9,5 26 16 18 29 4,5 39 36 240 14 27 44 00 18 00 221
12,6 37,5 6,6 24,5 6,8 25 00 00 11 2,1 51 15 110 28 09 34 00 00 00 115
12,6 37,5 23,4 42,2 8,7 23 21 15 27 4,6 46 37 253 24 25 48 00 15 00 235

W Concentracdes em mmol.L™, SDS: dodecil sulfato de sédio, SOR: Acido Sérbico, RIB: Ribose, XIL: Xilose, FRU: Frutose, MAN: Manose, ARA:

Arabinose, GLI: Glicose, GAL: Galactose, MAL: Maltose, MTO: Maltotriose, EPI: Epilactose, LTU: Lactulose, LAC: Lactose e SAC: Sacarose.
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Tabela 2: Validacdo dos Modelos Matematicos

- D . e A - -
ResolucBes| Modelo Coeficientes (erro) SFlegerS:g:::%a A{\bljz;ee:joo
H 2 2 2

Estudadas | Indicado | Intercepto A-pH B-SDS C-SOR A B C AB AC BC (se p<0.05) | (se p>0.05)

SAC-GLI Linear 29,23 1,18 3,36 4,09 0,0011 0,1993
(0,89) (0,99) (0,99) (0,99)

GLI-FRU Linear 7,89 -0,08 0,46 0,65 <0,0001 0,6231
(0,10) (0,11) (0,11) (0,11)

LAC-LTU Média 2,47 - 0,3339
0,12)

LTU-EPI Linear 0,71 0,45 0,44 0,31 0,0056 0,2434
(0,14) (0,16) (0,16) (0,16)

EPI-GAL Linear 1,51 1,40 0,39 0,56 0,0089 0,0682
0,33) 0,37) (0,37) (0,37)

GAL-GLI Linear 2,14 058 0,31 0,37 0,0035 0,4436
(0,14) (0,16) (0,16) (0,16)

GLI-ARA Linear 3,28 0,82 0,46 0,49 <0,0001 0,0528
(0,13) (0,14) (0,14) (0,14)

ARA-FRU Linear 4,55 -152  -0,15 0,09 <0,0001 0,5628
(0,16) (0,18) (0,18) (0,18)

FRU-XIL Linear 2,61 0,99 0,40 0,40 <0,0001 0,0943
(0,12) (0,14) (0,14) (0,14)

SAC-GAL | Quadratico 23,59 401 3,16 305 -0,03 -258 -266 2,30 235 - 0,0058 0,1765
(1,80) (0,85) (0,85) (0,85) (0,93) (0,93) (0,93) (1,10) (1,10)  (1,10)

ARA-MAN Linear 2,24 -1,16 -0,28  -0,06 0,0002 0,3402
(0,16) (0,18) (0,18) (0,18)

MAN-FRU Linear 1,85 0,59 0,27 0,21 0,0007 0,1304
(0,11) 0,12) (0,12) (0,12)

XIL-RIB Linear 3,98 -0,15 0,32 0,41 0,0005 0,1254
(0,08) (0,09) (0,09) (0,09)

EPI-MTO | Quadratico 0,00 0,85 -001 0,16 0,66 0,00 0,00 -0,02 0,28 0,37 0,0093 @
(0,31) (0,14) (0,14) (0,14) (0,16) (0,16) (0,16) 0,19) 0,19) (0,19)

MTO-MAL Linear 0,69 0,37 0,31 0,30 0,0133 0,3866
(0,13) (0,14) (0,14) (0,14)

MAL-GAL | Quadréatico 0,02 0,09 0,10 0,10 0,45 -0,08 -0,08 0,16 0,16 0,16 0,0569 @
(0,21) (0,10) (0,10) (0,10) (0,11) (0,11) (0,11) 0,13) 0,13) (0,13)

SAC-LAC Linear 15,90 0,34 2,86 2,35 0,0002 0,7765
(0,50) (0,55) (0,55) (0,55)

@) p 0.95; @ Falta de Ajuste ndo calculada devido a auséncia de erro no ponto central (ocorreu coeluicdo completa nos 3 experimentos). * p
0,95, CIT: Citrimida; SOR: Acido Sérbico, A: pH, B: SDS, C: SOR, RIB: Ribose, XIL: Xilose, FRU: Frutose, MAN: Manose, ARA: Arabinose,
GLI: Glicose, GAL: Galactose, MAL: Maltose, MTO: Maltotriose, EPI: Epilactose, LTU: Lactulose, LAC: Lactose e SAC: Sacarose.
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Cabe ressaltar que a separacdo dos CHOs presentes em matrizes de leite
condensado, vinho, café, cereais e farelo de arroz foram atribuidos niveis das
variaveis dentro da regido experimental. J& para o método aplicado para a
separacdo de CHOs em suco de frutas, cujos compostos de interesse
apresentaram excelente separagdo em todos 0s ensaios realizados, foi permitido
uma extrapolacdo dos niveis, na intencdo de reduzir ainda mais o tempo de
corrida. Tendo em vista que através desse modo de separacdo o aumento dos
niveis das variaveis ocasionou o aumento do tempo de corrida e a reducdo do
sinal analitico, em todas as condi¢cdes de desejabilidade, foi atribuido o desejo de
minimizar as concentragfes das variaveis, desde que fossem obtidas resolugdes

maiores que 3.

O algoritmo previu condi¢Bes experimentais que atenderam aos critérios de
resolucao estabelecidos para os seis métodos. Em alguns casos foi obtida mais de
uma resposta. Nestas situagbes, optou-se por testar experimentalmente a
condi¢do que apresentava menor concentracao das variaveis para obter o menor
tempo de corrida possivel. O emprego do método de otimizacdo simultanea
permitiu a obtencdo de seis métodos diferentes, os quais, quando testados
experimentalmente, resultaram na separacdo do conjunto de padrdes de CHOs de
cada amostra. Decodificando os valores previstos para as variaveis estudadas, as

condicbes experimentais 6timas estdo apresentadas na tabela 4.
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Tabela 3: Condi¢cdes de desejabilidade, respostas previstas pelos modelos e

