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RESUMO

Este trabalho apresenta a validagdo do método de CLAE-UV para a determinagdo de HMF em amostras de mel,
xarope ¢ melaco de cana e os estudos de otimizag@o e validagdo de um novo método espectrofotométrico para a
analise deste contaminante em xarope de glicose. Além disso, foi realizado também um estudo para avaliar se a
composi¢do quimica destes alimentos apresentava influéncia nos teores de HMF encontrados. Para confirmar a
validacdo do método de CLAE-UV foram avaliados os parametros de seletividade, linearidade, precisdo e
exatiddo que foram obtidos por diferentes técnicas estatisticas. Os resultados indicaram que o método
investigado apresenta exatiddo (taxas de recuperag@o entre 89 — 105%) ¢ precisdo (RSD para repetitividade e
precisdo intermediaria entre 0,57% e 6,43%) adequadas. Os limites de detecg@o (LD) e de quantificagdo (LQ) de
0,09 e 0,26 mg L, respectivamente, foram baixos, demonstrando a sensibilidade do método de CLAE-UV. Foi
observado também que o método apresenta uma boa linearidade na faixa de concentragdes de 1,0 a 5,0 mg L™,
com valores de Fegressao (62063,04) > Fi0, (4,067) € sem falta de ajuste do modelo linear ((F; (1,57) < Fisico
(2,839), p>0,05)). Além disso, a comparagdo dos cromatogramas e espectros UV-PDA do padrao de HMF e das
amostras indica que o método apresenta uma boa seletividade. Portanto, o estudo de validagao demonstrou que a
metodologia cromatografica pode ser considerada validada. O método espectrofotométrico foi otimizado com
relagdo a concentracdo de metabissulfito de sédio e comprimento de onda. Os resultados indicaram a
concentracdo de metabissulfito de so6dio de 0,1% (m/v) e o comprimento de onda de 285 nm como condigdes
otimas. O estudo de validagdo foi realizado calculando-se os mesmos parametros adotados para o método de
CLAE-UYV, com exce¢ao da seletividade. O método espectrofotométrico apresentou linearidade na faixa de 2,0 a
10,0 mg L', com Fregressio (12732,73) > Fpico (4,667), sem falta de ajuste do modelo linear ((F; (0,04) < Fiico
(3,708), p>0,05)). Os valores de LD (0,101 mg L") ¢ LQ (0,338 mg L") foram adequados, porém superiores aos
observados para o método de CLAE-UV, demonstrando que esta metodologia analitica apresenta uma menor
sensibilidade. Os resultados do estudo de precisdo (RSD para repetitividade e precisdo intermediaria entre 0,296
% e 0,362 %) foram adequados para determinagdo de HMF em xarope de glicose estando dentro dos limites
recomendados. A exatiddo foi avaliada por meio da comparagdo dos teores de HMF obtidos pelo método
espectrofotométrico com os obtidos pelo método de CLAE-UV pela aplicagao de um teste-t pareado ¢ uma
analise de regressdo linear no nivel de 95% de confianga. Foi verificado que de acordo com os dois testes
estatisticos realizados ndo existem diferengas significativas entre os métodos comparados, indicando que o
método espectrofotométrico apresenta boa exatiddo. Dessa forma, os métodos analiticos desenvolvidos neste
trabalho para a determinacao de HMF em mel, xarope de glicose e melaco de cana, foram eficientes e poderiam
ser aplicados em andlises de controle de qualidade, devido a facilidade de execugdo, rapidez e por nao fazer uso
de preparo de amostra. Para verificar se havia uma relagdo entre a composicdo quimica dos alimentos
investigados (mel, melago de cana e xarope de glicose) e os teores de HMF determinados por CLAE-UV foi
aplicada uma Analise de Componentes Principais (ACP) aos teores de acucares redutores, umidade, pH, acidez,
condutividade elétrica e grau de escurecimento ndo enzimatico medido pela absorbancia em 420 nm. Os
resultados dos ACPs mostraram que a CP1 conseguiu explicar satisfatoriamente a variabilidade entre os teores de
HMF nos alimentos investigados e os fatores avaliados, para as trés matrizes analisadas. O tempo de estocagem
ndo foi importante na formagcdo de HMF para nenhum dos alimentos estudados. Entretanto, todas as matrizes
apresentaram influéncia da composicdo quimica (agicar redutor, pH e acidez), bem como do grau de
escurecimento ndo enzimatico, que neste trabalho foi utilizado para avaliar a extensdo do processamento térmico
aplicado, o qual sugeriu que ndo ha um controle de qualidade adequado para os alimentos investigados. Os
teores de HMF foram influenciados também pelos teores de umidade nas amostras de xarope e pelos valores de
condutividade elétrica nas amostras de melago de cana.

Palavras-chave: HMF, CLAE-UV, espectrofotometria UV-Vis, validagdo de métodos, quimiometria, mel,
xarope de glicose, melaco de cana



ABSTRACT

This work presents the validation of HPLC-UV method for the determination of HMF in honey, syrup and cane
molasses samples and optimization and validation studies of a new spectrophotometric method for the analysis
of this contaminant in syrup. Furthermore, a work was also conducted to evaluate if the chemical composition of
these foods had influence on HMF levels found. To confirm the validation of HPLC-UV method were evaluated
parameters of selectivity, linearity, precision and accuracy obtained by different statistical techniques. The
results indicated that the investigated method presents accuracy (recovery rates between 89-105 %) and precision
(RSD for repeatability and intermediate precision between 0.57 % and 6.43 %) appropriate. The limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) of 0.09 and 0.26 mg L, respectively, were low, demonstrating the
sensitivity of the HPLC-UV method. It was also observed that the method shows good linearity in the
concentration range from 1.0 to 5.0 mg L, with values F regression (02063.04) > F 100 (4.067) and without lack
of fit of the linear model ((Fjor (1.57) < Fpigicar (2.839), p > 0.05)). Furthermore, a comparison of chromatograms
and UV-PDA spectra of the HMF standard and of the samples indicates that the method shows good selectivity.
Therefore, the validation study demonstrated that the chromatographic methodology can be considered validated.
The spectrophotometric was optimized with regard to the concentration of sodium metabisulphite and
wavelength. The results showed the concentration of sodium metabisulphite 0.1 % (w/v) and the wavelength of
285 nm as optimal conditions. The validation study was performed calculating the same parameters adopted for
the HPLC-UV method, with the exception of selectivity. The spectrophotometric method was linear in the range
from 2.0 to 10.0 mg L~ ! with Fregression (12732.73) > Fpisicar (4.667), without lack of fit of the linear model ((F4¢
(0.04) < F e (3.708), p > 0.05)). The values of LOD (0.101 mg L") and LOQ (0.338 mg L) were adequate,
nevertheless higher than ones observed for the HPLC-UV method, demonstrating that this analytical
methodology presents a lower sensitivity. The results of the precision study (RSD for repeatability and
intermediate precision between 0.296 % and 0.362 %) were suitable for the determination of HMF in syrup
being within the recommended limits. The accuracy was assessed by comparing the levels of HMF obtained by
the spectrophotometric method with those obtained by HPLC-UV method by applying a paired #-test and linear
regression analysis at 95 % confidence. It was found that according to the two statistical tests there are not
significant differences between the compared methods, indicating that the spectrophotometric method shows
good accuracy. Thus, the analytical methods developed in this work for the determination of HMF in honey,
syrup and cane molasses were efficient and could be applied in the analysis of quality control, due to ease of
implementation, speed and why these not make use of sample preparation steps. To check whether there was a
relationship between the chemical composition of the investigated foods (honey, cane molasses and syrup) and
the levels of HMF determined by HPLC-UV has been applied Principal Component Analysis (PCA) for reducing
sugars, moisture, pH, acidity, conductivity and degree of non-enzymatic browning measured by absorbance at
420 nm. The results of the PCA showed that PC1 could satisfactorily explain the variability in the HMF contents
in the foods investigated and the factors evaluated for the three matrices analyzed. The storage time was not
important for the formation of HMF in none of foods studied. However, all the matrices presented influence of
chemical composition (reducing sugar, pH and acidity) and of degree of non-enzymatic browning, that in this
work, was used as a measure of the extent of heat treatment applied, which it suggest that there is not a quality
control of foods investigated. The levels of HMF were also influenced by moisture contents in syrup samples
and by the electrical conductivity values in cane molasses samples.

Keywords: HMF, CLAE-UV, UV-Vis spectrophotometry, method validation, chemometrics, honey, syrup, cane
molasses
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CAPITULO 1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. Introducao

Atualmente, o estilo de vida moderno tem imposto a sociedade a necessidade do
processamento térmico dos alimentos com o objetivo de obter um produto final com melhor
qualidade e maior durabilidade.

O processamento térmico ¢ muito importante na industria alimenticia. Ele ¢ utilizado
em diversos alimentos, principalmente os ricos em carboidratos, como mel, agicar mascavo,
xarope de glicose, melago de cana, sucos pasteurizados, biscoitos, paes, café, cereais matinais,
alimentos infantis, vinho, frutas secas entre outros (TEIXIDO et al, 2011; RISNER et al.,
2006; DURMAZ ¢ GOKMEN, 2010; SEVERIN et al., 2010; MAKAWI et al., 2009; JOBSTL
et al, 2010; GASPAR e LUCENA, 2009). Este visa melhorar as propriedades sensoriais dos
produtos, ampliando assim, a gama de cores, sabores, aromas ¢ texturas. Todavia, como este
tipo de processamento envolve a aplicacdo de calor em operagdes tais como cozimento,
torrefagdo, esterilizacdo, pasteurizagdo, entre outras, pode ocasionar também a perda de
compostos termo labeis e/ou formacdo de sabores e odores indesejaveis reduzindo o valor
nutricional dos alimentos (GASPAR ¢ LUCENA, 2009; CAPUANO e¢ FOGLIANO, 2011;
RADA-MENDOZA et al., 2002; KOWALSKI et al.,, 2013). Desta forma, a comunidade
cientifica e a industria alimenticia tem o desafio de controlar a estabilidade e qualidade dos
alimentos industrializados, procurando detectar possiveis deterioragcdes e perda da qualidade
nutricional, organoléptica e microbioldgica. Para isso, faz uso de marcadores quimicos para
avaliar a qualidade e otimizar as condi¢des do processamento térmico visando garantir a
seguranga alimentar.

A maior preocupagao surgindo da aplicagdo do processamento térmico aos alimentos ¢
a formagado de compostos que ndo estao naturalmente presentes, mas que podem desenvolver-
se durante o aquecimento ou processos de preservagdo e que tem impacto sobre a qualidade
do produto ou apresentam efeitos prejudiciais a satde. Recentemente, dois tipos de
contaminantes tém recebido muita atencao devido ao seu elevado potencial toxicoloégico e sua
ampla ocorréncia nos alimentos: acrilamida e 5-(hidroximetil)-2-furaldeido (HMF)
(CAPUANO e FOGLIANO, 2011). Sendo assim, devido ao crescente interesse da
comunidade cientifica com relagdo aos efeitos potencialmente toxicos do HMF e a sua

utilizagdo como indicador de qualidade, torna-se necessdrio desenvolver e validar
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metodologias analiticas para a determinagdo deste contaminante em diferentes matrizes
alimentares que possam ser adotados em qualquer laboratério de controle de qualidade
(DURMAZ ¢ GOKMEN, 2010).

Os métodos espectrofotométricos modificados de White (1979) e de Winkler (1955)
tém sido os mais utilizados ao longo dos anos e s3o normalmente os métodos oficiais para a
determinagdao de HMF em alimentos como mel, uisque, vinho doce e xarope de uva, apesar do
surgimento de metodologias analiticas mais precisas, exatas e sensiveis como as técnicas
cromatograficas. Estes métodos sdo rapidos, mas tem baixa especificidade e sensibilidade
porque o HMF ¢ determinado diretamente na amostra, portanto, na presenca de outras
substancias interferentes como aldeidos furdnicos ou outros produtos decorrentes do
aquecimento ou estocagem inadequada. Os métodos cromatograficos, por sua vez, apresentam
uma melhor sensibilidade, devido a separacdo do analito de interesse para sua quantificagao.

Na literatura podem ser encontrados varios estudos dedicados a determinacao deste
contaminante em mel. No entanto, sdo escassos os trabalhos relacionados a quantificagdo do
HMF em xarope de glicose e melago de cana bem como estudos de validagao de metodologias
analiticas cromatograficas e espectrofotométricas para estes alimentos. Estes fatos estimulam
a realizagdo de um estudo cientifico visando validar um método de CLAE-UV para
determinagdo de HMF em amostras de mel, xarope de glicose e melaco de cana. Visto a
utilizagdo do método espectrofotométrico como método oficial para determinacdo de HMF
em diversas matrizes € a inexisténcia de um método espectrofotométrico para analise deste
contaminante em xarope de glicose torna-se importante otimizar e validar um método
espectrofotométrico de absor¢do na regido do UV pela aplicagdo de diferentes ferramentas
quimiométricas.

Este trabalho foi estruturado em capitulos visando melhorar a compreensao do texto.
Uma revisdo bibliografica ¢ apresentada nos capitulos 2 e 3 abrangendo consideracdes gerais
sobre o HMF bem como os métodos analiticos empregados para sua determinagao em
alimentos e aspectos gerais sobre validagao de métodos com o intuito de situar o leitor dentro
do problema que serd abordado nos capitulos que se seguem. Nos capitulos 4 a 7 ha
descri¢des da parte experimental envolvendo materiais e métodos, além da andlise estatistica,
resultados, discussdo e consideragdes finais parciais. Informagdes pertinentes sobre as
amostras sdo apresentadas no capitulo 4. Nos capitulos 5 a 7 serdo apresentados o estudo de
validacdo do método de CLAE-UV, os estudos de otimizagdao e validagcdo do método

espectrofotométrico de absor¢do na regido do UV e o estudo de correlagdo da composi¢ao
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quimica de mel, de xarope e de melago de cana com os teores de HMF encontrados. Nos

capitulos 8 e 9 serdo descritas as consideragdes finais e as perspectivas futuras do trabalho.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

Otimizar e validar metodologias analiticas para a determinacdo de HMF em alimentos

com altos teores de actcares pela aplicagdo de diferentes ferramentas quimiométricas.

1.2.2. Objetivos especificos

v

Validar um método de CLAE-UV para determinagdo de HMF em amostras de mel,
xarope e melago de cana pela aplicagao de diferentes testes estatisticos (testes-t, teste-
F, ANOVA e regressao linear);

Otimizar um método espectrofotométrico de absor¢do na regido do UV para
determinag¢do de HMF em xarope;

Validar o método espectrofotométrico de absor¢ao na regiao do UV pela aplicagdo de
diferentes testes estatisticos (testes-t, teste-F, ANOVA, planejamento hierarquico e
regressao linear);

Determinar o teor de HMF em diferentes amostras de mel, xarope de glicose e melago
de cana pelos métodos validados de CLAE-UV e espectrofotométrico;

Determinar a composicdo quimica pela andlise dos teores de agucares redutores,
umidade, pH, acidez e condutividade elétrica e o grau de escurecimento ndo
enzimatico medido pela absorbancia em 420 nm das amostras de mel, xarope e melago
de cana;

Correlacionar & composi¢do quimica e o grau de escurecimento ndo enzimatico das
amostras de mel, xarope e melago de cana com os teores de HMF pela aplica¢dao da

Analise de Componentes Principais.
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2. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O HMF

2.1. Hidroximetilfurfuraldeido (5-(hidroximetil)-2-furaldeido — HMF)

2.1.1. Estrutura e propriedades

O hidroximetilfurfuraldeido (HMF) nomeado de acordo com a IUPAC como 5-
(hidréximetil)-2-furaldeido ¢ um composto organico sélido e incolor, altamente solivel em
agua e que apresenta em sua estrutura um anel com cinco membros (furanose), e dois grupos
funcionais ligados ao anel — um metil-adlcool com grupo hidroxila (OH") e um aldeido (COH).
E derivado da desidratagio dos aglicares que pode ocorrer de trés formas distintas: (1)
desidratacio de hexoses em ambientes 4cidos, (2) produtos das reacdes de Maillard
(escurecimento nao enzimatico) e a (3) caramelizacdo (RISNER et al., 2006; THEOBALD et
al., 1998, OETTERER et al., 2006). Algumas de suas propriedades s3o apresentadas na Tabela

2.1 e sua formula estrutural na Figura 2.1.

Tabela 2.1. Propriedades Fisicas e Quimicas do HMF.
Propriedades Fisicas e Quimicas

Propriedade Valor Unidade
Formula molecular CeHeO3 -
Massa molar 126,11 g/mol
Densidade 1,29 g/mL
Ponto de fusao 30-34 °C
Ponto de ebulicao 114-116 °C
indice de refracio 1.5627 (a 18°C) -

Solubilidade Agua, etanol, me?tanol, )
acetato de etila

(Fonte: KOWALSKI et al., 2013; LORENZO, 2013)

HOH,C CHO

\ /

Figura 2.1. Formula estrutural do HMF (Fonte: WROLSTAD, 2012).
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2.1.2. Distribui¢cao do HMF nos Alimentos

O HMF ¢ praticamente ausente nos alimentos frescos, mas seu conteudo se eleva
naturalmente em alimentos contendo actcares durante tratamentos térmicos como secagem,
torrefagdo, pasteurizacdo e cozimento, durante a estocagem e especialmente em baixos
valores de pH. Sendo assim, pode-se afirmar que a quantidade detectadvel de HMF em
alimentos estd diretamente relacionada a quantidade de calor aplicado durante o
processamento e estocagem de alimentos com altos teores de agucares. Outra fonte de HMF ¢
representada pelos ingredientes utilizados na formulagdo de alimentos como as solucdes de
caramelo ou mel (CAPUANO e FOGLIANO, 2011).

A presenga de HMF tem sido identificada em alimentos como malte, sucos e
concentrados de frutas, frutas secas, café, vinagre balsdmico, produtos de panificagdo como
paes e biscoitos, cereais matinais, mel, melaco de cana, ac¢tcar de mesa, agicar demerara e

acucar mascavo (Tabela 2.2).

Tabela 2.2. Conteudo de HMF em mg kg™ de alguns alimentos.

Alimentos Conteudo de HMF (mg/kg)
Café em po 100-1900

Café descafeinado 430-494

Café soluvel 400 - 4100

Mel 10,4 — 58,8
Cerveja 3,0-92%
Doces em massa 5,5-37,7
Sucos de frutas 2,0-22,0
Biscoitos 0,5-74,5

P3ao branco 3,4-68.,8
Cereais matinais 6,9 —240,5
Frutas secas 25 -2900
Vinagre de vinho 0-21,5"
Vinagre balsamico 316,4 —35251,3
Actcar mascavo 233

Acgucar demerara 16,4

Melago de cana 68 -184

Xarope de glicose 93 - 164
Caramelo 107,7

mg/L

Sua concentragdo em alimentos pode variar muito, algumas vezes, excedendo 1,0 g kg

1

em certas frutas secas, vinagre balsamico e café, como pode ser visto na Tabela 2.2
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(RISNER et al., 2006; CAPUANO e FOGLIANO, 2011; THEOBALD et al., 1998; SPANO,
et al., 2009; VORLOVA, et al., 2006; DURMAZ ¢ GOKMEN, 2010; AMEUR et al., 2006).

2.1.3. Reacoes de formacao do HMF

Os alimentos, quando mantidos na sua forma natural, sem processamento industrial
sofrem algumas transformacoes devido ao fendmeno da fermentagao. Isso torna o processo de
aquecimento um importante fator na preservacdo dos mesmos, garantindo a qualidade e
estabilidade do produto final (CAPUANO e FOGLIANO, 2011; GASPAR e LUCENA,
2009). Em vista disso, o processamento térmico ¢ muito utilizado nas industrias alimenticias.
Ele ¢ empregado em diversos alimentos, incluindo os ricos em agtcares, como ¢ o caso do
mel, acicar mascavo, xarope de glicose de milho, melago de cana, sucos pasteurizados,
biscoitos, paes, café, alimentos infantis, vinho, entre outros (TEIXIDO et al, 2011; RISNER
et al., 2006; DURMAZ ¢ GOKMEN, 2010; SEVERIN et al., 2010; MAKAWI et al., 2009;
JOBSTL et al, 2010; GASPAR e LUCENA, 2009).

Pode-se salientar também, que o processamento térmico ¢ adotado, por proporcionar
mudancas desejaveis nas caracteristicas alimenticias, como a cor, o sabor, 0 aroma e a textura
(CAPUANO e FOGLIANO, 2011; BELITZ et al., 2009), e também nas caracteristicas fisicas
como a viscosidade (MIRI et al., 2008). Um dos exemplos mais comuns que pode ser citado ¢
o processamento do mel, em que a aplicagdo de calor diminui sua viscosidade, além de
impedir que ocorra a cristaliza¢io e fermentagdo do produto (SILVA et al., 2008; ZAPPALA
et al., 2005).

Durante o processamento dos alimentos, importantes modifica¢cdes quimicas podem
ocorrer envolvendo os carboidratos. Entre estas se podem citar: desnaturagdo de proteinas,
perda da estrutura granular do amido e formacdo de uma superficie marrom escuro, sendo esta
ultima, um dos fendmenos que ocorre com maior frequéncia (GASPAR e LUCENA, 2009;
AMEUR et al., 2006).

A aplicagdo do processamento térmico a alimentos que contém carboidratos promove
a decomposicao das hexoses, levando a formagao de intermedidrios de coloracdo acastanhada,
que pode ser observado imediatamente depois do processo de esterilizagdo por aquecimento
ou apés um tempo de armazenamento (ULBRICHT et al., 1984). A formacdao dos
intermediarios (aldeidos furanicos) ocorre em determinadas condigdes: alta concentracdo de
acucares, baixos valores de pH, além da presenca de acidos orgénicos livres e baixa atividade

da agua (SPANO et al., 2009). As reagdes mais comuns e que estdo envolvidas nos
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tratamentos térmicos sdo a desidratagao das hexoses em meio acido, a reagdo de Maillard e a

caramelizagio (RAMIREZ-JIMENEZ et al., 2000).

2.1.3.1. Desidratacio de hexoses em meio acido

O aquecimento de alimentos contendo monossacarideos em pH acido, por meio de
sucessivas desidratagdes das hexoses origina diversos compostos furanos e piranos (BELITZ
et al., 2009). A reacdo de formacao do HMF por desidratacdo de hexoses em meio acido esta

representada na Figura 2.2.
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Figura 2.2. Mecanismo de desidratacdo da glicose (hexose) em meio acido. (Fonte: WROLSTAD, 2012)

Os carboidratos, que cont¢ém o grupo aldeido (COH), também conhecidos como
aldoses, sofrem desidratacdo por catdlise acida, resultando destas reacdes, compostos como
deoxi agucares e furfurais. Como mostrado na Figura 2.2, a desidratagdo da glicose, ocorre
através de enolizacdo 2-3 formando a 3-deoxiglicosina. No mecanismo representado,
inicialmente a hidroxila no C3 ¢ protonada, eliminando uma molécula de dgua, dando origem
a forma 2-3 enol. A molécula 2,3-enol, por rearranjo ceto-enolico forma a 3-deoxiglicosina.
Ao fim do processo, ocorre a desidratacdo, com liberacdo de moléculas de dgua, e assim, o
fechamento do anel (WROLSTAD, 2012). Nesta etapa, forma-se o HMF a partir de

monossacarideos na forma de aldose e furfural a partir de pentoses.

2.1.3.2. Reacio de Maillard

A reagdo de Maillard ¢ uma reagdo de escurecimento nao-enzimatico, em que ocorre a
forma¢ao do produto de coloragdo acastanhada, em alimentos onde ha presenga de grandes
quantidades de agucares (glicose e frutose) - e grupos amino de proteinas ou aminoacidos
livres, através de uma reacdo de enolizago, seguida da desidratagdo do agucar (TEIXIDO et

al., 2011; AMEUR et al., 2006; RAMIREZ-JIMENEZ et al., 2000). Esta reacao pode ocorrer,
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durante o processamento dos alimentos, a altas temperaturas, mas também quando os mesmos
sdo submetidos a um longo periodo de armazenamento (GASPAR e LUCENA, 2009).

A reagdo de Maillard foi estudada inicialmente em 1912 por Louis Maillard, sendo
posteriormente, adaptada por outros estudiosos, como Amadori, Strecker e Cole (OETTERER
et al., 2006; CUI, 2005; WROLSTAD, 2012). Esta reacao inicia-se por meio da condensacao
do grupo amino proveniente de um aminodacido, peptideo ou proteina, com o grupo carbonila
de agucares redutores. Apds vdrias etapas, de reacdes complexas, ha a formagdo dos Produtos
da Reacdo de Maillard (PRM) (LORENZO, 2013). As etapas da reagdo de Maillard sdo

representadas na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Etapas da Reacao de Maillard (Fonte: modificado a partir de LORENZO, 2013)

Inicialmente a glicose condensa-se com o aminoacido, formando iminas (base de
Schiff) (Figura 2.3). Em seguida, ocorre a tautomerizagdo da imina, por rearranjo, formando o
1,2 eneaminol. Esta molécula, por equilibrio ceto-enolico leva a obtengcdo de um composto
aminocetose (1-amino-1-deoxicetona), conhecido como Composto de Amadori. Este
composto em faixa de pH 4,0 a 7,0 ¢ degradado a deoxiosonas (1, 3 ou 4-dioxidicarbonil).
Assim, a perda de 4dgua da molécula de 1,2 eneaminol, seguida pela hidrolise da imina
formada leva a formagdo da 3-deoxiosona, que posteriormente pode perder mais uma
molécula de dgua formando a 3,4-dideoxiosona. A partir deste composto hé a ciclizacao, por
ataque nuclear intramolecular e formagcao do HMF (LORENZO, 2013; BELITZ et al., 2009;

OETTERER et al., 2006).
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Durante a reagdo de Maillard hd também a formagdo de redutonas com alto poder
redutor, além da liberagdo de CO; devido a degradag@o dos aminoécidos e aldeidos. No final
do processo, ha a formacdo do aroma e alteracdo da cor ¢ do sabor dos alimentos. A cor

somente forma-se na etapa final, com a formac¢ao da melanoidina (OETTERER et al., 2006).

2.1.3.3. Caramelizacao

A caramelizacdo € o processo em que ocorre a degradacdo dos carboidratos por
reacoes de isomerizagao, enolizacdo e desidratagdo, sendo que, para que esta reagdao ocorra,
sd0 necessarias temperaturas maiores do que para a reagdo de Maillard (AMEUR et. al., 2006;

LORENZO, 2013). A Figura 2.4 apresenta as etapas do processo de caramelizagao.
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Figura 2.4. Etapas do processo de caramelizagdo (Fonte: modificado a partir de LORENZO, 2013)

No processo de caramelizagdo dos alimentos ricos em carboidratos (Figura 2.4), o
acucar redutor, como a glicose e a frutose, em meio acido (H") tautomeriza por protonagio
inicial do oxigénio da carbonila. Nessa etapa ¢ formado o 1,2-enediol que ao perder uma
molécula de dgua forma um aldeido a,B-insaturado, porém pouco estavel por conter um alcool
vinilico. Esse alcool tautomeriza a forma ceto mais estavel. Somente entdo, ha a perda de uma
segunda molécula de 4gua, com formacao da 3,4-dideoxiosona. Esta tltima forma molecular,

por adicdo nucleofilica intramolecular forma um hemiacetal ciclico que perde agua e da
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origem ao HMF. Posteriormente, ocorre a polimerizagdo, reagdo auto-catalizada pela agua
liberada nas etapas anteriores, levando a forma¢do da melanoidina, que garante a coloracdo
escura ao alimento. Essa reagdo depende de fatores como: reatividade do agticar, temperatura,

umidade e pH do meio (OETTERER et al., 2006; BELITZ et al., 2009).

2.1.4. Aplicacido do HMF como Indicador de Qualidade nos Alimentos

A presenca de HMF em alimentos tem sido atribuida a sua composi¢do quimica ¢ a
aplicacdo de temperaturas excessivas durante o tratamento térmico e estocagem inadequada
ou muito longa. Portanto, este tem sido utilizado como um indicador da qualidade do
processamento em uma ampla variedade de alimentos contendo aglcares como frutas
processadas, café, mel e leite (GASPAR e LUCENA, 2009; CAPUANO e FOGLIANO, 2011;
VORLOVA et al., 2006; AMEUR et al., 2006).

Em geleias e produtos de frutas, a formagdo de HMF ¢ um indicativo da eficacia do
tratamento térmico na destrui¢do de micro-organismos. Em produtos vegetais, como massas
de tomates, o nivel de deterioragdao pode ser determinado pelo conteido de HMF. Em suco de
maca e geleia de uva, o nivel de HMF tem sido usado como um indicador da qualidade de
estocagem em longo prazo (RADA-MENDOZA et al., 2002). Além disso, o HMF ¢ usado
também para o monitoramento dos processos de aquecimento aplicados a produtos a base de
cereais tais como na secagem de massas, no forneamento de paes e biscoitos, na obtencao de
torradas bem como na extrusdo de cereais matinais (CAPUANO e FOGLIANO, 2011).

O Codex Alimentarius, através da Diretiva da Comunidade Européia 110/2001/CE de
20 de dezembro de 2001 (CE, 2002) estabeleceu um limite maximo para HMF em mel de
40,0 mg kg e de 50,0 mg kg em suco de magd como um indicador de deterioracdo e
tratamento térmico. A Federagdo Internacional de Processadores de Suco de Frutas (IFFJP)
recomenda uma concentragdo maxima de 5,0 - 10,0 mg L' de HMF em sucos de frutas e 25,0
mg L' em concentrados de frutas (GASPAR e LUCENA, 2009; MURKOVIC e PICHLER,
2006; TEIXIDO et al., 2011).

2.1.5. Toxicidade

Uma das principais preocupagdes a cerca da formag¢do de HMF em alimentos contendo

altos teores de aclcares e que passam por processamentos térmicos € a potencial toxicidade
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que este contaminante apresenta. Estudos reportam que este pode apresentar efeitos
toxicologicos, podendo ser carcinogénico, mutagénico, citotoxico e genotoxico (CAPUANO e
FOGLIANO, 2011; TRUZZI et al., 2012).

Estudos tém sido realizados em ratos, de modo a verificar a potencial toxicidade
apresentada pelo HMF. Considera-se que a ingestdo de HMF em altas concentragdes pode
apresentar efeitos citotdxicos, destruindo as células vivas e causando irritagdo nos olhos, no
sistema respiratorio e na pele. Estes estudos mostram também potenciais efeitos
carcinogénicos apresentados pelo HMF que pode desencadear tumores de célon em ratos e
neoplasias intestinais (tumores de tecido epitelial no intestino) (CAPUANO e FOGLIANO,
2011; TOKER et al., 2013; KOWALSKI et al., 2013).

Outros trabalhos foram realizados para avaliar possiveis efeitos mutagénicos e
genotdxicos do HMF em sistemas de bactérias, com e sem ativacdo metabolica. No entanto,
nao foram obtidos resultados de efeito mutagénico. Por outro lado, este contaminante pode se
transformar em sulfoximetilfurfural (SMF), o qual segundo estudos apresenta efeito
mutagénico e genotoxico, causando tumores na pele de camundongos, podendo formar adutos
de DNA (aglomerados de células livres do DNA), além de efeito mutagénico para células de
bactérias e de mamiferos (CAPUANO e FOGLIANO, 2011; TOKER et al., 2013).

O HMF pode formar ainda o 5-clorometilfurfural (5-CMF), sendo que este
contaminante apresenta efeito mutagénico maior do que o SMF. A formagao de 5-CMF ocorre
no suco gastrico, devido a maior concentragao de ions cloro. No entanto, ndo foram realizados
estudos in vitro para este contaminante (CAPUANO e FOGLIANO, 2011; KOWALSKI et al.,
2013).

De forma geral, estudos ndo concordantes, estimam valores variados para consumo de
HMF/pessoa/dia sendo de 540,0 pg de HMF/pessoa/dia a 132,0 mg de HMF/pessoa/dia
(CAPUANO e FOGLIANO, 2011).
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3. METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DE HMF EM ALIMENTOS

Na literatura podem ser encontrados varios métodos para determinacdo de HMF em
alimentos e bebidas, incluindo métodos colorimétricos, espectrofotométricos,
cromatograficos, polarograficos e espectroscopicos (TRUZZI et al., 2012). No entanto, nesta
revisdo, nos itens a seguir, serdo apresentados os principais trabalhos ja realizados sobre os
métodos espectrofotométricos e cromatograficos para alimentos, os quais sdo o objeto do
presente estudo.

Os métodos espectrofotométricos se baseiam na medida da absorbancia do HMF na
regido do visivel como no método modificado de Winkler (1955) e no método de Schade
(1958) e na regido do UV como no método modificado de White (1979) (ZAPPALA, et al.,
2005; LEMOS et al., 2010; THEOBALD et al., 1998; SPANO et al., 2006). As técnicas
cromatograficas utilizadas sdo baseadas na cromatografia gasosa, cromatografia liquida com
detecgdo UV (CLAE-UV), cromatografia liquida com detecg¢do por espectrometria de massas
(CLAE-MS) e cromatografia eletrocinética capilar micelar do inglés Micellar electrokinetic
chromatography (MECK). Recentemente, varios métodos de CLAE tém sido desenvolvidos
para a determinagdo de HMF com detec¢dao na regido do UV, entre 280 — 285 nm, para
alimentos como mel, vinho e outras bebidas alcoodlicas, sucos de frutas, frutas secas, biscoitos,
vinagres, alimentos infantis e caf¢ (THEOBALD et al., 1998; GASPAR ¢ LUCENA, 2009;
LEMOS et al., 2010; SPANO et al., 2006; AMEUR et al., 2006; GOKMEN e SENYUVA,
2006).