respostas observadas experimentalmente para a mistura de padrbes

Critérios de Desejabilidade

. Varidveis e | Para as Variaveis e Resolugdes | Condicao Resolucdes | Resolucdes
Matriz Resolugbes - _ Pre:-ylsta Previstas | Observadas
Meta Limite Limite | (Codificada)
minimo  Maximo
pH Minimizar -1,68 1,68 1,59
SDS Minimizar -1,68 1,68 1,42
SOR Minimizar -1,68 1,68 1,44
SAC-LAC | Maximizar 2,00 30,00 23,90 22,43
Cereais LAC-LTU | Maximizar 2,00 10,00 2,47 2,76
Matinais LTU-EPI Maximizar 2,00 10,00 2,49 1,66
EPI-MTO | Maximizar 2,00 10,00 4,59 4,54
MTO-MAL | Maximizar 2,00 10,00 2,15 2,16
MAL-GAL | Maximizar 2,00 10,00 2,31 2,43
GAL-GLI Maximizar 2,00 10,00 4,04 4,84
GLI-FRU Maximizar 2,00 10,00 9,35 9,25
pH Minimizar -1,68 1,68 -0,14
SDS Minimizar -1,68 1,68 1,46
SOR Minimizar -1,68 1,68 -0,74
GAL-GLI Maximizar 2,00 10,00 2,24 3,94
Café GLI-ARA | Maximizar 2,00 10,00 3,48 3,20
ARA-MAN | Maximizar 2,00 10,00 2,04 3,74
MAN-FRU | Maximizar 2,00 10,00 2,01 1,72
FRU-XIL Maximizar 2,00 10,00 2,77 2,51
XIL-RIB Maximizar 2,00 10,00 4,16 4,20
pH Minimizar -1,68 1,68 0,82
SDS Minimizar -1,68 1,68 1,48
Leite SOR Mini_mi;ar -1,68 1,68 0,89
Condensado LAC-LTU Max!m!zar 2,00 10,00 2,46 2,88
LTU-EPI Maximizar 2,00 10,00 2,07 2,19
EPI-GAL | Maximizar 2,00 10,00 3,50 2,33
GAL-GLI Maximizar 2,00 10,00 3,74 3,92
pH Entre -3,00 0,00 -1,97
Suco de SDS Entre -1,68 3,00 -1,68
Laranja SOR Entre -2,00 3,00 -2,00
SAC-GLI Minimizar 3,00 42,2 13,07 22,42
GLI-FRU Minimizar 3,00 9,50 5,98 7,53
pH Minimizar -1,68 1,68 -0,10
SDS Minimizar -1,68 1,68 -0,60
Farelo de SOR Minimizar -1,68 1,68 0,46
Arroz GLI-ARA Maximizar 2,00 30,00 3,14 2,76
ARA-FRU | Maximizar 2,00 10,00 2,51 3,66
FRU-XIL Maximizar 2,00 10,00 2,45 2,26
pH Minimizar -1,68 1,68 0,02
SDS Minimizar -1,68 1,68 0,18
SOR Minimizar -1,68 1,68 -0,56
SAC-GAL | Maximizar 2,00 40,00 23,97 26,2
Vinho GAL-GLI Maximizar 2,00 10,00 2,00 3,54
GLI-ARA | Maximizar 2,00 10,00 3,10 2,69
ARA-FRU | Maximizar 2,00 10,00 4,44 4,98
FRU-XIL | Maximizar 2,00 10,00 2,48 2,93
XIL-RIB Maximizar 2,00 10,00 3,80 4,90
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Tabela 4: CondigBes analiticas dos seis métodos de separagéo estudados

Condigdes analiticas

Matriz H SDS SOR Comprimento Voltagem Injecdo
P (mmol.LY)  (mmol.L™)  do capilar (cm)® (kV) (pressao/tempo)
Café 12,59 70,35 11,35 60 20 50 mbar/5s
] 50 mbar/5s +
Cereais
o 12,76 69,50 22,20 80 20 50 mbar / 1s de
Matinais @
NacCl
Suco de
) 12,40 0,00 5,00 60 25 50 mbar /5 s
Laranja
Farelo de
12,59 24,00 17,30 60 25 50 mbar /5 s
Arroz
) 50 mbar/5s +
Leite
12,68 70,80 20,00 80 25 25mbar/1s
Condensado )
NacCl®
Vinho 12,60 41,50 12,20 80 20 50 mbar/5s

@ Capilares de 50 pm de diametro com bulbo extendido. ® Solucdo de NaCl de 1,0 mol.L™.

Sistema de detecg&o por DAD em 350 nm (referéncia em 275 nm).

Foi possivel observar que, na maioria dos casos, as condi¢cdes foram bem

distintas para os diferentes conjuntos de CHOs. Com excecdo das composicdes

dos eletrdlitos dos métodos para leite condensado e cereais matinais, que foram

semelhantes, apresentando apenas a diferenca de pH. Essa diferenca ocorreu

porque no método para separacdo dos CHOs da amostra de leite, os pares
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observados foram LAC-LTU, LTU-EPI, EPI-GAL E GAL-GLI onde foram utilizadas

as condi¢cdes que apresentaram a melhor resolucdo entre 0s mesmos.

Ja4 no método para CHOs em cereais, além dos analitos estudados para
leite, entre os picos EPI-GAL, eluem mais dois compostos, a MTO e MAL, que
precisam ser separados para essa amostra. Dessa forma, os pares de compostos
alvos de estudos aumentam para seis, tornando necessario separar: LAC-LTU,
LTU-EPI, EPI-MTO, MTO-MAL, MAL-GAL E GAL-GLI. A condicdo em pH um
pouco mais baixo que para 0 método para amostra de leite condensado, foi o
unico que permitiu a resolucdo adequada entre os seis pares de interesse. Pode-
se observar que o par mais critico foi MAL-GAL, que coeluiu em 14 dos 17
experimentos do planejamento fatorial e somente apresentou separacdo em
poucos experimentos: no experimento com niveis -1,68, 0 e 0, onde a resolucao
foi na ordem 1,52; nos niveis +1,68, 0, 0 com resolucéo 1,45 e nos niveis +1, +1 e
+1 onde a resolucéo foi 1,31, confirmando que a reducdo do pH é favoravel para a

separagao desses compostos.

Quanto a possibilidade de separar os 13 compostos simultaneamente para
a aplicacdo do método em matrizes desconhecidas, foi observado que, na regiao
experimental estudada, os modelos ndo predisseram condi¢cdes analiticas para
tanto. Nesse sentido, os pares de picos que apresentaram maiores dificuldades de
separagdo foram a LTU-EPI, MAL-GAL, ARA-MAN e MAN-FRU. Através das
predicdes dos modelos mateméticos, quando foi possivel a separacdo dos dois

primeiros pares, 0s outros coeluiram completamente, sendo que o contrario
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também foi observado. Foi realizado o estudo estatistico de desejabilidade
permitindo a extrapolacdo das variaveis para niveis fora da regido experimental. O
algoritmo previu a separacdo dos 13 compostos se utilizadas as trés variaveis em
niveis préximos de +3,00. No entanto, em ensaios experimentais, 0 aumento
simultédneo das trés varidveis promoveu a reducao do sinal analitico, 0 aumento da
altura do sinal do ruido, o aumento do tempo de corrida, além da falta de

reprodutibilidade dos tempos de migracdo e das areas entre as corridas.

Foi possivel verificar que o0 modo de separacdo investigado permitiu a
separacdo dos conjuntos de carboidratos presentes em cada amostra, separando
0s CHOs criticos. O planejamento composto central e o0 método de otimizacdo
simultdnea de Derringer e Suich permitiram obter boa resolu¢do entre CHOs das
matrizes, com a obtencdo do maximo de informacfes a respeito do sistema em

apenas 17 experimentos.

3.2 Aplicacdo em Amostras de Alimentos e Bebidas

Os seis métodos otimizados para os padrées dos CHOs presentes nos
alimentos foram aplicados em amostras reais, Figura 1. No entanto, alguns ajustes
foram necessarios no sentido de resolver problemas de efeitos das matrizes, além

de reduzir o tempo de corrida.