3.1. Métodos Espectrofotométricos

3.1.1. Método Espectrofotométrico Modificado de Winkler (1955)

O método espectrofotométrico modificado de Winkler (1955) foi desenvolvido para a
determinag¢do de HMF em mel, mas na literatura sdo encontrados relatos de aplicacdo a outros
alimentos como uisque, vinhos, sucos de frutas e xarope de uva. Este se baseia na
determinagdo de HMF em amostras de mel clarificadas com solug¢des de Carrez I (solucao de
ferrocianeto de potdssio - 15% (m/v)) e de Carrez Il (solugdo de acetato de zinco — 30%

(m/v)), através da medida de sua absorbancia na regido do visivel, no comprimento de onda
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de 550 nm, apds a reagdo com solugdes de p-toluidina e 4cido tiobarbiturico (AMEUR et al.,
2006; ZAPPALA et al., 2005; BOGDANOV, 1997; WINKLER, 1955).

Recentemente, a Comissdo Internacional de Mel (IHC) recomendou que esta
metodologia ndo fosse empregada para a determinagdo deste contaminante em mel por duas
razoes: primeiro por utilizar o reagente p-toluidina que € um composto carcinogénico que
oferece riscos a saude do analista e segundo por apresentar baixa precisao e especificidade,
pois outros compostos com grupos carbonila presentes no alimento ou formados durante o
processamento térmico também podem reagir com o dacido tiobarbitirico produzindo

resultados de HMF superestimados (BOGDANOV, 1997; TRUZZI et al., 2012).
3.1.2. Método Espectrofotométrico Modificado de White (1979)

O método espectrofotométrico modificado de White (1979) ¢ o método oficial para a
determinagdo de HMF em mel indicado pela legislagdo brasileira (BRASIL, 2000) e
Comissao Internacional de Mel (BOGDANOV, 1997) (SILVA et al., 2008). Este se baseia na
determinac¢do dos niveis de HMF em amostras de mel clarificadas com solugdes de Carrez I e
de Carrez II, através da medida de sua absorbancia na regido do UV, nos comprimentos de
onda de 284 e 336 nm (WHITE, 1979; TEIXIDO et al., 2011) antes e apos a reagdo do HMF
com o ion bissulfito (HSOj3). O ion bissulfito ao ser adicionado a solu¢ao de mel clarificada
impede a condensacdo dos acgucares redutores, aldeidos e cetonas com aminoacidos e
proteinas presentes na matriz, bloqueando os grupos carbonilicos. Na determinacdo de HMF
pelo método modificado de White, o ion HSO;™ destréi, assim, o grupo croméforo (C = O) do
HMF presente no mel, e liga-se a molécula deste contaminante. A reacdo esta representada na
Figura 3.1.
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Figura 3.1. Reagdo do HMF com o ion bissulfito

O resultado desta reacdo ¢ uma diminui¢do na absorbancia da amostra, como pode ser
verificado nos espectros de varredura na regido de absor¢ao do UV obtidos por White (1979)

com e sem a adicao de solucao de bissulfito e representados na Figura 3.2.
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Figura 3.2. Espectro da solugdo aquosa de mel clarificada 2% (m/v) (—) e com adigdo de solugdo de bissulfito
0,2% (m/v) (- - -), e o espectro de diferenca entre o primeiro (amostra (—)) ¢ o segundo (referéncia (- - -)).

(Fonte: WHITE, 1979)

Dessa forma, ¢ possivel quantificar o HMF presente no mel, pela diferenca das
absorbancias obtidas para a amostra (solucdo de mel clarificada) e a referéncia (solugdo de
mel clarificada adicionada da solucdo de bissulfito). A subtracdo dos espectros (Figura 3.2)
obtida por White (1979) mostra uma banda de absor¢ao forte em 284 nm e uma pequena
absorbancia ndo especifica entre 320-340 nm. Assim, a determinacdo da absorbancia final
resultante para o HMF, ¢ obtida pela subtragdo da absorbancia obtida em 336 nm, da
absorbancia determinada em 284 nm. Para a quantificacdo de HMF nao se utiliza curva de
calibragdo e os valores de concentragao deste contaminante sdo calculados levando-se em

consideragao sua absortividade molar teorica de acordo com a equagao 3.1.

Abs,q, — Abs x 149,5x 5
HMF (mg kg_l) = ( 284 mass3a36()g) (Equa(;éo 31)

Sendo o fator 149,5 dado por:

1495 — ( 126 ) (1000) (1000) . 503.2
= 16830/ *\ 10 )"\, (Equagdo 3.2)
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Em que:

126 = peso molecular do HMF

16830 = absortividade molar do HMF a 284 nm
1000 = conversao de g para mg

10 = diluicao de 5 g de mel para 50,0 mL

1000 = conversao de g para kg

m; = massa teorica = 5

Este método tem se mostrado rapido, exato e preciso para determinar concentracoes de
HMF mais elevadas (> 15 mg kg") como observado em um estudo colaborativo realizado
pela Comissdo Internacional de Mel (IHC) em que seu desempenho foi investigado em
relacdo a um método de CLAE-UV e o método modificado de Winkler (1955). Pequenas
diferengas entre estes métodos foram observadas somente em baixas concentragdes (< 15 mg
kg') (ZAPPALA et al., 2005; BOGDANOV, 1997). No entanto, méis de coloragdo escura
normalmente apresentam absorbancias em 284 nm elevadas, tornando necessaria a diluigao
das solucdes amostra e referéncia antes da leitura no espectrofotometro, o que aumenta a
incerteza na determinacdo do HMF (MITRA, 2003). Assim, amostras que apresentam valores
de absorbancias maiores que 0,6 devem ser diluidas, pois se considera que acima deste valor

de absorbancia hé perda de linearidade (WHITE, 1979).

3.2. Métodos Cromatograficos

Atualmente, os métodos mais utilizados para a determinacdo de HMF em alimentos
sd0 os métodos cromatograficos. Entre estes, podem ser encontrados na literatura métodos
aplicando as técnicas de Cromatografia Gasosa, Eletroforese Capilar ¢ Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia em Fase Reversa com detecgao UV (CLAE-UV).

O método de CLAE-UV ¢ o mais utilizado, e se baseia na determinacao de HMF por
eluicdo isocratica ou gradiente, através da separacdo e/ou extracdo deste contaminante dos
outros componentes da amostra, como aldeidos que possam estar presentes (ZAPPALA et al.,
2005). Alguns trabalhos publicados propdem a utilizacdo desta metodologia, com algumas
adaptagdes: na fase movel, nas propor¢des dos solventes utilizados para a extragdo e no tipo
de coluna empregada (VORLOVA et al., 2006; RISNER et al., 2006; ZAPPALA et al., 2005;
MURKOVIC e PICHLER, 2006; MAKAWTI et al., 2009; RAMIREZ-JIMENEZ et al., 2000;
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LEMOS et al., 2010; GASPAR e LUCENA, 2009). Dessa forma, ndo existe uma metodologia
Unica para determinar HMF em alimentos por CLAE-UV, sendo as condigdes de analise
adaptadas de acordo com os objetivos especificos para o estudo realizado.

Na literatura se pode observar que a maior parte das metodologias cromatograficas faz
a separagao do HMF de outros componentes da matriz por fase reversa empregando colunas
de C18 com tamanho de particula de 4,0 ou 5,0 um. (LEMOS et al., 2010; RISNER et al.,
2006; DURMAZ ¢ GOKMEN, 2010; GASPAR ¢ LUCENA, 2009; VORLOVA et al., 2006;
MAKAWTI et al., 2009; ZAPPALA et al., 2005; AMEUR et al., 2006; KALABOVA et al.,
2003; SPANO et al., 2006; THEOBALD et al., 1998; TRUZZI et al., 2012; RADA-
MENDOZA et al., 2002; RADA-MENDOZA et al., 2004). A coluna pode ser termostatizada e
sdo encontrados trabalhos que fazem uso de temperaturas de 25°C até 55°C (VORLOVA et
al., 2006; KALABOVA et al., 2012; DURMAZ e GOKMEN, 2010; BASTOS et al., 2011;
THEOBALD et al., 1998; RISNER et al., 2006).

A eluigdo dos diferentes componentes presentes nas amostras de alimentos incluindo o
HMEF ¢ feita normalmente de forma isocratica, com fase movel de composi¢do e propor¢des
variadas, com ou sem adi¢do de modificadores (4cido, sal organico, entre outros). A fase
moével mais comumente adotada é de agua/metanol, nas proporg¢des, 95:5 (v/v), 90:10 (v/v),
87,5:12,5 (v/v) e 80:20 (v/v) (MURKOVIC e PICHLER, 2006; TRUZZI et al., 2012;
VORLOVA et al., 2006; KALABOVA et al., 2012; THEOBALD et al., 1998; MAKAWI et
al., 2009). Em alguns trabalhos s@o utilizados também acido acético, acido sulfurico e acetato
de sodio como modificadores (ZAPPALA et al.,2005; KALABOVA et al., 2012; SPANO et
al., 2006; SPANO et al., 2009; AMEUR et al., 2006). Outras composi¢des de fase modvel
também podem ser encontradas como a de agua/acetonitrila, nas proporgdes de 80:20 (v/v),
95:5 (v/v), 90:10 (v/v) (com 10 mM de acido formico), 95:5 (v/v) (0,1% de acido formico) ou
dgua ultrapura (LEMOS et al., 2010; RAMIREZ-JIMENEZ et al., 2000; DURMAZ e
GOKMEN, 2010; BASTOS et al., 2011; RISNER et al., 2006).

A determinacdo de HMF por CLAE-UV pode ser realizada em uma faixa de
comprimentos de onda de 280 a 285 nm (THEOBALD et al., 1998; GASPAR e LUCENA,
2009; LEMOS et al., 2010; SPANO et al., 2006; AMEUR et al., 2006; GOKMEN e
SENYUVA, 2006). Estes valores de comprimento de onda diferenciam-se devido as
condi¢des cromatograficas utilizadas, especialmente com relagdo a composicao da fase movel
que juntamente com a velocidade de fluxo apresentam grande influéncia no tempo de retengdo

obtido para o analito (SPANO et al., 2009).
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Nos métodos de CLAE-UV desenvolvidos a principal matriz analisada foi o mel. No
entanto, esta técnica possibilita a andlise de outros alimentos contendo carboidratos como:
vinho e outras bebidas alcodlicas, sucos de frutas, frutas secas, biscoitos, vinagres, alimentos
infantis, café, xarope de glicose de milho e melaco de cana (THEOBALD et al., 1998;
GASPAR e LUCENA, 2009; LEMOS et al., 2010; SPANO et al., 2006; AMEUR et al., 2006;
GOKMEN e SENYUVA, 2006; MAKAWI et al., 2009; VORLOVA et al., 2006; RISNER et
al., 2006).

O método de CLAE-UV em comparagdo com os métodos espectrofotométricos
utilizados para determinagdo de HMF em alimentos ¢ muito eficiente, apresentando alta
resolucdo, versatilidade e sensibilidade (LEMOS et al., 2010; ZAPPALA et al., 2005).
Embora esta metodologia seja muito utilizada para determinacdo de HMF em diversas
matrizes, na literatura sdo escassos os estudos dedicados a andlise cromatografica deste
contaminante em alimentos como xarope de glicose e melago de cana (RISNER et al., 2006;
VORLOVA et al., 2006; MAKAWI et al., 2009) .

Na literatura existem diversas metodologias de CLAE-UV para determina¢ao de HMF
em amostras de mel. Truzzi et al. (2012) desenvolveram uma metodologia de CLAE-UV para
determinagdo de HMF em mel, em que as amostras quando preparadas passavam por uma
etapa de agitacdo durante 05 minutos, para melhor homogeneizar a amostra. De forma similar,
Risner et al. (2006) utilizou uma etapa de agitacdo da amostra por 30 segundos, para posterior
analise por CLAE-UV. No entanto, a maioria dos trabalhos desenvolvidos para mel, por
CLAE-UV, nao utilizam uma etapa de preparacdo das amostras, sendo as mesmas somente
diluidas em d4gua ultrapura e filtradas em membranas de 0,45 pm, antes da inje¢do no
cromatografo (RISNER et al., 2006; ZAPPALA et al., 2005; SPANO et al., 2006; SPANO et
al., 2009; LEMOS et al., 2010; MAKAWI et al., 2009). A fase modvel utilizada para
quantificagdo de HMF nesta matriz, geralmente ¢ dgua/metanol, com tempos de andlise de 1 a
15 minutos (RISNER et al., 2006; ZAPPALA et al., 2005; SPANO et al., 2006; SPANO et al.,
2009; LEMOS et al., 2010; MAKAWI et al., 2009). Lemos et al. (2010) utilizou como fase
moével agua/acetonitrila, e obteve um tempo de analise de aproximadamente 04 minutos. E
possivel verificar na literatura que embora existam varias metodologias de CLAE-UV para
determinagdo de HMF em mel, sdo poucos os trabalhos que apresentam estudos de validagao
para este contaminante nesta matriz (RISNER et al., 2006; LEMOS et al., 2010; SPANO et
al., 2006; SPANO et al., 2006; TRUZZI et al., 2012).
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Como mencionado anteriormente, sdo encontrados poucos trabalhos na literatura para
determinag¢do de HMF em xarope e melago de cana pelo método de CLAE-UV. Vorlova et al.
(2006) realizaram um estudo de determinacdo de HMF em amostras de varios alimentos, entre
eles, o xarope. Para as determinagdes, a amostra passava por um processo de pré-tratamento,
em que solugdes das amostras de xarope eram preparadas juntamente com adi¢cdo de solugdes
de Carrez I e de Carrez II. Estas solugdes permaneciam em repouso durante 30 minutos e
posteriormente realizava-se a filtragdo do sobrenadante por um filtro de membrana de 0,45
um para, em seguida, realizar a andlise no cromatografo. Para a elui¢do utilizava-se como fase
movel agua/metanol (90:10 (v/v)).

Em estudos para melago de cana, Risner et al. (2006) realizou a determinagao de HMF
a partir de um método validado para mel, em que a analise das amostras de melago (molasses)
era realizada sem uma etapa de tratamento. As solucdes eram preparadas, agitadas durante 30
segundos, posteriormente realizava-se a filtragdo em membranas de 0,45 um, e era realizada a
analise por CLAE-UV. Em um estudo realizado por Toker et al. (2013), a determinacdo de
HMF em amostras de melago de frutas (uva, amora, amora preta ¢ alfarroba) era realizada
com pré-tratamento das amostras. Solucdes das amostras de melago eram preparadas, nas
quais eram adicionados 1,5 mL de solucdo de Carrez I e de Carrez II. As amostras eram
centrifugadas por 15 minutos, sendo em seguida o sobrenadante filtrado em filtro de 0,22 pm,
para posterior injecdo no cromatografo. A fase movel utilizada consistia de agua (4cido
acético 1,0%)/acetonitrila (95:5 (v/v)).

Visto estes fatores, observa-se a necessidade do desenvolvimento ¢ validagdo de
metodologias de CLAE-UV para determina¢do de HMF em amostras de mel, xarope e melago
de cana, que sejam rapidas, permitam uma analise sem necessidade de preparacdo da amostra

e que proporcionem resultados confidveis, com precisdo e exatidao adequadas.

3.3. Aspectos Gerais sobre Validacao de Métodos

Nos ultimos tempos, a preocupagdo com a seguranca alimentar intensificou-se,
levando ao desenvolvimento de métodos analiticos para determinagdo e quantificagdo de
substancias e/ou compostos quimicos que possam estar presentes em matrizes alimentares,
como uma forma de controle de qualidade e para garantir a seguranga alimentar. As técnicas
de separagdo (a exemplo da CLAE e CG) ganham destaque, devido a capacidade de realizar

andlises quantitativas e qualitativas em amostras alimentares, bem como ambientais,
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farmacéuticas e bioldgicas (RIBANI et al., 2004). No entanto, os métodos analiticos
desenvolvidos devem originar resultados que sejam confidveis. Para tanto, torna-se necessario
avaliar o método proposto, sua eficiéncia, bem como sua precisao e exatiddo, para que este
possa ser aplicado como método de analise de rotina em um laboratorio (RIBEIRO et al.,
2008). Dessa forma, um estudo de validagao de método deve ser realizado, o qual ¢ um
processo que define as exigéncias analiticas, para confirmar se o método proposto apresenta
bom desempenho para determinada finalidade e para garantir a confiabilidade dos resultados
(RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008).

O estudo de validacdo pode ser realizado de forma intralaboratorial (in house
validation), em que as etapas de valida¢dao sdo realizadas em um tUnico laboratorio, ou de
forma completa (full validation) em que se realiza um estudo interlaboratorial para avaliar o
comportamento da metodologia com uma matriz especifica em laboratérios diferentes
(RIBANI et a., 2004).

A validagdo de métodos ¢ realizada por meio de figuras de mérito ou parametros de
validacdo, que sdo os indicadores do bom desenvolvimento e confiabilidade da metodologia.
Para um estudo de validagdo sdo determinados normalmente os parametros: seletividade,
linearidade, limite de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ), precisdo (repetitividade,
precisdo intermedidria e reprodutibilidade), exatidio e robustez (RIBEIRO et al., 2008;
ARAUJO, 2009).

A seletividade permite verificar se o método ¢ seletivo para quantificar o analito de
interesse na presenga de outras substiancias que podem interferir na anéalise em uma amostra
complexa (ARAUJO, 2009; RIBANI et al., 2004). Este pardmetro ¢ o primeiro passo a ser
avaliado na validacdo de um método que esta sendo desenvolvido, devendo-se para tanto, este
parametro estar sendo analisado de forma continua durante a validacdo (RIBANI et al., 2004).
A seletividade pode ser avaliada pela compara¢dao da matriz sem a substancia de interesse e a
matriz contendo esta substancia (adicdo de uma quantidade de padrdo). Assim nenhum
interferente deve eluir no tempo de retencao da substancia que estd sendo analisada. Esta
avalia¢do pode ocorrer ainda, pela utilizagdo de detectores modernos, como arranjo de diodos
e espectrometro de massas, em que hd a comparagdo do pico obtido na separagdo dos
componentes de uma amostra com o do padrao, indicando assim, a presenca do composto
puro (RIBANI et al., 2004).

O estudo de linearidade permite determinar a faixa na qual o sinal analitico ¢

linearmente proporcional a concentra¢do do analito de interesse, sendo esta analise realizada
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por meio de curva de calibragdo ou curva analitica (RIBEIRO et al., 2008; SOUZA, 2007). As
curvas de calibragao podem ser construidas pelo método de padronizag¢do externa, adicdo de
padrdo e padronizagdo interna (RIBANI et al., 2004). Para analisar a linearidade do método,
realiza-se uma regressao linear baseada nos minimos quadrados, por meio da qual se obtém o
F regressio © F fulia de ajuste- Inicialmente, realiza-se um teste de falta de ajuste do modelo, em que
o resultado deve apresentar F i de ajuste < F crisico (p > 0,05), de modo a verificar se o0 modelo
linear gerado ¢ adequado. Posteriormente, o0 método linear ¢ avaliado ainda pelo F egregsao, €M
que o resultado deve apresentar F' ,egregsio > I criico (P < 0,05). Assim, nesta condi¢do o modelo
linear ¢ considerado aceitdvel. Os residuos devem ser considerados, sendo que os mesmos
devem estar distribuidos homogeneamente. Estas andlises confirmam se o método apresenta
linearidade adequada, e o modelo niio apresenta falta de ajuste (FEINBERG E RAGUENES,
1999). Na literatura, muitos pesquisadores consideram ainda o coeficiente de correlagdo linear
(r) como uma forma de avaliar a linearidade. Segundo a Anvisa (2003) este deve ser > 0,99.
No entanto, 0 mesmo nio confirma se o método ¢é linear.

A sensibilidade do método pode ser avaliada por meio dos limites de deteccao e de
quantificagdo. O limite de detec¢ao (LD) ¢ a menor concentracdo de analito que pode ser
detectada pela técnica instrumental e o limite de quantificagdo (LQ) ¢ a menor concentragdo
do analito que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo do método (RIBEIRO et al.,
2008).

Outro importante parametro a ser avaliado em um estudo de validacdao ¢ a precisao.
Este parametro fornece a dispersdo dos valores medidos em torno de um valor médio. A
precisdo ¢ estimada, através do desvio padrdo relativo do inglés relative standard deviation
(RSD) ou coeficiente de variagdo (CV) e pode ser avaliada em trés niveis: repetitividade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade (RIBEIRO et al., 2008; ARAUJO, 2009; SOUZA,
2007). A repetitividade permite verificar se os resultados obtidos para as analises de uma
amostra sao concordantes, utilizando as mesmas condi¢cdes de analise, mesmo analista,
instrumento e laboratério € no mesmo dia (RIBANI et al., 2004). A precisdo intermediaria ¢
uma estimativa da precisdo do método dentro de um mesmo laboratorio (intralaboratorial),
utilizando as mesmas condi¢des, mas com analistas, equipamentos e/ou dias diferentes, ou
combinagao dos trés fatores (RIBEIRO et al., 2008; RIBANI et al., 2004). A reprodutibilidade
¢ a precisao realizada para uma mesma amostra, em laboratorios diferentes, com as mesmas
condigdes de analise (RIBEIRO et al., 2008; RIBANI et al., 2004). Por meio deste estudo de

reprodutilibidade (interlaboratorial) permite-se uma padroniza¢do do procedimento analitico
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avaliado (RIBANI et al., 2004). Os resultados obtidos para repetitividade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade podem ser comparados com um método ja existente. No
entanto, quando ndo existem métodos para comparagdo, os pardmetros obtidos para a precisao
podem ser avaliados pelo valor Horrat. Este valor permite estimar os desvios padrdo relativos
(RSDs) tedricos para repetitividade e reprodutibilidade (INMETRO, 2011; TAVERNIERS et
al., 2004). Para o célculo do valor Horrat, ¢ necessario o RSD;; que € o desvio padrao relativo
para analises em dias diferentes e o desvio padrio relativo predito do inglé€s predicted relative
standard deviation (PRSDg %). O PRSDg % depende da concentragdo do analito, sendo dado
pela Equagao 3.2 e o valor Horrat pela Equagao 3.3 (JAIN e ARNOLD, 2007):

PRSDp % = 2 C~%15 (Equagio 3.2)

RSD,;
PRSDg

Horrat = (Equacio 3.3)

A reprodutibilidade ¢ considerada satisfatoria, se os mesmos apresentarem valores de
Horrat menores que 2,0 INMETRO, 2011).

A exatidao de um método permite verificar se os resultados individuais obtidos para
uma amostra apresentam concordancia com um valor de referéncia considerado como
verdadeiro (RIBEIRO et al., 2008). A exatiddo de um método pode ser avaliada pelo uso de
materiais de referéncia, comparagcdo de métodos, ensaios de recuperacdo e adi¢do de padrao
(RIBANTI et al., 2004).

A robustez mede a suscetibilidade do método, diante de pequenas variagdes dos
parametros analiticos que podem ocorrer durante a andlise, sem alterar significativamente sua
exatiddo e precisao, dessa forma, ¢ uma medida da quantidade de variabilidade que o método
suporta, de modo a manter sua confiabilidade (LEMOS et al., 2010; RIBEIRO et al., 2008).

Os parametros utilizados para a validacdo de um método diferem dependendo da
finalidade do mesmo, bem como a técnica analitica empregada ou protocolo de validagao a
ser seguido (RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008).

Na literatura sdo encontrados alguns estudos de validacdo do método de CLAE-UV
para determinagdo de HMF em mel. Risner et al. (2006) realizou a validacdo de um método
de CLAE-UV para determinagao de HMF em mel e outros alimentos contendo altos teores de
acucares. Os parametros avaliados foram precisdo (no mesmo dia e em dias diferentes),

linearidade, limite de detec¢do e recuperacdo para andlise de exatiddo. Outros métodos
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validados, ndo realizaram estudos de robustez e seletividade (SPANO et al., 2006; SPANO et
al., 2009; TRUZZI et al, 2012). Lemos et al. (2010) realizou um estudo de validagdo para mel,
considerando todos os parametros de validacdo: seletividade (pela comparagdo dos tempos de
reten¢do do padrao de HMF e da amostra), linearidade (por padronizagdo externa), LD e LQ,
exatidao (ensaios de recuperagdo), precisdo (repetitividade e precisdao intermediaria) e
robustez (pela aplicacao de planejamento fatorial).

Nao foi encontrado na literatura um estudo de validagdo por CLAE-UV para
determinagdo de HMF em amostras de xarope e melago de cana. Risner et al. (2000)
realizaram a validagdo deste contaminante em mel e aplicaram a metodologia validada para

xarope de bordo e melago (molasses).
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4. AMOSTRAGEM

Neste capitulo serdo descritas informagdes a cerca das amostras de mel, de xarope e de
melago de cana utilizadas no estudo, incluindo a codificagdo adotada no laboratoério,
procedéncia, data de fabricagdo e/ou de validade, aspecto visual bem como informagdes sobre

o processamento térmico das mesmas (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Informagdes e codificagao das amostras de mel, xarope e melaco de cana.

ID'  Procedéncia Data de Fabricacao/ Tipo de Aspecto Visual
Data de Validade >  Processo *
M1  Prudentdpolis/PR Jan/2013* Artesanal © Ambar claro
M2  Guarapuava/PR Abr/2013* Artesanal ¢ Ambar claro
M3  Pitanga/PR Jul/2012* Industrial Ambar escuro
M4  Vale do Ribeira-Iporanga/SP Abr/2011* Artesanal Ambar claro
M5  Canada Nio informado Industrial © Ambar claro
M6 Canada Nao informado Industrial © Ambar claro
M7  Canada Abr/2013* Industrial Ambar claro
M8 Canada Abr/2013* Industrial Ambar claro
M9 Canada Nao informado Industrial © Ambar claro
X1 Paranavai/PR Set/2011° Industrial Ambar claro
X2 Caranhus/PE Nov/2013° Industrial Ambar claro
X3 Pato Branco/PR Dez/2011° Industrial Ambar claro
X4 Estados Unidos Dez/2015° Industrial Ambar claro
X5 St. Honoré/Canada Out/2015° Industrial Ambar claro
X6 Paranavai/PR Jun/2014° Industrial Ambar claro
X7 Caranhus/PE Mai/2014° Industrial Ambar claro
X8 Pato Branco/PR Dez/2011° Industrial Ambar claro
MCI1 Espigdo Azul-Cascavel/PR Mai/2012* Artesanal Ambar médio
MC2 2° Distrito Santo Antoénio da Jun/2013° Artesanal ¢ Ambar escuro
Patrulha/RS
MC3  Jaragua do Sul/SC Mai/2013° Industrial Ambar escuro
MC4 2° Distrito Santo Antoénio da Dez/2013° Industrial Ambar escuro
Patrulha/RS
MC5 Luis alves/SC Abr/2013* Industrial Ambar claro
MC6 Canada Set/2014° Industrial Ambar escuro
MC7 Espigdo Azul-Cascavel/PR Jul/2013* Artesanal Ambar médio

"ID = Identificagio das amostras em que as letras correspondem a identificagio do alimento (M = mel; X =
xarope ; MC = melago de cana) e os nlimeros as amostras; 24 data de fabricacao; 2% data de validade; 3¢ Produtor
rural, ¢ Cooperativa, ** Com aplicagdo de pasteurizagio.

As amostras de mel, de melago de cana e de xarope foram obtidas ao acaso de
estabelecimentos comerciais ou diretamente de apicultores e cooperativas localizados em

Guarapuava — PR, Brasil e em Winnipeg, Canadé no periodo de 2012 a 2013. As amostras ao
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serem recebidas no laboratorio do Grupo de Andlise de Tracos e Instrumentacdo (LabGati) da
Unicentro foram identificadas por uma codificagdo que consistia de uma letra identificando o
tipo de alimento (M = mel, X = xarope ¢ MC = melago de cana) e um numero de ordem de

chegada.

4.1. Amostras de Mel

O mel ¢ um produto alimenticio, uma substancia acucarada produzida pelas abelhas do
género Apis mellifera, podendo ser obtido a partir do néctar das flores e das secrecdes
provenientes de partes vivas das plantas ou excrecdes de insetos sugadores de plantas que
ficam sobre partes vivas de plantas. Esse material ¢ recolhido pelas abelhas, as quais os
transformam, combinando com substancias especificas proprias, depois depositam,
desidratam, armazenam e deixam amadurecer em favos da colmeia (CE, 2002; ANDRADE et
al., 2013).

Para o estudo foram adquiridas nove amostras de mel e destas as amostras M1 a M4 ¢
M9 ao serem recebidas no laboratério estavam no estado liquido enquanto que as amostras
M5 a M8 encontravam-se cristalizadas (Figura 4.1). Entre as amostras de mel foram
observadas também coloracdes bem diferenciadas variando do ambar claro ao ambar escuro.
As amostras oriundas do Canada, M5, M6 e M9 além do processamento normalmente
aplicado foram também pasteurizadas. As amostras M7 e M8 também provenientes do
Canadd, diferentemente das demais amostras foram acondicionadas em tanques de ago
inoxidavel aquecido para evitar sua cristaliza¢do e comercializadas a granel. Como observado
na Tabela 4.1 o processamento do mel foi classificado neste trabalho como artesanal quando
realizado por pequenos apicultores em sua propria propriedade ou cooperativas e industrial

quando realizado por entrepostos.

Figura 4.1. Fotos das amostras de mel provenientes do Brasil e do Canada.
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O processamento do mel inicia-se com a retirada das melgueiras (favos de mel), que
sdo levadas para as unidades de extra¢do, onde passam por uma limpeza externa. Em seguida
¢ realizada a desoperculag¢ao que consiste na retirada da cera que isola os opérculos dos favos.
Ocorre entdo a centrifugacdo para retirada do mel dos favos e em seguida a filtracdo para
retirar fragmentos de cera e de abelhas que sdo produzidos durante o processo de
centrifugacdo. Posteriormente, realiza-se a decantagao para separacdo das pequenas bolhas e
sujidades ainda presentes. Em seguida o mel é envasado para comercializa¢do, sendo
armazenado em lugar seco, arejado e ao abrigo de luz. Em entrepostos e cooperativas, antes
da etapa de filtragdo, pode ser realizada ainda uma descristalizacdo do produto para facilitar o
seu fluxo entre as varias unidades do processo. O mel ¢ entdo colocado no tanque de recepgao
que ¢ aquecido a 40°C, para prevenir a cristalizacdo do mesmo e posteriormente passa pelas
etapas do processamento ja descritas acima (SEBRAE, 2009).

Alguns méis passam por um processo de pasteurizagdo, de modo a eliminar a maioria
dos microrganismos patogénicos presentes, bem como adiar a cristalizagdo do mesmo. Para
este processo sao utilizadas temperaturas superiores a 38°C, o que pode favorecer a destruicao
de substancias organicas importantes, além de aumentar os niveis de HMF e por assim,
escurecer o produto final. Este processo geralmente ocorre pelo uso de fontes de calor de alta
temperatura (a exemplo as chamas abertas), ou banho-maria. No caso, o banho-maria ¢
utilizado quando a quantidade de mel é pequena, sendo o mesmo colocado em frascos de
vidro definitivos e aquecidos a 72°C por 15 a 60 segundos. No entanto, este procedimento
apresenta dificuldades em manter um aquecimento uniforme em todo o mel, podendo levar ao

superaquecimento local (SILVA, 2006).

4.2. Amostras de Xarope

Os xaropes sao solugdes compostas de actcares, sendo geralmente a maior parte
destes, agucares redutores, podendo conter ainda misturas destes aglcares. Os xaropes
apresentam concentragdo de acucar entre 70% e 80% (ADITIVOS e INGREDIENTES, 2008).
Este produto apresenta uma grande aplica¢do na industria alimenticia, como na fabricagdo de
biscoitos, balas, gomas de mascar, producdo de bebidas alcoolicas e refrigerantes, e industrias
de panificagdo. Além disso, ¢ utilizado também como umectante, prevenindo a perda de agua
dos alimentos, como conservante e no processamento de frutas (ADITIVOS e

INGREDIENTES, 2008; BELITZ et al., 2009).
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Para o xarope foram adquiridas sete amostras de xarope de glicose (X1 a X4, X6 a X8)
e mais uma amostra de xarope de bordo (X5). As amostras de xarope X3 e X8 foram
produzidas pelo fabricante A, as amostras X1 e X6 pelo fabricante B e as amostras X2 e X7
pelo fabricante C. O xarope de bordo ¢é conhecido como maple syrup e sirop
d’érable nos Estados Unidos e Canada, respectivamente, e extraido da seiva bruta de arvores
do género Acer, sobretudo Acer nigrum e Acer saccharum, cujo nome comum, no Brasil,
¢ bordo (ADITIVOS e INGREDIENTES, 2008). As oito amostras de xarope adquiridas (X1 a
X8) se encontravam todas liquidas, limpidas, viscosas e com coloracdes semelhantes,
observando-se que as amostras X3 a X5 e X8 foram as Unicas que apresentaram coloracdo

mais escura que as demais (Figura 4.2).