Para o método aplicado em amostra de suco de laranja, foi possivel obter
boa separacdo na amostra, inclusive reduzindo o comprimento do capilar para 60

cm e utilizando voltagem de 25 kV. A analise foi executada em 6,5 min.
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Quanto ao método aplicado na amostra de leite condensado foi observado que,
mesmo no capilar de 80 cm, nado foi obtida boa separacédo devido aos elevados
niveis de lactose presente, onde o pico da lactose sobrepbs o da lactulose. O
aumento do comprimento do capilar para 112 cm também n&o melhorou a
separacdo. Nessa situacao, os estudos foram conduzidos no sentido de reduzir a
largura da banda do pico de lactose. Nas pesquisas realizadas por Li Hai-Ling, Xu
Hui-Bi e Gao Zhong-Hong [40] foi adicionado NaCl a amostra como método para
pré-concentracdo on-line, observando a reducdo do alargamento de banda
causado pelo excesso de amostra injetada. Nesse estudo, optou-se por injetar a
amostra e, em seguida, injetar uma solucdo de NaCl 1 mol.L™ com pressées de 25
e 50 mbar durante 1, 2, 3, 4 e 5 segundos. Para a amostra em estudo, a
separagdo completa dos picos foi obtida injetando NaCl durante 1 segundo com
pressdo de 25 mbar. Esse procedimento simples, realizado através da
programacdo do equipamento, mostrou que a adicdo de NaCl reduziu a largura
dos picos de lactose e lactulose, possibilitando a separagdo em capilar de 80 cm

em 13,5 min.
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Suco de Laranja 7 Café

ke ) Cereais
Leite Condensado

" i ) Arroz
\ Vinho Tinto

Figura 1: Eletroferogramas de Amostras. Identificacdo dos picos: 1 — sacarose, 2 —
lactose, 3 — lactulose, 4 — epilactose, 5 — tesemaltotriose, 6 — maltose, 7 —
galactose, 8 — glicose, 9 — arabinose, 10 — manose, 11 — frutose, 12 — xilose, 13 —

ribose. Condi¢des analiticas descritas na tabela 4.
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O método desenvolvido para o conjunto de carboidratos presentes na
amostra de cereais matinais, quando aplicado em amostra real, apresentou uma
leve coeluicdo da maltose e galactose. Utilizando o mesmo principio utilizado no
meétodo para leite condensado, foi obtida a separacdo dos picos atraves da injecao

de NaCl em 50 mbar por 1s. O método apresentou tempo de corrida de 23 min.

No método para café torrado e moido, foi observado que a reducdo do
capilar até 60 cm (com 20 kV) manteve uma separacdo adequada em amostra,
com a reducdo do tempo de corrida para 14 min. No método para amostra de
vinho tinto foi observada boa separacdo em capilar de 80 cm, em 19 minutos, ndo
sendo possivel a reducéo para 60 cm. J& no méetodo para a amostra de farelo de
arroz a reducdo do capilar até 60 cm manteve a separacdo dos picos da amostra,

com voltagem de 20 kV, apresentando excelente separacdo em 11,5 min.

4 CONCLUSAO

A técnica de MEKC com uso de surfactante anionico, aliada a otimizacéo
multivariada do pH, concentragdo do eletrdlito e do surfactante, e a funcdo de
desejabilidade de Derringer e Suich para otimizar varias respostas
simultaneamente, foram utilizadas com eficiéncia para o desenvolvimento de seis
métodos analiticos diferentes aplicados para a quantificacdo de CHOs em
alimentos. Os métodos de otimizagdo multivariados contribuiram para a obtencéo
do maximo de informagcdes sobre as variaveis e permitiram realizar a predicdo

matematica das resolucdes entre os picos, utilizando somente 17 experimentos.
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Os métodos foram aplicados para a separacdo de CHOs em leite condensado
(lactose, lactulose, epilactose, galactose e glicose), farelo de arroz (glicose,
arabinose, frutose e xilose), vinho tinto (sacarose, galactose, glicose, arabinose,
frutose, xilose e ribose), café torrado e moido (galactose, glicose, arabinose,
manose, frutose, xilose e ribose), suco de laranja (sacarose, glicose e frutose) e
ainda cereais matinais (sacarose, lactose, lactulose, epilactose, maltotriose,

maltose, galactose, glicose e frutose).
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RESUMO

Os carboidratos sdo responsaveis por cerca de metade do aporte
energético do ser humano e, no organismo, estdo envolvidos nas mais variadas
reacfes de metabolismo e sintese. Na industria alimenticia, sdo responsaveis por
diversos fenbmenos que promovem efeitos quimicos, fisicos e sensoriais nos
alimentos. Sdo compostos de ac¢des bioldgicas e tecnoldgicas distintas, mas de
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes e, por isso, de dificil separacéo.
Diversos métodos ja foram desenvolvidos para a analise desses compostos. No
entanto, dentre a literatura pesquisada, poucos estudos investigaram a
possibilidade de separacdo simultdnea dos 13 carboidratos geralmente

encontrados em alimentos: glicose, frutose, sacarose, lactose, galactose,
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lactulose, epilactose, arabinose, manose, maltose, xilose, ribose e maltotriose.
Além disso, a otimizacdo de metodologias geralmente foi realizada de forma
univariada. Nesse estudo, foram utilizadas técnicas estatisticas multivariadas para
a otimizacao do pH, da concentracdo do eletrdlito e do tensoativo na separagéo
dos carboidratos utilizando cromatografia eletrocinética micelar com uso de
tensoativo aniénico. Utilizando um planejamento composto central aliado ao
tratamento dos dados através da funcao de Derringer e Suich, foi possivel realizar
a avaliacdo simultanea de 23 respostas e prever as condi¢cdes analiticas para a
separacdo dos 13 compostos. As respostas previstas através das funcdes
matematicas também foram confirmadas experimentalmente. Esse estudo
demonstrou que a cromatografia eletrocinética micelar, com uso de tensoativo
anidnico, foi eficaz para a separacdo simultanea dos 13 carboidratos mais comuns
em alimentos, tornando-se uma boa alternativa para a analise de matrizes onde a

separacdo de todos estes compostos € de fundamental importancia.

ABSTRACT

Carbohydrates are responsible for about half of the human being energetic
requirements and, in the organism, they are involved in a large variety of metabolic
and synthetic reactions. In the food industry, they are related to several
phenomena that promote chemical, physical and sensorial effects in foods. They
are compounds with different biological and technological actions, however, with

similar physico-chemical characteristics and, because of this, they are hard to
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separate. There are several methods developed for the analysis these compounds.
Nevertheless, in the research literature, there are few studies investigating the
simultaneous separation of the 13 carbohydrates commonly found in foods:
glucose, fructose, sucrose, lactose, galactose, lactulose, epilactose, arabinose,
mannose, maltose, xylose, ribose and maltotriose. Moreover, the optimization
strategy generally were univariate. In this study, multivariate statistical techniques
were employed to optimize pH and surfactant and electrolyte concentrations in
carbohydrate separation using micellar electrokinetic chromatography with an
anionic surfactant. The use of a central composite design and Derringer and
Suich’s desirability function enabled the simultaneous evaluation of 23 responses
and the predicted analytical conditions for the separation of 13 compounds. The
responses predicted by mathematical functions were confirmed experimentally.
This study showed that micellar electrokinetic chromatography, with an anionic
surfactant, was effective for the simultaneous separation of 13 carbohydrates
commonly found in foods, what makes it a good option for the analysis of complex

matrices where the overall separation of these compounds is very important.

1. INTRODUCAO

A (glicose, frutose, sacarose, lactose, galactose, lactulose, epilactose,
arabinose, manose, maltose, xilose, ribose e maltotriose sdo os carboidratos
(CHOs) mais comuns em alimentos como frutas, verduras, leite, cereais e seus

derivados. A composi¢do de CHOs nos alimentos tem sido observada com maior
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frequéncia entre os consumidores devido ao aumento da obesidade,
diagnosticada em 40% da populagéo brasileira adulta em 2004; do diabetes, em
7,6% da populacdo urbana; e do aumento dos casos de intolerancia a lactose,
sacarose e sacarose-isomaltose em criangas e adultos [1-3]. Do ponto de vista
industrial, a composicdo dos CHOs é importante pois contribuem decisivamente
para a obtengdo das caracteristicas do produto final, tais como a cor, o aroma e a
textura dos alimentos. Também estdo relacionados com o controle de qualidade
pois interferem na conservacdo dos produtos (como geléias, frutas cristalizadas,
sucos concentrados, vinhos, doces e outros). Em alimentos fermentados, séo
imprescindiveis para que ocorram as reacfes necessérias para a obtencdo do

produto final.

Os CHOs podem ser definidos como poli-hidroxialdeidos, poli-
hidroxicetonas, poli-hidroxialcoois, poli-hidroxiacidos e seus derivados simples, e
polimeros desses compostos unidos por ligacbes hemiacetélicas [4]. Sé&o
compostos neutros ou ligeiramente acidos. Possuem massas moleculares e
caracteristicas estruturais muito semelhantes e ndo absorvem a radiacdo na
regido do UV [5-7]. Essas propriedades dificultam a separacdo e deteccdo dos

CHOs.

A eletroforese capilar (EC) vem sendo muito utilizada para analise de
CHOs e a principal razédo é que a separacao dos analitos é baseada na migracéo
diferenciada dos compostos iénicos quando estes estdo dissolvidos ou suspensos

em um eletrdlito, sob a acdo de um campo elétrico; e, embora os CHOs sejam
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considerados neutros, em pH acima de 11,5 existem na forma anibnica [7]. O
capilar de silica fundida suporta 0 uso de eletrélitos com valores de pH extremos,
facilitando a utilizacdo da propriedade de ionizacdo para obter uma melhor
separacado dos CHOs em estudo. Além disso, a técnica proporciona separacdes
de alta eficiéencia (tipicamente acima de 10° pratos tedricos), boa resolugéo e
seletividade. As analises sao econdmicas, rapidas, requerem baixo consumo de
reagentes e geram baixos volumes de residuos. Além disso, nha maioria dos casos,

0s residuos sdo sais simples e podem ser descartados sem tratamento [5,8-12].

Dentre os modos de separacdo ja estudados para EC em andlise de
CHOs, destacam-se a eletroforese capilar de zona e a cromatografia eletrocinética
micelar (MEKC), com uso de surfactante catidnico ou aniénico [5,10,13-23]. Em
MEKC séao utilizados agentes tensoativos, que em geral contém um grupo polar
e/ou iGnico como cabeca ligado a uma cauda apolar, por exemplo, uma cadeia
alifatica constituindo um mondémero. Em condi¢cdes apropriadas, os monémeros
podem se agregar formando entidades como vesiculas e micelas. Solutos polares
podem se associar a superficie da micela, através de interacdes do tipo dipolo-
dipolo ou ion-dipolo com os grupos polares (ou idnicos) da cabeca do tensoativo.
Fortes interacBes couldmbicas (atrativas e repulsivas) podem resultar quando o

soluto apresenta carga [12].

A MEKC com surfactante aniénico € um modo de separacdo empregado
em diversas andlises em alimentos. E baseado na particdo diferenciada dos

analitos entre duas fases, a fase micelar e o eletrdlito de corrida [24]. Ainda
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existem poucos estudos sobre a separagcdo de CHOs utilizando esse modo de
separagdo, mas Bao, Newburg e Zhu [23] observaram bons resultados na
separacao para oligossacarideos em leite humano utilizando MEKC com o uso de
surfactante aniénico dodecilsulfato de sédio (SDS). Meinhart et al. [25] verificaram
boa interacdo do SDS na separacdo do mesmo conjunto de compostos aqui
estudados. Os autores concluiram que os fatores pH, SDS e acido sérbico (SOR)
foram significativos para a separacdo. No entanto, o uso das trés variaveis em
altas concentragcdes melhorou a resolucdo mas reduziu o sinal analitico. Nos
niveis em que os autores estudaram as variaveis, ndo foi possivel obter a
separacdo dos 13 carboidratos, no entanto, os modelos matematicos indicaram
gue o deslocamento das variaveis para niveis maiores poderia resultar em efeitos

gue permitam a separacado simultanea dos compostos.

Por isso, nesse trabalho, foi realizado um estudo do efeito da concentracéo
de NaOH, SDS e SOR em niveis mais elevados, a fim de verificar a possibilidade
da separacdo simultdnea dos 13 CHOs mais encontrados em alimentos. Tendo
em vista que em EC, condicbes muito drasticas de eletrdlito podem ocasionar
instabilidades quimicas do sistema, foram incluidas outras respostas, além das
resolucdes dos compostos, como a variacado dos tempos de migracao, variacao da

linha de base, altura do sinal analitico em relac&o ao ruido e o tempo de corrida.

A otimizacdo da separacdo simultanea dos 13 CHOs foi realizada de forma
multivariada utilizando um planejamento composto central de trés variaveis. Foram

otimizadas 23 respostas simultaneamente, envolvendo as resolucdes dos
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compostos adjacentes e que coeluiram (19), a variagdo do tempo de migracédo, a
varia¢ao da linha de base, da relacdo entre altura do sinal analitico/sinal do ruido e

o tempo de corrida através do método de Derringer e Suich.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e solucdes

Os padroes de sacarose (SAC), D-lactose (LAC), lactulose (LTU),
epilactose (EPI), maltotriose (MTO), D-(+)-maltose (MAL), D-(+)-glicose (GLI), D-(-
)-arabinose (ARA), D-(+)-manose (MAN), D-(-)-frutose (FRU) e D-(-)-ribose (RIB)
foram obtidos da Sigma Chemical - EUA. D-(+)-galactose (GAL) e D-xilose (XIL)
foram obtidos da Chem Service - EUA. Hidroxido de sédio foi obtido da Nuclear,
acido sorbico (SOR) da Sigma — EUA e dodecilsulfato de sédio (SDS) da Riedel-
de-Haén (Alemanha). Todos os reagentes utilizados possuem elevada pureza
analitica. A agua ultrapura foi obtida do sistema Direct-Q 3 UV (Millipore
Corporation, France). Todas as solucdes foram degaseificadas em ultrassom
(Microsonic SX-20, Arruda Ultra-sons LTDA, Brasil) antes da inje¢éo. As soluges
estoque de padrdes de CHOs (10 g.L™*) foram mantidas sob congelamento a -

18°C até o preparo das solucdes de trabalho.
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2.2 Instrumentacao

Os experimentos foram executados usando um equipamento de
eletroforese capilar Agilent G1600AX (Agilent Technology, Alemanha) com um
detector de arranjo de diodos. A separacdo foi otimizada em capilar de silica
fundida, de 50 um de diametro com bulbo extendido por 80 cm de comprimento
total (72 cm de comprimento efetivo), adquirido da Agilent (Alemanha). As
condi¢cbes de temperatura, voltagem e injecdo foram mantidas fixas em 25°C, 20
kV e injecao hidrodindmica de 50 mbar durante 5 s. A deteccédo foi indireta em 350

(20) nm com referéncia em 275 (10) nm.