Figura 4.2. Fotos das amostras de xarope provenientes do Brasil e do Canada.

A literatura reporta que o xarope de glicose de milho ou xarope de aglcar invertido
pode ser obtido por dois processos distintos: derivado da sacarose pelo refinamento do actcar
ou inversdao completa ou parcial, ou proveniente do amido de milho (NEWTON, 2007). O
xarope de glicose, oriundo do milho, pode ser obtido por hidrdlise, a partir do tratamento com
acidos, temperatura e pressao, ou ainda por via enzimatica (PINTO, 2009; NEWTON, 2007).
O processo enzimatico ¢ o mais utilizado na fabricagao do xarope de glicose de milho (RUIZ-
MATUTE et al., 2010).

O processo de hidrolise acida para sacarificacdo do amido € realizado utilizando-se
acido cloridrico ou acido sulfurico. O processo de transformacao do amido em moléculas de
glicose (dextrose), ndo ¢ completo, pois ndo ocorre a formacao de 100% de glicose. Diante
disso, ¢ possivel obter dois tipos comerciais de xaropes que se diferenciam no teor de
acucares redutores medidos como equivalentes de dextrose (DE). Assim, podem ser
encontrados xaropes com equivaléncia média de dextrose (42 DE) e equivaléncia alta de
dextrose (65 DE) (CAUVAIN E YOUNG, 2000). Pode-se salientar ainda que o xarope de

glicose 42 DE, apresenta uma faixa de pH um pouco mais elevada (5,0 — 5,5), maiores valores
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de umidade bem como a presenca de maiores teores de didxido de enxofre (SO,) (250 — 400
ppm) do que o xarope com 65 DE (pH = 4,7 — 5,3; SO, =20 — 40 ppm). O SO; origina-se no
processo de obtencao do amido a partir do milho e previne a formagao de coloracdo no xarope
durante a estocagem em altas temperaturas, pois reage com o HMF formando 4acidos
hidroxialquilsulfonicos (PINTO, 2009; AZEVEDO et al., 2007).

Primeiramente, o leite de amido ¢ tratado com acido cloridrico ou sulftrico, para dar
inicio & hidrélise acida do amido. Em seguida, inicia-se a etapa de sacarificagdo, com
aplicacdo de alta temperatura (160°C) e pressdo. Entdo, o residuo obtido ¢ neutralizado e
passa por etapas de purificagdo, em que os pigmentos sdo eliminados, utilizando-se carvao
ativado e os minerais sdo retirados com trocadores de ions. Inicia-se assim, a etapa de
evaporagdo a vacuo do suco purificado, até a obtencdo de um teor de solidos de 70 a 85%
(m/m). Nesta etapa de hidrodlise 4cida varios produtos podem ser formados, entre eles o HMF
(BELITZ et al., 2009).

O processo enzimatico para obtengdo de xarope de glicose inicia-se pela etapa de
conversao parcial do amido pelo acido, originando dextrose, sendo em seguida tratada com
enzima apropriada, geralmente a enzima o — amilase para assim, completar a conversao. A
temperatura do processo situa-se entre 70-90°C. Algumas enzimas empregadas suportam
temperaturas de até 110°C. Apds a etapa de conversdo, o xarope passa pela filtracdo,
descoloragdo, ¢ concentrado e posteriormente, purificado pelo uso de resinas de troca idnica.
Assim, torna-se possivel obter xaropes com viscosidade e doguras diferenciadas (ADITIVOS
e INGREDIENTES, 2008; BELITZ et al., 2009; STECKELBERG, 1996).

O xarope de bordo ¢ um adogante natural puro sendo o unico adogante natural liquido
depois do mel. Este xarope ¢ caracterizado por uma abundancia de minerais trago que sio
essenciais para uma boa nutrigdo: potassio, magnésio, fosforo, manganés, ferro, zinco, cobre e
estanho, bem como de calcio em concentragdes 15 vezes maior do que o mel. Ele contém
apenas um décimo da quantidade de sodio que o mel apresenta, uma consideragao importante
para pessoas que necessitam de uma dieta com restri¢ao de sal. O xarope de bordo ¢ graduado
de acordo com a cor, sabor e densidade; normas previstas nas legislagdes dos EUA e Canada.
Ele deve apresentar 66-67 ° Brix para ser classificado e vendido como xarope de bordo puro

(WERNER, 2006). Seu processo de produgao ¢ ilustrado na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Ilustragdo do processo de obtengdo do xarope de bordo. (Fonte: WERNER, 2006)

O processo de obten¢do do xarope de bordo inicia-se com a coleta da seiva, em que
sdo feitos talhos nos troncos das arvores e enxertados tubos, pelos quais a seiva escorre para
dentro de baldes ou recipientes plasticos. A seiva coletada nos baldes ¢ armazenada em
grandes tanques, de onde ¢ bombeada ou levada com caminhdes tanque até a Casa do Agucar.
Se for usado encanamento plastico, ele ¢ montado de tal forma que a seiva escorra, pela
gravidade, diretamente até os tanques de estocagem na Casa do Agucar. Sdo necessarios
aproximadamente 40,0 litros de seiva para fabricar um litro de xarope. Na Casa do Agucar a
seiva € disposta em tanques de evaporagdo, onde no processo de cozimento, a 4gua evapora e
o xarope fica cada vez mais denso. Niveis intermediarios de cozimento podem ser usados para

obter outros produtos, como creme e manteiga de bordo (TORNQUIST, 2014).

4.3. Amostras de Melaco de Cana

O melaco de cana, segundo a Resolucdo n.12 de 1978 da Comissdo Nacional de
Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA) do Ministério da Satde ¢ definido como um
“liquido” xaroposo, obtido a partir da evaporacao do caldo de cana de agucar ou a partir da
rapadura por processos tecnologicos adequados (ANVISA, 1978). O melago apresenta um
aspecto liquido xaroposo e denso (viscoso), de coloracdo marrom-escura, € em sua

composicdo encontra-se sacarose ¢ todos os produtos originais do caldo de cana, além dos
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formados durante o processamento. O melago de cana apresenta em torno de 75,0% (m/m) de
matéria seca e 50,0% (m/m) de agucares, além de ser uma fonte rica de hidratos de carbono e
sais minerais (PINTO et al., 2003). Este produto pode apresentar um méaximo de 25,0% (m/m)
de umidade, 10,0% (m/v) de acidez em solucdo e 6,0% (m/m) de residuo mineral fixo
(cinzas), além de um minimo de 50,0% (m/m) de glicidios totais.

Para o estudo foram adquiridas sete amostras de melaco de cana (MC1 a MC7) as
quais se apresentavam todas no estado liquido e denso, com material em suspensdo e
coloragdo mais escura (Figura 4.4) que a observada para as amostras de mel e de xarope
(Figuras 4.1 e 4.2). A amostra MC2 oriunda do Brasil foi a que apresentou coloragdo mais
clara e a amostra MC6 proveniente do Canada a coloracdo mais escura em relacdo as demais
amostras de melaco de cana (Figura 4.4). As amostras MC1 e MC7 foram obtidas do mesmo

produtor enquanto que as demais de fabricantes diferentes.

Figura 4.4. Fotos das amostras de melago de cana provenientes do Brasil e do Canada.

O processo de producdo de melaco de cana envolve vérias etapas. Inicialmente,
obtém-se a matéria-prima (cana-de-agucar), sendo mais ideal a cana que contenha maior teor
de agucar (sacarose). Apds, ha o processo de moagem da cana para obtengao do caldo de cana.
Este caldo contém cerca de 80,0% (m/m) de agua e 20,0 %(m/m) de matéria sélida. O caldo
passa por etapas de purificagdo, por meio da filtracdo e decantagao, sendo na primeira etapa a
retirada de bagacilhos de cana e posteriormente, a purificagdo quimica e térmica, para retirada
de componentes que floculam, por reacdo ou aplicagdo de calor. Essas etapas garantem a
obtencdo de um caldo de cana mais limpo, visando a atendimento das exigéncias de
qualidade. Em seguida, realiza-se a etapa de concentragdo do caldo de cana para producao do
melago, por meio da fervura do mesmo. O caldo apos a ebuli¢gdo ¢ mantido a temperatura
entre 103°C a 105°C, para atingir o ponto de concentracdo desejada. Realiza-se entdo, a

correcao da acidez do melaco com leite de cal. Por fim, o melago ¢ transferido para tanques de
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inox, onde ¢ resfriado a temperatura de 85°C, e posteriormente envasado para comercializagao

(CARVALHO, 2007).
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5. VALIDACAO INTRALABORATORIAL DO METODO DE CLAE-UV PARA
DETERMINACAO DE HMF EM MEL, XAROPE E MELACO DE CANA

Recentemente, varios pesquisadores tem demonstrado interesse no desenvolvimento
de novos métodos analiticos para a determinagao de HMF em diferentes matrizes alimentares
devido a crescente preocupacdo da comunidade cientifica sobre a potencial toxicidade deste
contaminante e a sua utilizacdo no controle de qualidade dos alimentos (CAPUANO e
FOGLIANO, 2011).

Entre as metodologias analiticas utilizadas para a determinagdo de HMF em alimentos
destaca-se a CLAE-UV com elui¢do em fase reversa. Sendo assim, na literatura, podem ser
encontrados varios trabalhos usando esta técnica para a determinacdo de HMF em mel, sucos
de frutas, frutas secas, biscoitos, vinagres, alimentos infantis, café e vinho (GASPAR e
LUCENA, 2009; LEMOS et al., 2010; SPANO et al., 2006; AMEUR et al., 2006; GOKMEN
e SENYUVA, 2006). No entanto, sdo escassos os estudos que se referem ao desenvolvimento
de métodos de CLAE-UV para a determinagao de HMF em amostras de xarope ¢ melago de
cana (VORLOVA et al., 2006; RISNER et al., 2006). Apesar da importancia de se validar
novos métodos analiticos, imposta pelos 6rgaos regulamentadores e pelos sistemas de gestao
da qualidade, at¢ o momento ndo foram encontrados estudos de validagdo para as
metodologias cromatograficas ja desenvolvidas por outros pesquisadores para xarope e
melago de cana.

A realizagdo de estudos de validacdao intralaboratorial para novas metodologias ¢
fundamental para garantir a viabilidade do método antes do exercicio dispendioso de um
ensaio colaborativo formal, e para fornecer evidéncia de confiabilidade se dados de ensaios
interlaboratoriais ndo estdo disponiveis. Estes fatos despertaram o interesse na realizacdo de
um estudo de validagdo intralaboratorial de um novo método de CLAE-UV para a
determinagao de HMF em mel, xarope e melago de cana considerando as recomendagoes de
artigos da literatura sobre validagdo (ARAUJO, 2009; GONZALEZ et al., 2010) e de guias e
diretrizes do INMETRO (2011), ANVISA (2003), AOAC (2012) e NATA (2012) e
aplicando-se diferentes ferramentas quimiométricas. Desta forma, neste capitulo serad
apresentado o estudo de validacdo do método de CLAE-UV para determinagao de HMF em
amostras de mel, xarope e melaco de cana bem como os resultados da aplicacdo do método

validado as amostras descritas no capitulo 4.
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5.1. Materiais e métodos

5.1.1. Amostras

Para o estudo de validacao intralaboratorial da metodologia analitica foram escolhidas

as amostras de mel (M1), de xarope de glicose (X1) e de melago de cana (MC1) (Tabela 4.1).

5.1.2. Determinaciao de HMF por CLAE-UV

5.1.2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e todas as solugdes
foram preparadas com agua ultrapura obtida pelo sistema Millipore Type 1 Ultrapure Water
(resistividade da agua ultrapura a 25°C: 18,2 MQ.cm), modelo Simplicity UV.

Nos estudos de validacao e aplicagao da metodologia analitica foram utilizados padrao
de 5-hidroximetil-2-furaldeido (HMF) 99,0% (m/m) (Sigma-Aldrich), acetonitrila grau HPLC
99,8% (EMD) e 4cido formico 95,0% (Sigma-Aldrich).

5.1.2.2. Equipamento e condicdes de analise

As condigdes da analise por CLAE-UV foram validadas no Laboratorio de Analises
Quimicas da Universidade de Manitoba, localizado na cidade de Winnipeg — Canada. As
condi¢des cromatograficas foram estabelecidos de forma a permitir a separacdo do HMF de
outros compostos em um tempo de eluicao adequado (~4,6 minutos) utilizando condig¢des
cromatograficas citadas por diferentes autores (LEMOS et al., 2010; RISNER et al., 2006;
DURMAZ ¢ GOKMEN, 2010; GASPAR e LUCENA, 2009) que foram previamente
otimizadas no Laboratorio CRONAT da Unicentro.

Os ensaios cromatograficos foram conduzidos em um cromatografo liquido modelo
Breeze da Waters, com autosampler 2707 e bomba bindria modelo 1525, acoplado a um
detector UV (PDA modelo 2998). Para o estudo de validagdo da metodologia de CLAE-UV
foi utilizada uma coluna cromatografica C18 Luna da Phenomenex, com dimensdes de 250 x
4,6 mm e tamanho de particula de 5,0 um, termostatizada a 30°C. A andlise cromatografica foi

realizada utilizando como fase mével agua (0,5% de acido férmico)/acetonitrila, na proporcao
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(90:10; v/v), com elui¢ao isocratica, velocidade de fluxo da fase mével de 0,8 mL min”' e
volume de inje¢ao de 30,0 uL. O comprimento de onda de deteccdo empregado foi de 285

nm.

5.1.2.3. Preparo das solu¢des das amostras

As amostras analisadas apresentaram concentragdes de HMF muito diferentes. Em
vista disso, a concentrag@o das solugdes das amostras (Tabela 5.1) foi ajustada para assegurar
que a area do pico do HMF nos cromatogramas estivesse dentro da faixa de areas dos padrdes
usados para a construgdo da curva de calibragdo. As solucdes padrao de HMF e as solucdes
das amostras foram preparadas em meio aquoso. Para os estudos de validagdo e aplicagdo da
metodologia cromatografica a concentragio das solugdes das amostras foi igual a 0,2 g mL"
para as amostras de mel do Brasil, e de 0,1 a 0,2 g mL! para as amostras de mel do Canada;
0,002 g mL™" para as amostras de xarope de glicose do Brasil e 0,06 g mL™' para as amostras
de xarope dos Estados Unidos e Canada; e de 0,003 a 0,015 ¢ mL" para as amostras de

melaco de cana do Brasil e de 0,06 g mL™' para a amostra de melaco de cana do Canada.

5.1.2.4. Validacao Intralaboratorial do Método de CLAE-UV para Determinacio de
HMF em Mel, Xarope e Melaco de Cana

A validagdo do método de CLAE-UV para a determinacdo de HMF em amostras de
mel, xarope e melaco de cana foi realizada pela andlise dos parametros: seletividade,
linearidade, limite de deteccao (LD), limite de quantificagdo (LQ), precisdo (repetitividade e

precisdo intermediaria) e exatiddo.

5.1.2.4.1. Seletividade

Para a analise da seletividade do método foi preparada uma solu¢do com padrdo de
HMF de 3,0 mg L', a partir de uma solugdo estoque de 1000,0 mg L, e a solugio de cada
uma das amostras analisadas (mel, xarope de glicose e melago de cana) preparadas conforme
descrito no item 5.1.2.3. A seletividade foi avaliada pela comparagao dos tempos de retengao
do padrao de HMF e das solugdes das amostras, bem como pela comparagdo dos espectros

UV-PDA do padrao de HMF e das amostras.
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5.1.2.4.2. Linearidade

A linearidade da metodologia cromatografica foi avaliada na faixa de 1,0 a 5,0 mg L™
a partir dos resultados da aplicacdo da técnica de regressdo linear e do teste de falta de ajuste
no nivel de 95% de confianga aos dados de calibragao obtidos por padronizacdo externa
(BARROS NETO et al., 2007; ARAUJO, 2009). Para testar a significancia dos coeficientes
da equacdo da curva de calibragdo (intercepto e sensibilidade do método) foi aplicado um
teste-t ¢ intervalos de confianca e de predi¢do foram construidos no mesmo nivel de
confianca. Para a constru¢do da curva de calibracdo preparou-se uma solug¢ao estoque de
HMEF de 1000,0 mg L™ e desta foram retiradas aliquotas para a preparacio de solucdes padrio
de HMF de 1,0 a 5,0 mg L. Para cada ponto da curva de calibragdo foram preparadas trés

solucdes padrao de HMF e cada uma destas solucdes foi injetada em triplicata.