2.3 Otimizacdo Multivariada

A separacdo simultdnea dos 13 CHOs foi otimizada utilizando um
planejamento composto central, com pontos central e axiais. As variaveis e niveis
foram estipulados com base nos resultados obtidos por Meinhart et al. [25]. Foram
investigados os efeitos da concentracdo de hidroxido de sddio na faixa de 98,2 a
131,8 mmol.L™* (niveis -1,68 a +1,68), da concentracdo do tensoativo SDS entre 0
e 50,2 mmol.L e da concentracdo do eletrélito 4cido sérbico entre 11,2 e 30,0
mmol.L™. N&o foram utilizados niveis mais elevados de SDS e SOR porque em
testes preliminares foi observado que elevadas variacfes da linha de base e baixa
relacdo entre altura do sinal analitico e do ruido inviabilizaram a identificacdo dos

compostos.

143



Adriana Dillenburg Meinhart Capitulo 5

Os experimentos foram realizados através da injecdo de uma solucao
padrédo contendo uma mistura dos 13 CHOs, na concentracdo de 0,8 mg.mL™. A
identificacdo dos compostos foi realizada através da fortificagdo da mistura de
padrées com cada um dos compostos individualmente. Para a medida do erro
experimental, o ponto central foi realizado em triplicata. Os ensaios foram

realizados em ordem aleatoria.

As respostas estudadas foram baseadas nas resolugbes dos compostos e
em medidas de estabilidade do sistema, detectabilidade e tempo de corrida. As
resolugbes foram calculadas entre os compostos que coeluiram ou estiveram
adjacentes em um ou mais dos experimentos. Tendo em vista que o0 uso dos
niveis mais elevados de pH, SOR e SDS podem gerar instabilidade quimica do
sistema, mais quatro respostas foram estudadas: a razdo entre a altura do sinal
analitico/altura do sinal do ruido (ALT S/R); o coeficiente de variagdo dos tempos
de migracdo entre replicatas de injecdo, n=5 (CV TM), a variacdo da linha de base
entre o primeiro e ultimo pico (VLB) e, por ultimo, o tempo de corrida (TEMPO). Ao
total, foram estudados 19 respostas de resolucdes, calculadas conforme a

equacao abaixo, e mais 4 dos demais parametros.

— 2(t2 _tl)
W, + W,

R

onde Rs = resolucéo, t = tempo de migracédo e W = largura do pico.
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Para a otimizagcdo simultanea das respostas, foi utilizada a ferramenta de
Derringer e Suich, com o objetivo de maximizar ou minimizar as respostas de
forma simultdnea. A condicdo otimizada de separacgéo prevista pelos modelos foi
confirmada experimentalmente no conjunto de padrdes analiticos. O tratamento
dos dados foi feito através do software Design Expert 6.0.10 (Minneapolis, EUA).
Os modelos foram validados através da Andlise de Variancia (ANOVA, 95% de

confianga).

2.4 Procedimentos de Andlise

Antes do estudo analitico de cada condicdo do planejamento fatorial, o
capilar foi condicionado por lavagem sob pressédo de 1000 mbar com hidroxido de
s6dio 1 mol.L!, seguido de 5 minutos de lavagem com &gua purificada e de 10
minutos com o eletrélito de corrida. Para evitar adsorcdo de solutos no capilar,
entre as replicatas de injecdo de condicdo idéntica, o capilar foi lavado com
eletrélito de corrida durante 2 minutos. Todos os eletrolitos foram filtrados em
membrana celulésica de 0,45 um de porosidade e centrifugados por 10 minutos a
5000 RPM (Excelsa Il, mod. 206 BL, Fanem, Brasil) para remocdo de ar

dissolvido.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizac¢do das Metodologias Analiticas

Na tabela 1 estdo apresentados os niveis estudados e os resultados de
resolugcdo obtidos para cada par de compostos que coeluiram ou estiveram
adjacentes nos experimentos, além do coeficiente de variacdo dos tempos de
migracdo (CV TM), variacdo da linha de base medida entre o primeiro e o Ultimo
composto eluido (VLB), relacéo entre a altura do sinal analitico/altura do sinal do
ruido (ALT S/R) e tempo de andlise (TEMPO). Os analitos apresentaram a
seguinte ordem de eluicdo: SAC, LAC, LTU, EPI, MTO, MAL, GAL, GLI, MAN,
ARA, FRU, XIL, XIL, RIB, exceto a MAN e ARA que eluiram na ordem inversa em

um experimento.

A partir da tabela de respostas foi possivel observar que ocorreram 23
coeluicbes entre diferentes compostos durante os experimentos, indicando a
dificuldade de separacdo desses CHOs. O elevado numero de coeluicbes gerou o

aumento da quantidade de respostas a serem otimizadas simultaneamente.

Através da observacdo dos dados experimentais, pode-se verificar que as
trés varidveis estudadas apresentaram efeitos importantes sobre as respostas. O
efeito do pH foi positivo para o0 aumento de todas as respostas, salvo para a

resolucéo entre LAC-LTU, GLI-MAN e ALT S/R, CV TM, VLB e TEMPO.
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Tabela 1: Niveis das variaveis estudadas e respostas experimentais observadas

Variaveis

€ a @
Decodificadas

) Respostas experimentais avaliadas na otimizacéao

pH SOR SDS LAC- LTU- LTU- LTU- LTU- EPI- EPI- EPI- MTO MTO- MAL- MAN-
LTU EPI MTO MAL GAL MTO MAL GAL -MAL GAL GAL ARA

105 15 10 1,7 15 57 6,4 7,7 4,3 50 6,4 0,7 2,2 1,6 0,6
105 15 40 15 21 5,8 6,9 10,3 4,5 5,8 9,4 11 2,9 1,6 0,8
105 26,2 10 3,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -2,8
105 26,2 40 2,4 2,5 52 6,2 8,3 3,7 50 7,3 1,3 2,8 1,3 0,0
125 15 10 15 13 51 7,4 9,8 4,5 6,9 9,6 13 3,2 2,2 2,2
125 15 40 15 2,0 7,3 8,9 10,9 6,9 8,9 115 13 34 2,2 34
125 26,2 10 2,7 2,6 7,3 9,3 12,3 53 7,3 10,2 15 3,6 2,2 13
125 26,2 40 2,2 2,8 6,3 8,7 9,6 4,6 6,9 8,0 11 2,4 15 2,1
115 206 25 1,9 2,0 4,8 7,6 8,7 3,7 6,6 8,0 0,9 2,2 1,9 1,0
115 206 25 2,7 2,5 6,4 8,8 11,7 4,4 6,5 9,2 1,4 3,3 2,1 13
115 206 25 2,2 2,2 57 7,4 9,9 4,0 5,8 8,4 15 3,5 1,9 0,9
98,2 206 25 1,7 1,3 3,0 4,2 53 1,8 3,0 4,2 1,0 2,2 1,3 0,0
131,8 20,6 25 1,0 14 4,8 9,1 11,5 3,5 6,7 9,0 0,9 2,5 2,9 2,6
115 11,2 25 1,6 1,6 6,1 7,8 9,2 55 7,5 9,2 1,2 3,2 2,2 2,5
115 30,0 25 2,9 2,3 50 6,9 9,3 3,2 4,8 7,0 11 2,6 15 0,0
115 20,6 0,0 14 1.2 3,8 4,9 6,2 3,0 4,1 57 1,2 2,7 15 0,0
115 20,6 50,2 1,7 15 50 7,0 8,2 4,7 7,3 8,9 1,2 2,8 2,0 19

D egﬁ)?jrilf?gae(ljis(l) Respostas experimentais avaliadas na otimiza(;éo(z)
pH SOR SDS | MAN- ARA- SAC- GAL- GLI- FRU- XIL- g SV ALT TEMPO
FRU FRU LAC GLI MAN XL RIB ™ SIR
105 15 10 1,9 1,7 154 31 48 45 44 680 84 6,5 30,1
105 15 40 3,0 25 141 31 47 73 38 1130 17 2,0 25,6
105 26,2 10 1,2 47 134 21 54 24 37 192 42 6,1 19,5
105 26,2 40 2.4 24 235 39 62 56 46 350 34 2,0 26,1
125 15 10 4,5 16 151 37 45 67 43 500 1,7 1,7 26,7
125 15 40 4,2 1,0 190 35 41 72 66 1080 31 0,6 32,0
125 26,2 10 2,8 1,6 207 36 40 53 54 360 23 2,5 28,3
125 26,2 40 4,2 23 235 30 47 68 47 510 77 1,6 34,7
115 20,6 25 2,5 20 183 31 44 55 39 350 15 2,7 26,4
115 206 25 3.2 22 193 34 51 52 44 418 272 2,0 30,3
115 206 25 2,5 1,7 196 35 43 57 47 453 06 2,3 26,7
98,2 206 25 1,5 15 159 35 45 38 39 390 22 2,5 23,9
131,8 206 25 3,6 07 170 47 37 81 46 1000 64 0,4 35,0
115 112 25 4,2 1.8 164 36 53 73 51 620 472 1,1 31,0
115 300 25 1,8 1,8 237 36 50 53 53 480 34 1,3 26,7
115 206 00 | 17 1,7 135 34 48 50 43 580 71 1,4 26,8
115 206 502 | 32 1,7 184 40 47 62 47 850 06 1,1 28,0

% Concentracées em mmol.L™ ; ¥ Respostas e unidades: Resolucdes: LAC-LTU, LTU-EPI, LTU-MTO, LTU-MAL,
LTU-GAL, EPI-MTO, EPI-MAL, EPI-GAL, MTO-MAL, MTO-GAL, MAL-GAL, MAN-ARA, MAN-FRU, ARA-FRU,
SAC-LAC, GAL-GLI, GLI-MAN, FRU-XIL, XIL-RIB; Varia¢do da linha de base entre o primeiro e Gltimo pico, em
mAU: VLB (n=5); Coeficiente de variacdo do tempo de migracdo (n=5): CV TM; Razdo entre Altura do Sinal
analitico e do ruido: ALT S/R; Tempo de corrida (min): TEMPO.
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J4 o aumento da concentracdo de acido sorbico foi positivo para a
separacdo do par LAC-LTU, contribuiu para a reducdo do tempo de corrida e
estabilizacdo da linha de base (até niveis intermediérios), por outro lado, mostrou
efeito negativo para a resolucédo de LTU-MAL, LTU-GAL, EPI-MTO, EPI-MAL, EPI-

GAL, MAN-ARA, MAN-FRU e FRU-XIL.

Os efeitos do SDS foram positivos para melhorar a resolucdo de LTU-EPI,
LTU-MAL, LTU-GAL, EPI-MTO, EPI-MAL, EPI-GAL, MAN-ARA, MAN-FRU, SLC-
LAC e FRU-XIL. Outro efeito importante foi que o aumento do SDS apresentou a
reducdo do CV TM. No entanto, reduziu a ALT S/R, aumentou a VLB e o tempo de

corrida.

Seria inviavel, do ponto de vista pratico, fazer a previséo individual de cada
uma das 23 respostas para obter uma Unica condi¢cdo experimental que atendesse
aos requisitos desejados. Por isso, foram plotados os modelos mateméticos a fim
de utilizar ferramentas de otimizacdo simultdnea de respostas para prever a

condicao 6tima.

A tabela 2 sumariza os modelos matematicos obtidos para o conjunto de
dados experimentais, bem como apresenta a verificacdo para a falta de ajuste e a

significancia das regressoes.
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Tabela 2: Validacdo dos Modelos Matematicos

Respostas Modelo — Coeficientes (erro) %lgglrgzasggle(ll) Mﬁoqgesltg (2)
H - 2 2 2
Estudadas Indicado cepto A-pH B-SOR C-SDS A B C AB AC BC (Valor F) (Valor F)
Res.® LAC-LTU Linear 2,02 -0,19 0,51 -0,11 5,86 1,77
(0,12) (0,13) (0,13) (0,13)
Res.LTU-EPI Modificado® | 1,80 0,21 0,15 0,33 0,40 -0,26 0,18 2,33® 7,15
(0,14) (0,15) (0,15) (0,15) (0,20) (0,20) (0,20)
Res.LTU-MTO Média*? 5,14 - 4,83
(0,42)
Res.LTU-MAL Linear 6,91 1,69 -0,50 0,81 6,91 4,86
(0,38) (0,43) (0,43) (0,43)
Res.LTU-GAL Modificado 8,76 1,97 -0,60 0,93 1,36 -1,56 0,24 5,43 1,58
(0,43) (0,48) (0,48) (0,48) (0,63) (0,63) (0,63)
Res.EPI-MTO Linear 3,98 0,85 -0,77 0,63 7,39 11,56
(0,25) (0,28) (0,28) (0,28)
Res. EPI-MAL Linear 578 1,50 -0,88 0,93 15,05 6,35
(0,26) (0,29) (0,29) (0,29)
Res. EPI-GAL Linear 7,75 1,78 -1,09 1,13 9,19 8,24
(0,41) (0,45) (0,45) (0,45)
Res. MTO-MAL | Modificado 1,09 0,14  -0,053 0,10 0,069 -0,25 0,068 1,68 ® 0,77
(0,077) (0,086) (0,086) (0,086) 0,11) (0,11) (0,11)
Res. MTO-GAL | Modificado 2,67 0,37 -0,28 0,19 0,23 -0,55 0,10 2,38@ 0,82
(0,16) (0,18) (0,18) (0,18) (0,24) (0,24) (0,24)
Res. MAL-GAL Linear 1,77 0,46 -0,27 0,11 8,87 14,63
(0,095) (0,11) (0,11) (0,11)
Res. MAN-ARA Linear 1,05 1,08 -0,77 0,60 34,68 7,71
(0,13) (0,14) (0,14) (0,14
Res. MAN-FRU Linear 2,85 0,77 -0,52 0,45 23,02 1,28
(0,11) (0,12) (0,12) (0,12)
Res. ARA-FRU Média %O,g(g - 14,61
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Continuagéo da tabela 2.
Respostas Modelo — Coeficientes (erro) %lgglrgzasgg%) M,gjg;tg @
H - 2 2 2
Estudadas Indicado cepto A-pH B-SOR C-SDS A B C AB AC BC (Valor F) (Valor F)
Res. SAC-LAC Linear 18,06 1,00 2,19 1,75 7,87 13,05
(0,55) (0,61) (0,61) (0,61)
Res. GAL-GLI | Modificado | 3,46 0,27 -0,062 0,14 -0,04 -0,34 0,18 2,01® 6,07
(0,11) (0,12) (0,12) (0,12) (0,16) (0,16) (0,16)
Res. GLI-MAN | Quadratico | 4,59  -0,37 0,12 0,06 -0,15 0,23 0,07 -0,25 -0,03 0,27 2,86® 0,96
(0,24) (0,11) (0,11) (0,11) (0,12) (0,12) (0,12) (0,15) (0,15) (0,15)
Res. FRU-XIL Linear 576 0,99 -0,65 0,73 17,73 9,28
0,17) (0,19) (0,19) (0,19)
Res. XIL-RIB Média 4,62 - 2,98
0,17)
cv TM?W Modificado | 3,58 0,30 0,10 -0,85 0,96 1,78 1,24 2,34 ® 6,67
(0,49) (0,54) (0,54) (0,54) (0,71) (0,71) (0,71)
ALT S/R® Linear 221 -1,01 0,14 -0,83 4,81 16,13
(0,31) (0,34) (0,34) (0,34)
vLB® Linear 58,49 8,23 -16,22 13,13 5,60 17,57
(4,90) (5,47) (5,47) (5,47)
TEMPO" Modificado | 28,10 2,86 -0,96 1,17 1,81 1,20 1,53 8,85 0,75
(0,47) (0,53) (0,53) (0,53) (0,69) (0,69) (0,69)