5.1.2.4.3. Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

Os valores de LD e de LQ foram obtidos utilizando-se os dados da equagao da curva
de calibracdo de acordo com ICH (1996) e Araujo (2009). A determinagao dos respectivos
limites foi realizada a partir do desvio padrdo do intercepto e da inclinagdo da curva de

calibragcdo como ilustrado nas Equacdes 5.1 e 5.2:

3.s

LD = 5 (Equacao 5.1)
10. s

LQ = 5 (Equacao 5.2)

em que :
s = desvio padrao do intercepto da curva de calibracao

b = inclinagdo da curva de calibragao

5.1.2.4.4. Precisao

A precisdo do método de CLAE-UV foi avaliada pelo estudo de repetitividade e de
precisdo intermedidria e pelo calculo do valor de Horrat de acordo com AOAC (2012),

Gonzalez et al. (2010) e Jain e Arnold (2007). As estimativas da repetitividade e da precisao
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intermediaria foram obtidas pela preparagdo diaria de 03 solugdes de cada amostra (mel,
xarope de glicose e melaco de cana) e injecdo de cada solucdo em triplicata durante 05 dias.
Aos dados obtidos foi aplicada uma analise de variancia (ANOVA) caracteristica do
planejamento hierarquico no nivel de 95% de confianga. Os resultados da ANOVA foram
utilizados para o célculo dos desvios padrdo relativos (RSD%) de repetitividade e da precisao

intermediaria e para o calculo do valor Horrat conforme a Equagao 5.3:

RSD,;
PRSDg

Horrat = (Equagdo 5.3)
em que RSDy; € o desvio padrao relativo para analises em dias diferentes, € PRSDg ¢ o desvio
padrao relativo predito. O PRSDg ¢ dado por Jain e Arnold (2007) e apresentado na Equagao
5.4:

PRSDR % =2 C~%15 (Equagio 5.4)

5.1.2.4.5. Exatidao

A exatidao do método foi avaliada por meio do estudo de recuperagdo por adi¢ao de
padrao de acordo com NATA (2012), em que as solugdes das amostras investigadas foram
fortificadas com concentragdes conhecidas de HMF em trés niveis de concentracao (1,0, 3,0 e
5,0 mg L"). Para cada nivel de concentragdo foram preparadas 03 solugdes das amostras de
mel, de xarope de glicose e de melago de cana e estas foram injetadas em triplicata. As
porcentagens de recuperacao (%) foram calculadas de acordo com a Equacdo 5.5 (NATA,

2012):

c,— C
Rec (%) = ! 2

x 100% (Equacao 5.5)

em que:
C; = concentra¢ao do analito na amostra fortificada;
C, = concentracdo do analito na amostra nao fortificada;

C; = concentra¢ao do analito adicionado a amostra.
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5.1.2.5. Analise Estatistica

Para verificar se haviam diferencas significativas entre os teores médios de HMF entre
as amostras de mel, entre as amostras de xarope e entre as amostras de melago de cana
(Tabela 4.1) foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) de um fator. Para identificar
quais médias diferem entre si foi aplicada o teste Tukey de comparagao multipla de médias.
Toda a andlise estatistica aplicada neste trabalho foi realizada no nivel de 95% de confianca

utilizando o software estatistico Minitab versao 16.2.2.

5.2. Resultados e Discussao

Para o método de CLAE-UV adotado no presente trabalho foi realizado um estudo de
validagdo intralaboratorial baseando-se em recomendacdes de artigos da literatura sobre
validagdo (ARAUJO, 2009; GONZALEZ et al., 2010) ¢ de guias e diretrizes do INMETRO
(2011), ANVISA (2003), AOAC (2012) e NATA (2012). Foram adotados como parametros
de validagao: seletividade, linearidade, limite de detec¢ao (LD), limite de quantificagao (LQ),

precisdo e exatidao.

5.2.1. Seletividade

A seletividade do método foi determinada por meio da comparacdo dos tempos de
retengdo do HMF na solugcdo padrio e nas amostras identificados nos cromatogramas
monitorados em 285 nm para a solug¢@o do padrdo de HMF e nos cromatogramas das soluc¢des
das amostras de mel (M1), xarope (X1) e melago de cana (MC1), bem como, pela comparagao
dos espectros de absorcdo na faixa de 250 a 700 nm, apresentados nas Figuras 5.1 e 5.2,
respectivamente.

Na Figura 5.1-A foi observado que o cromatograma da solucdo padrao de HMF
apresentou somente um pico bem definido, com tempo de retengao de 4,610 minutos, o que €
indicativo de sua alta pureza. Este tempo de retencdo foi considerado adequado, visto que
permitiu a separagdo do analito em um tempo relativamente pequeno, o que torna o método

proposto adequado para analises de controle de qualidade.
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Figura 5.1. Cromatogramas detectados em 285 nm (A) do padrao de HMF, (B) do mel (M1), (C) do melago de
cana (MC1) e (D) do xarope de glicose (X1).

A comparagao dos tempos de retengdo do HMF nos cromatogramas de mel (Figura
5.1-B), de melago de cana (Figura 5.1-C) e de xarope de glicose (Figura 5.1-D) mostrou que
estes apresentam tempos de retencdo de 4,626 minutos, 4,646 minutos e de 4,608 minutos,
respectivamente. Esses tempos de retencdo foram muito similares ao observado no
cromatograma do padrio de HMF (4,610 minutos). A seletividade do método de
determinagdo de HMF por CLAE-UV foi confirmada pelo perfil similar dos espectros UV-
PDA do padrao de HMF e do pico atribuido ao HMF presente nas amostras, com maximo de
absorcdo em 285 nm, os quais estdo apresentados na Figura 5.2. Em vista destes resultados foi
considerado que o método cromatografico proposto apresenta seletividade adequada para a

analise de HMF nas amostras investigadas.
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Figura 5.2. Espectros UV-PDA do (A) padrdo de HMF e das amostras de (B) mel (M1) , (C) xarope de glicose
(X1) e (D) melago de cana (MC1).

Os cromatogramas de mel (Figura 5.1-B) e de melaco de cana (Figura 5.1-D)

mostraram ainda, a presenca de outros picos que foram atribuidos a uma maior complexidade

na composicao destes alimentos em relagdo ao padrao de HMF. Apesar disso, foi observada
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uma boa separagdo do pico de HMF destes compostos, fato que ¢ concordante com o perfil

dos espectros UV-PDA (Figura 5.2).

5.2.2. Linearidade

O estudo de linearidade permite verificar se a faixa de concentracdo em que se estd
trabalhando ¢ adequada para o método que estd sendo validado, isto ¢, se os resultados
experimentais obtidos sdo proporcionais a concentracdo do analito de interesse (ANVISA,
2003; NATA, 2012). Para avaliar a linearidade do método de CLAE-UV foi construida uma
curva de calibragio com solu¢des padrio de HMF na faixa de 1,0 a 5,0 mg L. Aos dados do
experimento de calibragdo (4rea do pico e concentracdo) foi ajustado um modelo linear pela
aplicacdo da técnica de regressdo linear no nivel de 95% de confianga. Os resultados sdo

apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Dados da analise de regressao linear no nivel de 95% de confianca.

Regressao* Falta de ajuste*™* r R
F rogressiio valor de p Fpj valor de p
0,9997 99,9 %
62063,04 0,000 1,57 0,220 °
Coeficientes da Reta de Regressio = Erro Padrao lobservado*++  valor de p
Intercepto : 13710 + 3617 3,79 0,000
Inclinagdo: 271741 £ 1091 249,14 0,000

*F critico (0,05 1,43) = 4,067; **F (1isico (0,05; 3, 40) = 2,839; *** Leritico (0,025:43) = 2,021

Para avaliar a linearidade do modelo gerado foi realizada uma analise de variancia
caracteristica da regressdo linear a 95% de confianga e foi aplicado um teste de falta de ajuste
(Fyy) para verificar se o modelo gerado era apropriado (Tabela 5.1). Os resultados indicam
que o modelo linear ¢ adequado para estabelecer a relagdo entre a area do pico cromatografico
do HMF e a concentracdo, pois apresentou valores para Fz,; ndo significativos no nivel de
95% de confianga (p > 0,05). Este fato ¢ ressaltado também pelo valor do Fiegressio altamente
significativo (p = 0,000) observado no mesmo nivel de confianga (Tabela 5.1). Em vista
destes resultados, a significancia dos coeficientes da calibracdo (intercepto e inclinagdo) foi
verificada pela aplicagdo de um feste-t sobre cada coeficiente no mesmo nivel de confianca
(Tabela 5.1). A andlise do feste-t indicou que os dois coeficientes (intercepto e inclinagdo)
devem ser inseridos no modelo (p = 0,000). Estes resultados sdo ressaltados pelos valores bem

inferiores dos erros padrao em relagdo aos valores de cada coeficiente. Desta forma, pode-se
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concluir que a curva de calibragdo ¢ linear na faixa de concentragdes estudada, ndo passa pela
origem e pode ser representada por: area = 13710 + 271741* concentragio de HMF (mg L)
(Figura 5.3). Sendo assim, pode-se afirmar que a curva analitica apresenta linearidade na faixa
de concentragdes investigada.

O modelo linear ajustado a curva analitica apresentou um coeficiente de correlagcao (r)
igual a 0,9997 que esta dentro dos limites recomendados (» > 0,99) pela Anvisa (2003). O
coeficiente de determinagio (R”) determina a variabilidade dos dados experimentais que ¢é
explicada pelo modelo linear gerado (FREIRE et al., 1999). Neste estudo foi obtido um valor
de R* igual a 99,9% sugerindo que somente 0,1% da variagdo nos dados experimentais ¢

explicada pelos residuos (Tabela 5.1).

1400000 Regression
- - 95% CI
————— 95% PI
1200000
S 10347,3
R-Sq 99,9%
1000000 R-Sq(adj) 99,9%
]
< 800000
600000
400000
200000 +

1 2 3 4 5
Concentragao de HMF (mg/L)

Figura 5.3. Reta da regressdo linear, intervalos de confianga (IC) e intervalos de predig¢ao (IP) a 95% de

confianga para a curva de calibragdo do método de CLAE-UV

5.2.3. Limites de Deteccio (LD) e de Quantificaciao (LQ)

Para avaliar se 0 método proposto possibilitaria a determinacao de HMF presente nas
amostras em baixas concentracdes foram calculados os limites de detec¢ao e de quantificacao.
O LD ¢ a concentragdo minima do analito que o equipamento pode detectar sem
necessariamente quantificar, enquanto que, o LQ ¢ a concentracdo minima do analito que o

equipamento pode quantificar com precisao e exatidao (ANVISA, 2003). Os valores de LD e
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LQ foram obtidos utilizando-se os dados da curva analitica e as Equagdes 5.1 e 5.2
apresentadas no item 5.2.2.4.3.

Os valores para LD e LQ, foram de 86,0 pg mL™ ¢ 259.0 pg mL™', respectivamente.
Em trabalhos reportados por outros autores foram encontrados valores para LD e LQ para
analise de HMF em mel, que variaram em um intervalo de 0,05-0,2 mg L™ para o LD e de
0,17-0,4 mg L' para o LQ (LEMOS et al., 2010; RISNER et al., 2006; SPANO et al., 2006;
TRUZZI et al., 2012). Diante disso, os valores obtidos experimentalmente encontram-se
proximos aos reportados pela literatura para analise de HMF em mel, demonstrando que este
método cromatografico pode ser usado para a quantificagdo de HMF nesta matriz. Como nado
foram encontrados valores de LD e LQ para xarope e melago na literatura, os resultados
obtidos neste estudo para estes limites foram considerados adequados para a determinacdo

deste contaminante nestes alimentos.

5.2.4. Precisao

Para verificar a confiabilidade do método, foi realizado o estudo de precisao
avaliando-se a repetitividade, no mesmo dia e a precisdo intermedidria, realizada em 05 dias
diferentes. A literatura reporta que, para a precisdo sdo aceitdveis valores de RSD (%) que
estejam abaixo de 15% (ANVISA, 2003). Os resultados do estudo de precisdo foram
utilizados para obter os desvios padrdo relativos (RSD%) para a repetitividade e para a

precisdo intermedidria das amostras investigadas (Tabela 5.2).

Tabela 5.2. Resultados do estudo de precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e valor
de Horrat para o método de CLAE-UV.

RSD (%)

Amostras Repetitividade Precisao Intermediaria Horrat
Mel (M1) 0,72 1,84 0,33
Xarope de glicose (X1) 0,57 0,83 0,16
Melago de cana (MC1) 1,95 6,43 0,59

As estimativas de RSD (%) para a repetitividade foram consideradas apropriadas
(Tabela 5.2), visto que foram menores que os valores recomendados pela AOAC (2012) (RSD
(%) < 3,7 para xarope de glicose, RSD (%) < 5,3 para melago de cana e RSD (%) < 7,3 para
mel). De forma similar, os resultados encontrados para o valor Horrat para analise de HMF

em mel (0,33), xarope de glicose (0,16) e melago de cana (0,59) também foram adequados,
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visto que o limite aceitavel para a precisdo de andlises intralaboratoriais deve ser menor que
1,3 (GONZALEZ et al., 2010). Portanto, estes resultados indicam que o método de CLAE-
UV proposto apresenta precisao adequada para a analise de HMF nos alimentos analisados.
Alguns trabalhos encontrados na literatura para analise de HMF em mel apresentam
valores de RSD (%) para a repetitividade e a precisdo intermediaria de 0,99-2,00% e 1,47-
3,36%, respectivamente (SPANO et al., 2006; RISNER et al., 2006; SPANO et al., 2009).
Gaspar e Lucena (2009) apresentaram valores para repetitividade e precisdo intermedidria,
menores que 6,0% e 15,0%, respectivamente. Spano et al. (2009) apresentou ainda o valor
calculado para Horrat, que foi de 0,19 para a analise de HMF em mel. Observa-se que os
resultados obtidos neste estudo para os teores de HMF em amostras de mel foram similares
aos reportados na literatura. Todavia, para andlise em melaco de cana foram observados os
maiores valores de RSD (%) para repetitividade e precisdo intermediaria. Sugere-se que isto
esteja relacionado ao fato desta matriz apresentar uma maior complexidade em sua
composi¢ao quimica em relagdo aos outros alimentos investigados, bem como maior
quantidade de componentes em suspensdo, como as fibras provenientes da cana
(CARVALHO, 2007), conferindo-lhe menor homogeneidade, o que pode afetar a precisao do

método.

5.2.5. Exatidao

A exatidao do método foi avaliada, por meio da realizacao dos testes de recuperagdo
por adi¢do de padrio em trés niveis de concentracdo (1,0, 3,0 e 5,0 mg L") para as trés
matrizes investigadas: mel, xarope de glicose e melago de cana. Os valores de recuperagao
foram determinados segundo a Equacao 5.5 (NATA, 2012), apresentada no item 5.1.2.4.5. De
acordo com a literatura, os limites de recuperagdo considerados adequados para o nivel de
concentracdo de HMF presente nas amostras investigadas sdao de 80-110% (JAIN E
ARNOLD, 2007; AOAC, 2012). A Tabela 5.3 apresenta as recuperagdes porcentuais obtidas

no presente estudo.
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Tabela 5.3. Valores de Recuperacdo (%) para determinagdo de HMF em mel, xarope de
glicose e melago de cana do método de CLAE-UV.

% Recuperacio

Amostras 1,0 mg L' 3,0 mg L' 5,0 mg L'

Mel (M1) 101,58 91,03 89,43
Xarope de glicose (X1) 104,43 102,09 101,44
Melaco de cana (MC1) 101,43 101,99 100,33

Os resultados sugerem que o método proposto apresenta exatiddo adequada
considerando-se que as recuperacdes porcentuais obtidas para mel (89-102%), xarope de
glicose (101-105 %) e melago de cana (100-102%), para as trés concentragdes de padrdo de
HMF adicionadas encontram-se dentro dos limites aceitaveis (Tabela 5.3). Em trabalhos
reportados por outros autores para a analise de HMF em mel foram obtidos valores de
recuperacdo similares aos determinados neste estudo para mel na faixa de 91,6 a 104,98%
(LEMOS et al., 2010; SPANO et al, 2006; RISNER et al., 2006). Desta forma, estes
resultados indicam que o método de CLAE-UV proposto apresenta exatiddo adequada para a

analise de HMF nos alimentos investigados.

5.3. Aplicacao do Método Validado de CLAE-UV as amostras de Mel, de Xarope e de
Melaco de Cana.

Apos a realizagdo do estudo de validacdo intralaboratorial do método de CLAE-UV
para determinacao de HMF em mel, xarope e melago de cana, o mesmo foi aplicado a todas as
amostras adquiridas no Brasil e no Canad4, descritas no Capitulo 4. Os teores de HMF foram
determinados em triplicata, utilizando-se as condigdes cromatograficas validadas descritas no
item 5.2 e sdo apresentados na Tabela 5.4 como médias, desvios padrao e intervalos de

variacao.

66



Tabela 5.4. Teores de HMF de amostras de mel, de xarope e de melaco de cana determinados
pelo método de CLAE-UV.

Amostras Teores de HMF + DP (mg kg™)
Ml 13,12+ 0,09
M2 5,88 £0,13
M3 84,39 + 0,70
M4 36,44 £ 0,39
M5 21,56 £ 0,23
M6 11,59 £ 0,64
M7 41,64 +2,56
M8 49,75 +2,97
M9 12,98 + 0,55
Intervalo de Variacao 5,88 - 84,39
X1 1655,88 = 7,14
X2 1086,90 + 3,57
X3 1627,95 + 3,45
X4 50,37 +£ 0,59
X5 ND*
X6 2121,29 +£2.47
X7 406,60 + 2,26
X8 1642,55 +5,14
Intervalo de Variacao ND* -2121,29
MCl1 536,43 £2,01
MC2 115,07 + 0,08
MC3 893,14 + 5,47
MC4 109,25 + 1,03
MCS5 593,31 +£0,48
MC6 20,90 £2,27
MC7 460,87+2,42
Intervalo de Variacao 20,90 - 893,14

*ND = nio detectado

A andlise dos resultados apresentados na Tabela 5.4 permitiu realizar algumas
consideragdes quanto aos teores médios de HMF encontrados nas amostras de mel, de xarope
e de melago de cana. De forma geral, foi observado que as amostras de mel (M1 a M9)
apresentaram os menores teores de HMF, enquanto que as amostras de xarope produzidas no
Brasil (X1 a X3 e X6 a X8) apresentaram os teores mais elevados deste contaminante.
Segundo o Codex Alimentarius, através da Diretiva da Comunidade Européia 2001/110/CE de
20 de dezembro de 2001 (CE, 2002), o limite maximo estabelecido para HMF em mel ¢ de
40,0 mg kg'. Para este alimento é possivel encontrar na literatura, estudos que apresentam

teores de HMF na faixa de <LD - 1131,76 mg kg'1 (SPANO et al., 2006; RISNER et al.,
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2006; GASPAR e LUCENA, 2009; ZAPPALA et al., 2005, SPANO et al., 2009; TRUZZI et
al., 2012; MAKAWTI et al., 2009; KHALIL et al., 2010).

Estudos realizados por outros pesquisadores encontraram um intervalo de variacio
para a concentragio de HMF em xaropes entre 1,30 a 1410,0 mg kg "' (VORLOVA et al.
2006; RISNER et al., 2006). Diante disso, observa-se que algumas das amostras analisadas
tiveram valores de HMF, acima das recomendagdes obtidas para alimentos e acima dos teores
encontrados por outros autores. As amostras de melaco de cana, por sua vez apresentaram
valores intermediarios em uma ampla faixa de variag¢do (20,90 a 893,14 mg kg'l) com valores
maximos de HMF superiores aos encontrados em outros trabalhos (100,0 a 300,0 mg kg™)
(KOWALSKI et al., 2013).

O amplo intervalo de variagdo nos teores de HMF encontrados no presente estudo
sugere que existem diferencas significativas no teor deste contaminante entre os alimentos
investigados. Para confirmar tal hipotese foi aplicada uma ANOVA de um fator no nivel de
95% de confianga para cada um dos alimentos analisados e os resultados sdo apresentados na

Tabela 5.5.

Tabela 5.5. ANOVA e teste Tukey a 95% de confianga para os teores de HMF das amostras
de mel, de xarope e de melaco de cana determinados por CLAE-UV.

Amostra Fopservado P Teste Tukey
Mel 895,51 0,000 M3 M8 M7 M5 Ml M9 M6 M4 M2
A
B
C
D
E E E
F F
G G
Xarope 142212,67 0,000 X6 X1 X8 X3 X2 X7 X4 X5
A
B
C
D
E
F
G
H
Melago de cana 41970,62 0,000 MC3 MC5 MClI MC7 MC2 MC4 MC6
A
B
C
D
E E
F
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A andlise dos dados apresentados na Tabela 5.5 sugeriu que existem diferencas
significativas nos teores de HMF entre as amostras de mel (F,5; = 895,51; p = 0,000), entre as
amostras de xarope (F,ps = 142212,67; p = 0,000) e entre as amostras de melagco de cana (F,ps
=41970,62; p = 0,000) no nivel de 95% de confianca. Para identificar quais médias diferem
entre si foi aplicado o teste de Tukey (Tabela 5.5) no mesmo nivel de confianga. Desta forma,
foi observado que as amostras M1, M6 e M9, as amostras M4 ¢ M6, as amostras M2 ¢ M4 ¢
as amostras MC2 e MC4 ndo apresentam teores médios de HMF significativamente diferentes

entre si.

5.4. Conclusdes parciais

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo foi possivel validar de forma
intralaboratorial um método de CLAE-UV para determinagdo de HMF em amostras de mel,
de xarope e de melaco de cana com excelente precisdo e exatiddo, boa linearidade,
sensibilidade e seletividade, mesmo na presenga de outros compostos interferentes de
natureza desconhecida. Além disso, foi possivel determinar os teores de HMF pelo método
validado de CLAE-UV nas trés matrizes investigadas. Outras vantagens do método proposto
em relacdo a trabalhos publicados na literatura foram a rapidez da andlise e a ndo aplicagdo de

qualquer tipo de preparo de amostra.
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6. OTIMIZACAO E VALIDACAO INTRALABORATORIAL DE UM METODO
ESPECTROFOTOMETRICO PARA A DETERMINACAO DE HMF EM XAROPE

Diante da preocupagdo da comunidade cientifica, quanto a toxicidade do HMF, torna-
se necessario o desenvolvimento de metodologias que sejam de facil realizagdo, de baixo
custo e que apresentem bons resultados. Embora os métodos cromatograficos sejam muito
utilizados, o método espectrofotométrico mostra-se uma alternativa vantajosa, principalmente
devido a seu menor custo por andlise e sua simplicidade de execucao.

O método espectrofotométrico modificado de White (1979) ¢ um dos métodos
espectrofotométricos oficiais para a determinagdo de HMF em mel indicado pela legislagao
brasileira (BRASIL, 2000) e Comissdo Internacional de Mel (BOGDANOV, 1997) (SILVA
et al., 2008). Este método foi desenvolvido para mel, com utilizagdo de solucdes de Carrez [ e
Carrez II como clarificante. Para a determinacdo de HMF ¢ realizada a leitura da amostra ¢ da
referéncia na regido de absor¢do do UV, em comprimentos de onda de 284 e 336 nm,
respectivamente (WHITE, 1979). Considera-se ainda que este método foi desenvolvido
somente para mel, ndo encontrando-se na literatura trabalhos relacionados a aplicagdo desta
metodologia para xarope.

Diante disso, a otimizacao e validacdo de um método espectrofotométrico para xarope
torna-se uma alternativa promissora. Além disso, realizar um estudo de validag¢do torna-se
importante, visto que nao foram encontrados estudos desse tipo para esta matriz. Dessa forma,
torna-se necessario fazer um estudo de validacdo intralaboratorial de um novo método
espectrofotométrico para a determinacao de HMF em xarope considerando as recomendacdes
de artigos da literatura sobre validagdo (ARAUJO, 2009; GONZALEZ et al., 2010) e de guias
e diretrizes do INMETRO (2011), ANVISA (2003), AOAC (2012) e NATA (2012) e
aplicando-se diferentes ferramentas quimiométricas. Assim, neste capitulo serdo apresentados
os estudos de otimizagao e validacdo do método espectrofotométrico para a determinagao de
HMF em xarope bem como, os resultados da aplicagdo do método validado as amostras

descritas no capitulo 4.
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6.1. Materiais e Métodos

6.1.1. Amostras

Para os estudos de otimizacao e validagao da metodologia espectrofotométrica foi
utilizada a amostra de xarope X1 e para a aplicacdo do método validado as amostras X1 a X8,

as quais foram descritas no Capitulo 4.

6.1.2. Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e todas as solugdes
foram preparadas com agua ultrapura obtida pelo sistema TKA-GenPure (Thermo Scientific,
Alemanha).

Na otimiza¢do e validagdo da metodologia analitica foi utilizado padrio de 5-
hidroximetil-2-furaldeido (HMF) 99,0% (m/m) da Sigma Aldrich e metabissulfito de sodio
97,0% (m/m) da Biotec.

6.1.3. Preparo das solugodes

As solugdes padrao de HMF foram preparadas diariamente a partir de diluicdes de
uma solugio estoque de 1000,0 mg L preparada com padrio de HMF comercial. Para a
otimizacdo do método foram preparadas solu¢des de metabissulfito de soédio nas
concentragdes de 0,005%, 0,010%, 0,020%, 0,050%, 0,10%, 0,15%, 0,20%, 0,30% ¢ 0,40%, a
partir de uma solucio estoque de 0,40% (m/v) e uma solucio padrio de HMF 4,0 mg L. Para
o estudo de validacdo intralaboratorial foram preparadas solu¢des da amostra de xarope de
glicose X1 de concentracio igual a 5,0 mg mL’. Para a aplicacio da metodologia
espectrofotométrica validada foram preparadas solu¢des de xarope de 5,0 mg mL™" para as
amostras provenientes do Brasil (X1 a X4 e X6 a X8) ¢ solugdes de xarope de 160,0 mg mL™'
para as amostras oriundas do Canada (X4 e X5). Todas as solu¢des foram preparadas em meio

aquoso.
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6.1.4. Equipamentos

A determinacdo de HMF em amostras de xarope foi realizada em um
espectrofotometro de feixe simples de marca Varian, modelo UV-Visible Spectrophotometer
Cary 50 Bio localizado no Laboratério de Multiusudrios € em um espectrofotdmetro de feixe
simples marca Spectrum Meter, modelo SP-2000 UV, localizado no Laboratorio de Analise de
Tracos e Instrumentacdo (LabGati), ambos da Universidade Estadual do Centro-Oeste —

Unicentro, Campus Cedeteg.

6.1.5. Estudo de Otimizacao

O método espectrofotométrico de absor¢ao na regido do UV proposto neste trabalho
para a determinacio de HMF em amostras de xarope foi baseado no método
espectrofotométrico modificado de White (1979) desenvolvido para mel. Primeiramente foi
realizado um estudo de otimizacdo da concentracdo de metabissulfito de sddio (%, m/v) a ser
adicionada a solugdo de mel necessaria para produzir concentragdes de HMF nas amostras de
xarope similares as determinadas por CLAE-UV (método de referéncia).

Para o estudo de otimizagio foi preparada uma solug¢io padrio de HMF de 4,0 mg L™,
a partir de uma solucio estoque de 1000,00 mg L. Em seguida, foram preparadas solugdes
de metabissulfito de so6dio nas concentracdes de 0,005%, 0,010%, 0,020%, 0,05%, 0,10%,
0,15%, 0,2%, 0,3% e 0,4% (m/v), a partir de uma solugdo estoque de 0,40% (m/v). Utilizou-
se 10 tubos de ensaio para as andlises. Em todos os tubos de ensaio foram adicionados 5,0 mL
de solugio padrio de HMF 4,0 mg L. No primeiro tubo foram adicionados 5,0 mL de 4gua
ultrapura e nos demais, adicionou-se 5,0 mL de cada uma das solugdes de metabissulfito de
sodio descritas acima. Em seguida foi determinada a absorbancia das solugdes investigadas no
comprimento de onda de 285 nm utilizando-se 4gua como branco. O procedimento adotado

esta representado na Figura 6.1.
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5,0 mL de solugZo padrio de
HMF 40mgL-! em cada tubo

Adigédo de 5,0 mL Adicdo de 5,0 mL de
de agua metabissulfito de sodio
Tubo
PR | 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.005% |[0.010% |[0.020% || 0.05% || 0.10% |[ 0.15% | 0.2% || 0.3% | 0.4%

Figura 6.1. Fluxograma do procedimento de otimizagdo da concentragdo de metabissulfito de sddio

As absorbéncias obtidas para a solugdo padrio de HMF 4,0 mg L sem adigdo de
metabissulfito de sodio e adicionada das solug¢des de metabissulfito de sédio em diferentes
concentragdes foram utilizadas para a constru¢do de um grafico da absorbancia em 285 nm
versus a concentracdo de metabissulfito (%, m/v). Este grafico permitird determinar a

concentragdo Otima deste reagente para as analises espectrofotométricas.
6.1.6. Determinacao Espectrofotométrica de HMF em Xarope

As concentracdes de HMF nas amostras de xarope foram determinadas de acordo com
a metodologia descrita por White (1979) com modificagdes na massa da amostra (conforme
item 6.1.3) e na concentra¢dao da solu¢ao de metabissulfito de sédio (como descrito no item
6.1.5). Primeiramente construiu-se uma curva de calibracdo por padronizacdo externa, na
faixa de 2,0 a 10,0 mg L' de HMF. As soluc¢des padrdo de HMF foram obtidas a partir de
uma solugdo estoque de 1000,00 mg L. Posteriormente, foi preparada a solugdo da amostra
de xarope, como descrito no item 6.1.3. Em seguida, preparou-se uma solugdo de
metabissulfito de sodio 0,1 % (m/v). O fluxograma para a determinacdo de HMF em xarope

pelo método espectrofotométrico proposto esta representado na Figura 6.2.
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Preparagéo das soligdes

Solugdo de xarope Solugdo de
de glicose Na25205 0,1% (m~v)
Transferéncia para

tubo de ensaio

Tubo 1 (Solugdo amostra) Tubo 2 (Solugdo referéncia)
5.0 mL de solugdo de 5.0 mL de solugéo de
xarope de glicose xarope de glicose
+ +

: 5.0 mL de soligédo de
5.0 mL de agua ultr °
' © o Na25205 0,1% (m)

Absorbancia em 285 nm Absorbancia em 285 nm

Figura 6.2. Fluxograma do procedimento adotado para a determinacéo espectrofotométrica de HMF em
amostras de xarope

A absorbancia resultante da subtracdo dos valores de absorbancias da solu¢ao amostra
e da solucdo de referéncia (Figura 6.2) em 285 nm foi utilizada para determinar a

concentragio de HMF (mg kg™) nas amostras de xarope fazendo uso da curva de calibragéo.

6.1.7. Estudo de Validac¢ao Intralaboratorial

A validagao intralaboratorial do método espectrofotométrico proposto foi realizada
determinando-se os pardmetros de validagdo: linearidade, limites de deteccdo (LD) e de

quantifica¢do (LQ), precisdo (repetitividade e precisao intermediaria) e exatidao.

6.1.7.1. Linearidade

A linearidade foi avaliada na faixa de concentracdes de 2,0 a 10,0 mg L' como

descrito no item 5.2.2.4.2.
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6.1.7.2. Limites de Deteccao (LD) e de Quantificacio (LQ)

Os valores de LD e de LQ foram obtidos utilizando-se o método da curva de

calibragdo como descrito no item 5.2.2.4.3.

6.1.7.3. Precisao

A precisdo foi avaliada pelo estudo da repetitividade e da precisdo intermedidria. A
repetitividade foi analisada pelo preparo de trés réplicas verdadeiras da solu¢do de xarope no
mesmo dia. A precisdo intermedidria foi avaliada pelos resultados da aplicacdo de um
planejamento hierarquico que considerou quatro fatores que contribuem para a variabilidade
dos resultados dentro do laboratorio, sendo eles: analista, equipamento, dia e réplicas
(KUTTATHARMMAKUL et al., 1999). Para a precisdo intermedidria cada um dos m
analistas (m = 2) preparou n réplicas (n = 3) das solugdes da amostra de xarope em p dias (p =
5) e realizou a medida dos valores de absorbancia em ¢ espectrofotdometros diferentes (¢ = 2).
O modelo hierarquico para a analise da precisao estd apresentado na Figura 6.3.