W Fy, 95% = 3,68, @ Fs, 95% = 19,30; @ Res. = Resolucédo; “ Coeficiente de Variacdo (n=5) ; ® Altura do sinal analitco / Altura do Sinal

Ruido; © Variagdo da linha de base entre o primeiro e o Gltimo pico (mUA); @ Tempo de corrida (min): tempo do Ultimo pico acrescido de um

minuto; ® Modelos com regressdes néo significativas; ® Modelo onde a menor falta de ajuste e a melhor significancia da regressao ocorreu

guando foram considerados somente o modelo linear e as interagbes entre dois fatores; 19 Modelo onde as respostas ndo apresentaram
efeitos significativos pelas variages das variaveis estudadas.
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A escolha do modelo mais indicado foi baseada na andlise de variancia
(95%) onde foram selecionados os modelos que ndo apresentaram falta de ajuste
e que mostraram melhor significancia da regressao. Todos os modelos utilizados
apresentaram ajuste adequado ja que os valores de F foram menores que o F
critico (Fs2 95% = 19,30). Quanto as regressdes, dentre as 23 respostas, 6
apresentaram que a regressdo nao foi significativa, sendo que os valores de F
foram menores que o F critico (Fg7 95% = 3,68), permanecendo entre 1,68 e 2,86.

Isso indica que esses modelos ndo foram afetados pelas variaveis estudadas.

Para a otimizagdo simultanea das respostas, foi utilizada a ferramenta de
Derringer e Suich com o objetivo foi maximizar as resolugbes e a ATL S/R e
minimizar o CV TM, a VLB e o TEMPO. Assim, foram construidas funcfes de
desejabilidade lineares unilaterais para maximizacdo e minimizacdo. Para

maximizacao das resolucdes, por exemplo, as equacdes foram:

=0 se Rsi<Rg™ (1)

d = Ri-Ri™ se Ri™<Rsi<Rsano (2)
Ravo— Rsi™"

d=1 se Rsi>Rsano (3)

Para minimizagéo, como o tempo de corrida, as equacdes resultaram em:
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di=1 se ti<taw (4)

g :[ t—nmaxj se < E <tane 5
tavo—

d=0 se >t ™ 6)

onde d; corresponde a desejabilidade (ente 0 e 1), Rs;j e tj sdo os valores
preditos pelo modelo, Rs ao€ t avo S80 os valores alvo das respostas, Rs; MNe o

. max ;.
valor minimo da resposta e {; corresponde ao valor maximo da resposta.

Na tabela 3 estdo apresentados os critérios estabelecidos para a obtencao
das condic¢des otimizadas, a condi¢cao 6tima prevista pelos modelos, bem como as
respostas previstas. A condicdo Otima foi avaliada experimentalmente e as

respostas observadas também estdo apresentadas na tabela.
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Tabela 3: Condi¢cdes de desejabilidade, respostas previstas pelos modelos e

respostas observadas experimentalmente

Critérios de Desejabilidade

L Condicao
Variaveis e para as Variaveis e Respostas Prevista Respostas | Respostas
Respostas Limite Limite N Previstas | Observadas
Meta Minimo Maximo Importancia (Codificada)
pH Minimizar -1,68 1,68 3 1,66
SOR Minimizar -1,68 1,68 3 0,43
SDS Minimizar -1,68 1,68 3 -0,82
LAC-LTU Maximizar 2 30 3 2,0 2,6
LTU-EPI Maximizar 2 30 3 2,5 1,5
LTU-MTO | Maximizar 2 30 3 51 8,3
LTU-MAL | Maximizar 2 30 3 8,8 9,3
LTU-GAL | Maximizar 2 30 3 14,0 9,1
EPI-MTO | Maximizar 2 30 3 4,5 6,1
EPI-MAL | Maximizar 2 30 3 7,1 7,3
EPI-GAL | Maximizar 2 30 3 9,3 7,5
MTO-MAL | Maximizar 15 30 3 1,6 1,3
MTO-GAL | Maximizar 2 30 3 3,9 2,7
MAL-GAL | Maximizar 2 30 3 2,3 1,6
MAN-ARA | Maximizar 2 30 3 2,0 2,3
MAN-FRU | Maximizar 2 30 3 3,5 4,0
ARA-FRU | Maximizar 15 30 3 1,9 15
SAC-LAC Entre 2 30 3 19,2 20,9
GAL-GLI Entre 2 30 3 4,1 3,3
GLI-MAN Entre 2 30 3 3,4 4,6
FRU-XIL Entre 2 30 3 6,5 7,7
XIL-RIB Entre 2 30 3 4,6 5,2
CVTM Minimizar 0 3 3 2,6 3,1
VLB Minimizar 0 150 5 54,4 45,0
S/R Maximizar 0 50 5 1,3 3,1
TEMPO Minimizar 0 35 5 30,6 31,7
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Comparando os valores previstos com o0s Vvalores observados
experimentalmente pode-se observar uma boa correlacdo. Os pares de resolucéo
gue envolveram a LTU foram os que apresentaram maiores variacdes. Essas,
podem ser decorrentes de pequenas variagdes experimentais ja que o pico da
lactulose foi um dos mais afetados pelas variaveis e niveis estudados. Na Figura 1
esta apresentado o eletroferograma obtido experimentalmente com a separacéo
dos 13 CHOs. As ferramentas multivariadas se mostraram eficientes ja que séo
compostos muito semelhantes e de dificil separacdo, sobre os quais ndo foram

encontrados trabalhos na literatura relatando a separacéo simultanea.

MAU
-100-

] 7 8 12
150~ 2 6 13
150: 1 3 4 5 10 911
-200-
-zsoé
-3005

1 | 1 | 1 | | | 1 1 | | | 1 | 1 | 1 1 | 1 | 1 1 1 1 | 1 | 1 1 |
15 17.5 20 225 25 21.5 30

Figura 1: Eletroferograma da condicdo prevista pelos modelos. Identificacdo dos
picos: 1 — sacarose, 2 — lactose, 3 — lactulose, 4 — epilactose, 5 — maltotriose, 6 —
maltose, 7 — galactose, 8 — glicose, 9 — arabinose, 10 — manose, 11 — frutose, 12 —
xilose, 13 — ribose. Mistura de padrdes contendo 1,0 mg.mL* de cada composto.
Condicdes analiticas: Eletrélito: 132 mmol.L™* de NaOH (pH 12,8), 23,1 mmol.L™
de SOR e 13,0 mmol.L™ de SDS, capilar de 50 pm por 80 cm (comp. Total), 20 kV,

25°C, injecao de 50 mbar por 5s, deteccdo em 350 nm (referéncia 275 nm).
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A partir da Figura 1, pode ser observado que a condicdo oOtima de
separacdo para os 13 carboidratos em estudo apresentou baixa relacéo
sinal/ruido, indicando que h& necessidade de mais estudos para melhorar a
detectabilidade do método. Esse método, se utilizado com outros sistemas de
deteccdo, como amperométricos ou condutométricos, pode apresentar limites de
deteccdo mais sensiveis, tendo em vista que outros meétodos, onde foram
aplicados estes sistemas de deteccdo, mostraram resultados com sensibilidade na
ordem de mmol.L™ [26]. A pré-concentracdo on-line também tem sido pesquisada
por varios autores aumentando com exito a sensibilidade em até 1000 vezes [27].
Nos estudos de Li Hai-Ling et al [28] foram verificados resultados eficientes em
MEKC com surfactante anibnico. Por isso, em estudos subsequentes, esse

método sera otimizado quanto a detec¢do e pré-concentracao.

4 CONCLUSAO

A aplicacdo do planejamento composto central aliado a funcdo de Derringer e
Suich se apresentaram como ferramentas muito eficientes para otimizar a
resolucéo entre os 13 CHOs mais comuns em alimentos, como glicose, frutose,
sacarose, lactose, galactose, lactulose, epilactose, arabinose, manose, maltose,
xilose, ribose e maltotriose. A separacao foi possivel utilizando a cromatografia
eletrocinética micelar, com eletrélito contendo 132 mmol.L™ de NaOH (pH 12,8),
23,1 mmol.L'* de SOR e 13,0 mmol.L™* de SDS, capilar de 50 um por 80 cm de

comprimento total, 20 kV, 25°C, injecdo de 50 mbar por 5s, deteccdo em 350 nm
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(referéncia 275 nm). O método estudado apresentou potencial de separacdo entre
analitos com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, além de boa
estabilidade dos tempos de migracdo. Em trabalhos futuros ainda pode ser

otimizado quanto ao sistema de detecc¢do utilizado.
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CONCLUSAO GERAL

O método de eletroforese capilar de zona se mostrou eficiente na
separacdo de 8 compostos (sacarose, lactose, glicose, arabinose, manose,
frutose, xilose e ribose) dentre os 13 estudados. Apresentou-se como uma boa
alternativa para a analise de amostras como sucos, vinhos, arroz e café ou outras
gue ndo necessitem da separacédo de lactulose, epilactose, maltrotriose, maltose e

galactose.

Nos estudos univariados do método por MEKC com surfactante catiénico foi
observada a separacdo dos mesmos compostos que o método por eletroforese
capilar de zona. O uso de MEKC com surfactante anidnico apresentou a
separacdo de 11 compostos, sendo observada a coeluicdo somente entre

arabinose e manose.

Os estudos multivariados mostraram uma contribuicdo significativa para a
avaliagdo minuciosa dos efeitos de interagdo que ocorrem entre as variaveis.
Utilizando um planejamento composto central, contendo 17 experimentos, através
do método por MEKC com tensoativo catibnico foi obtida a separagdo de 9
carboidratos. Foi observado que o aumento da resolucdo dos compostos foi
significativo nos niveis maiores das variaveis, regido essa onde as condi¢cfes de
separacao nao foram repetitivas. O sistema estudado permitiu a separagdo dos
CHOs presentes em sucos (glicose, frutose e sacarose), vinho (sacarose,
galactose, glicose, arabinose, frutose, xilose e ribose) e outras matrizes que

tenham esses conjuntos em sua composi¢cao. Nos niveis estudados, a separacao
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dos CHOs presentes em cereais, lacteos e café, por exemplo, ndo apresentaram

separacdo adequada podendo induzir a quantificagcdes somatorias.

A técnica de MEKC com uso de surfactante anionico, aliada a otimizacéo
multivariada do pH, concentragdo do eletrdlito e do surfactante, e a funcdo de
desejabilidade de Derringer e Suich para otimizar varias respostas simultaneas,
mostrou bons resultados em separacdo e repetitividade. Dois planejamentos
fatoriais foram realizados. No primeiro, onde foram utilizadas condicbes mais
brandas de pH, ndo foi obtida a separacdo dos 13 compostos. No entanto, 0s
modelos permitiram realizar a predicdo matematica das condi¢des analiticas para
obter as resolucdes entre 0os compostos criticos presentes em 6 matrizes de
alimentos. Assim, foram desenvolvidos 6 meétodos distintos, empregados,
respectivamente na separacdo de CHOs em leite condensado (lactose, lactulose,
epilactose, galactose e glicose), farelo de arroz (glicose, arabinose, frutose e
xilose), vinho tinto (sacarose, galactose, glicose, arabinose, frutose, xilose e
ribose), café torrado e moido (galactose, glicose, arabinose, manose, frutose,
xilose e ribose), suco de laranja (sacarose, glicose e frutose) e ainda cereais
matinais (sacarose, lactose, lactulose, epilactose, maltotriose, maltose, galactose,

glicose e frutose).

O deslocamento do planejamento fatorial para o uso de niveis maiores de
pH conduziu a obtencdo de 23 respostas simultaneas, sendo 19 de resolucdes
entre picos que coeluiram ou estiveram adjacentes e 4 sobre a estabilidade do

sistema. A aplicacédo da funcdo de Derringer e Suich se mostrou eficiente para a
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obtencdo da separacdo simultdnea dos 13 CHOs: glicose, frutose, sacarose,
lactose, galactose, lactulose, epilactose, arabinose, manose, maltose, xilose,
ribose e maltotriose. A separacdo foi possivel utilizando a cromatografia
eletrocinética micelar, com eletrélito contendo 132 mmol.L™ de NaOH (pH 12,8),
23,1 mmol.L'* de SOR e 13,0 mmol.L™* de SDS, capilar de 50 um por 80 cm de
comprimento total, 20 kV, 25°C, injecdo de 50 mbar por 5s, deteccdo em 350 nm
(referéncia 275 nm). O método apresentou boa estabilidade dos tempos de

migracdo e ainda pode ser otimizado quanto ao sistema de deteccéo.

163