Aos dados obtidos foi aplicada uma ANOVA caracteristica do planejamento
hierarquico, no nivel de 95% de confianga para verificar se existem diferencas significativas
entre os diferentes equipamentos, analistas e dias, bem como determinar os componentes de
variancia para cada fator avaliado. Os resultados da ANOVA serdo utilizados também para
obter as estimativas de repetitividade e de precisdo intermediaria que serdao expressas em
desvios padrao relativos (RSD %), e pelo valor Horrat por meio das Equagdes 5.3 e 5.4,

apresentadas no item 5.2.2.4.4.
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6.1.7.4. Exatidao

A exatiddo da metodologia desenvolvida foi avaliada por meio da comparacido dos
teores de HMF obtidos pelo método espectrofotométrico otimizado com os determinados pelo
método de CLAE-UV para as amostras de xarope, descritas no Capitulo 4. Neste estudo o
método de CLAE-UV foi adotado como método de referéncia por ser considerado mais
seletivo e exato. Para avaliar a significancia dos resultados foi aplicado um feste-t pareado no
nivel de 95% de confianca. A exatidao também foi avaliada pelos resultados da aplicacao da
técnica de regressao linear no mesmo nivel de confianga aos teores de HMF obtidos pelos
dois métodos analiticos e pelo calculo de taxas de recuperagao do método espectrofotométrico
de acordo com a equacgdo 6.1:

C
Rec (%) = C_l x 100% (Equacio 6.1)
2

Em que:
C; = concentracao do analito determinada pelo método espectrofotométrico

C, = concentra¢do do analito determinada pelo método de CLAE-UV
6.1.7.5. Analise Estatistica

Toda a analise estatistica aplicada neste capitulo foi realizada no nivel de 95% de

confiancga utilizando o software estatistico Minitab versao 16.2.2.
6.2. Resultados e Discussao
6.2.1. Estudo de Otimizacao

O método espectrofotométrico proposto neste estudo para a determinacdo de HMF em
amostras de xarope foi baseado no método modificado de White (1979). Inicialmente foram
realizados alguns ensaios preliminares para verificar se seria possivel quantificar o HMF
presente em amostras de xarope por esta metodologia.

Foram realizados os espectros de varredura para a solugdo de padrao de HMF 4,0 mg
L', para a solucdo de metabissulfito 0,1 (%, m/v) e para a solucdo de xarope X1 5,0 mg mL™
(%, m/v) antes e ap6s a adicdo da solucdo de metabissulfito, para posterior subtragao dos

mesmos. Os espectros sdo apresentados na Figura 6.4.
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Figura 6.4. Espectros de varredura (A), da solugdo de metabissulfito de sodio 0,1(%, m/v), (B) da solugdo de
padrio de HMF 4,0 mg L' (C) da solugiio amostra (solugdo de xarope 5,0 mg mL™") e da solugdo referéncia
(solugdo de xarope apos a adi¢ao da solugdo de metabissulfito de sédio) e (D) espectro resultante da subtragao

dos espectros mostrados em (C)

Como ¢ possivel observar na Figura 6.4-B, o espectro para a solugdo de padrao de
HMF 4,0 mg L', mostra uma banda de absorcao elevada no comprimento de onda de 285 nm,
caracteristico do HMF. Na Figura 6.4-A, o espectro para a solucdo de metabissulfito de sodio
0,1 (%, m/v) mostra uma forte banda de absor¢ao abaixo de 230 nm, ¢ uma banda de absorg¢ao
fraca em 270 nm. Este comportamento ¢ caracteristico do ion bissulfito e foi observado
também por White (1979) durante o desenvolvimento do método espectrofotométrico para
determinagdo de HMF em mel.

Na Figura 6.4-C ¢ apresentado o efeito da adi¢do de metabissulfito de sodio ao
espectro da solugdo de xarope (solugdo amostra). Foi possivel observar no espectro da solugdo
amostra uma forte banda de absor¢do em 285 nm ¢ uma banda de absor¢ao fraca em 230 nm.

Apo6s a adicao da solucao de metabissulfito foi verificado no espectro da solucdo referéncia

uma reducgdo significativa na intensidade da banda em 285 nm atribuida ao HMF enquanto
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que a banda em 230 nm teve sua intensidade triplicada. Resultados similares foram
observados também por White (1979). Isso ocorre porque o fon bissulfito adicionado a
solugdo da amostra reage com o HMF presente, promovendo a quebra da dupla ligacdo do
aldeido e ligando-se a molécula de HMF, destruindo assim o grupo cromoéforo (WHITE,
1979) como pode ser visualizado na Figura 3.1 no item 3.1.2.

O uso de um espectro gerado pela diferenga entre os espectros da solugao amostra e da
solucdo de referéncia foi utilizado por White (1979) como um artificio para eliminar a
contribui¢do de outros constituintes presentes no mel e assim poder fazer uso de uma massa
de amostra maior, o que poderia aumentar a sensibilidade do método, especialmente para
baixas concentragdes de HMF (Capitulo 3, Figura 3.2) (WHITE, 1979). Nesse espectro foi
observada além da banda de absor¢do do HMF em 284 nm uma absor¢do ndo especifica na
faixa de 320 a 340 nm. Dessa forma, para evitar a interferéncia dessa absor¢ao acima de 300
nm, White (1979) sugeriu utilizar a absorbancia resultante da subtragdo da absorbancia
medida em 284 nm daquela obtida em 336 nm e fazer a quantificagdo do HMF considerando a
sua absortividade molar tedrica, sem necessidade entdo do uso de curva de calibracao
(WHITE, 1979).

Na Figura 6.4-D foi observado que o espectro resultante da subtragdo do espectro da
solugdo amostra (solu¢do de xarope) do espectro da solugdo de referéncia (solucdo de xarope
adicionada de solu¢do de metabissulfito) apresentou um comportamento similar ao obtido por
White (1979) e mostrado na Figura 3.2. No entanto, acima de 300 nm nao foi observada a
absorbancia nao especifica sugerindo que a determinacdo de HMF em xarope pode ser
realizada utilizando somente a absorbancia medida em 285 nm.

Para o método espectrofotométrico proposto neste trabalho optou-se pelo uso de curva
de calibragdo para a obtengdo das concentragdes de HMF nas amostras de xarope. Esta
escolha se deve ao fato do método modificado de White (1979) considerar que toda a
absorbancia do HMF medida em 284 nm na solug@o de mel seja eliminada pela reagao com o
ion bissulfito, o que possibilitaria o uso da absortividade molar teérica deste composto, o que
em solucdo ndo ¢ completamente verdadeiro, ja que foi observada uma redu¢do de somente
94,3% na banda caracteristica do HMF (WHITE, 1979). Sendo assim, foi construida uma
curva de calibracdo de 2,0 a 10,0 mg L' e os teores de HMF foram calculados a partir desta.
Além disso, a massa de xarope utilizada para as analises foi modificada, visto que os valores

de absorbancia obtidos para as amostras de xarope provenientes do Brasil foram
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extremamente elevados, e a necessidade de varias etapas de dilui¢cdes proporcionaria erros aos
resultados obtidos (MITRA, 2003).

Uma vez que foi verificado que seria possivel determinar a concentragdo de HMF em
amostras de xarope nos ensaios preliminares, entdo foi realizado um estudo de otimizacao
para verificar qual a concentragao de metabissulfito produziria a maior redugdo na banda
caracteristica de absor¢dao deste contaminante. Para este estudo foi utilizada uma solucao
padrio de HMF 4,0 mg L', a qual foram adicionadas quantidades variaveis da solugdo de

metabissulfito entre 0,005 %(m/v) até 0,40% (m/v) (Figura 6.5).
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Figura 6.5. Efeito da concentracdo de metabissulfito (%, m/v) sobre a absorbancia do HMF em 285 nm.

A andlise da Figura 6.5 sugere que a maior redu¢do da banda caracteristica do HMF
em 285 nm ¢ obtida quando sdo adicionadas concentragdes de metabissulfito de 0,10 (%, m/v)
e 0,15 (%, m/v), as quais fornecem a melhor razdo entre eficacia e interferéncia. Acima destas
concentragdes observa-se uma menor reducao da banda de absor¢ao indicando uma pequena
interferéncia do ion bissulfito residual na solugdo. Para melhor avaliar o comportamento
ilustrado na Figura 6.5 foi calculada a redu¢do (%) da banda de absor¢ao do HMF em 285 nm,

e os resultados sao apresentados na Tabela 6.1.
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Tabela 6.1. Reducao (%) da banda de absor¢ao do HMF em 285 nm pela adi¢ao de solugdes
de metabissulfito de diferentes concentragoes.

Concentracio de metabissulfito de sédio Reducio (%) da Absorbancia
(%, m/v) em 285 nm
0,005 46,36
0,010 64,75
0,020 77,78
0,050 88,51
0,10 91,57
0,15 91,95
0,20 90,04
0,30 83,14
0,40 81,99

A Tabela 6.1, confirmou o comportamento ilustrado na Figura 6.5, ressaltando que as
maiores taxas de redu¢do da banda de absor¢io do HMF em 285 nm ocorrem pela adi¢ao de
solugdes de metabissulfito com concentragdes de 0,10 (%, m/v) e 0,15 (%, m/v). Dessa forma,
escolheu-se trabalhar com a solugdo de metabissulfito de sédio 0,10 (%,m/v) visto que a
diferenca entre os valores de absorbancia obtidos para esta concentragao ¢ a concentracao de
0,15 (%, m/v) foi pequena, permitindo também uma menor utilizagdo de reagente (Na;S,0s)

para a reagdo e portanto, minimizando a interferéncia do mesmo.

6.2.2. Validagao Intralaboratorial do Método Espectrofotométrico para Determinacao

de HMF em Xarope

Para a validacao intralaboratorial do método espectrofotométrico proposto e otimizado
no item 6.2.1. foram avaliados os pardmetros: linearidade, limite de deteccao (LD), limite de

quantificagdo (LQ), precisao e exatidao.
6.2.2.1. Linearidade

O estudo da linearidade do método espectrofotométrico foi realizado construindo-se
uma curva de calibracdo por padronizagdo externa, na faixa de 2,0 a 10,0 mg L. Aos dados

do experimento de calibragdo (absorbancia e concentragdo) foi ajustado um modelo linear

pela aplicagdo da técnica de regressdo linear no nivel de 95% de confianca (Tabela 6.2).
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Tabela 6.2. Dados da analise de regressao linear no nivel de 95% de confianga.

Regressao™ Falta de ajuste™* r R’
F regressiio valor de p Fy, valor de p 0
12732,73 0,000 0,04 0,987 0,9999 99,9 %
Coeficientes da Reta de Regressio = Erro Padrio Lobservado+++  valor de p
Intercepto : 0,00094 + 0,00045 0,12 0,908
Inclinag¢do: 0,1359 +0,0021 112,84 0,000

*F critico 0,05;1,13) = 4,667; **F . iico (0,05; 3,100 = 3,708; *** teritico (0,025; 13) = 2,160

Para a andlise dos resultados foi realizada uma anélise de variancia caracteristica da
regressdo linear e foi aplicado um teste de falta de ajuste (FJ;) para verificar se o modelo
gerado era apropriado, ambos no nivel de 95% de confianca (Tabela 6.2). Os resultados
indicam que o modelo linear ¢ adequado para estabelecer a relacdo entre a absorbancia em
285 nm e a concentragdo de HMF, pois os valores para F,; ndo foram significativos no nivel
de 95% de confianga (p > 0,05). Este fato ¢ ressaltado também pelo valor do Fegressao
altamente significativo (p = 0,000) observado no mesmo nivel de confianga (Tabela 6.2).
Diante destes resultados, verificou-se a significancia dos coeficientes da calibracdo (intercepto
e inclina¢do) pela aplicacdo de um feste-t sobre cada coeficiente no mesmo nivel de confianga
(Tabela 6.2). A andlise do teste-t indicou que somente a inclinagdo foi significativa (p =
0,000), visto que o intercepto apresentou um valor de Z.uicuiado < teriico (p = 0,908) sendo,
portanto, ndo significativo. Desta forma, pode-se sugerir que a curva de calibragdo ¢ linear na
faixa de concentracdes estudada, passa pela origem e pode ser representada por: absorbancia
=0,00094 + 0,1359* concentracio de HMF (mg L) (Figura 6.6).

O modelo linear ajustado a curva analitica apresentou um coeficiente de correlacao (r)
igual a 0,9999 que estd dentro dos limites recomendados (» > 0,99) pela Anvisa (2003). Neste
estudo foi obtido um valor para o coeficiente de determinagio (R*) de 99,9% sugerindo que

somente 0,1% da variacao nos dados experimentais ¢ explicada pelos residuos (Tabela 6.2).
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Figura 6.6. Reta da regressdo linear, intervalos de confianga (IC) e intervalos de predig¢ao (IP) a 95% de

confianga para a curva de calibragdo do método espectrofotométrico.

6.2.2.2. Limites de Detec¢ao (LD) e de Quantificacdo (LQ)

Para verificar se era possivel determinar teores de HMF em amostras de xarope em
baixas concentragdes, os valores de LD e LQ foram determinados, utilizando-se o método da
curva analitica por meio das Equacdes 5.1 e 5.2 descritas no item 5.2.2.4.3.

Neste trabalho, foram determinados valores de LD e LQ de 0,10 mg L'e 0,34 mg L'l,
respectivamente. Na  literatura existem varios estudos utilizando o método
espectrofotométrico modificado de White (1979) para a determinacao dos teores de HMF em
mel. Todavia a maioria deles nao realizou um estudo das caracteristicas analiticas do método
(TRUZZI et al., 2012; KHALIL et al., 2010).

Para a determinagdo espectrofotométrica de mel utilizando o método modificado de
White (1979) tem sido relatados valores de LD e LQ de 0,22 mg L' e 0,67 mg L,
respectivamente (TRUZZI et al., 2012). Apesar, de nao terem sido encontrados trabalhos
envolvendo o desenvolvimento e validacdo de métodos espectrofotométricos para xarope, 0s
limites obtidos no presente estudo foram menores do que os observados para mel e portanto,

foram considerados adequados.
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6.2.2.3. Precisao

Para verificar a confiabilidade do método espectrofotométrico proposto foi realizado o
estudo de precisdo. No estudo de precisdo foram avaliadas a repetitividade, realizada no
mesmo dia e a precisdo intermediaria, realizada em 05 dias diferentes. Além do fator tempo,
para as estimativas de precisdao intermedidria foram avaliados também outros fatores como
analistas e equipamentos. Os resultados obtidos para o estudo de precisdo sdo apresentados na
Tabela 6.3.

Aos dados do estudo de precisao foi aplicada uma ANOVA caracteristica do
planejamento hierdrquico no nivel de 95% de confianga e os resultados sdo apresentados na

Tabela 6.4.
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Tabela 6.3. Dados obtidos para o estudo de precisdo.

Operador Equipamento 1 Equipamento 2
Dia C* Cy* Cs* Cip3** C média*** Dia C* Cy* Cs* Cip3™* C média***
1 1 1660,60 1661,72 1656,74 1659,69 1657,34 1 1660,66 1658,67 1653,71 1657,68 1659,27
2 1663,52 1657,34 1660,64 1660,50 2 1668,80 1659,87 1663,58 1664,08
3 1666,78 1659,54 1655,58 1660,63 3 1659,94 1659,60 1662,51 1660,68
4 1648,43 1649,93 1657,74 1652,03 4 1647,22  1650,66 1654,04 1650,64
5 1648,60 1658,21 1654,70 1653,84 5 1664,36  1664,50 1660,99 1663,28
2 1 1646,31 1658,69 1656,06 1653,69 1652,88 1 1648,70  1658,14 1658,61 1655,14 1657,24
2 1651,92 1649,35 1654,25 1651,84 2 1668,07 1658,81 1660,37 1662,42
3 1654,28 1659,87 1649,64 1654,60 3 1657,48 166927 1648,52 1658,42
4 1656,74 1649,78 1647,44 1651,32 4 1647,49 1656,76 1656,89 1653,71
5 1656,55 1648,50 1653,80 1652,95 5 1650,80 1658,60 1660,13 1656,51
Concentragao Global**** 1656,68
*C: réplica das concentragdes de HMF (mg kg') obtidas na solugdo de xarope em cada dia
*#*C|,3: Concentragdo média de HMF (mg kg™') obtida a partir das réplicas em cada dia
*#*%C média: Concentragio média de HMF (mg kg™) obtida a partir da média dos 05 dias
*#**Concentracdo Global: média das concentragdes obtidas considerando operador, equipamento e dia (***C média)
Tabela 6.4. ANOVA dos resultados do estudo de precisdo.
Fonte de Variancia gl SQ QM Quantidade Estimada F opservado D
Equipamento (I) 148,7135 148,7135 no Ny Ny S + npn,. s3 + n, sz +s? 1,651%* 0,327
Analista (O) 2 180,1080 90,0540 ngny s2 + n, sz + s? 2,021%* 0,165
Dia (T) 713,0861 44,5679 n, s2 + s?2 1,850%** 0,058
Residuo (r) 40 963,5784 24,0895 s2
Total 2005,4860

n, : nimero de réplicas; ny : nimero de dias; n, : nimero de analistas;
*F criico (0,05; 1,2 = 18,513; *EF critico 0,05; 2, 16 = 3,634; FEEE critico 0,0s; 16, 40) = 1,904
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Como observado na Tabela 6.3, por meio dos valores obtidos para concentracdo de
HMF em xarope considerando-se analistas, equipamentos e dias diferentes foi possivel obter a
concentragdo global de HMF na amostra, sendo 1656,68 mg kg'l. Os valores de Fpservados
apresentados na Tabela 6.4, para equipamento (1,651), analista (2,021) e dia (1,850), foram
menores que o F..ico para cada uma destas fontes de variancia. Isso sugere que estes fatores
nao contribuem de forma significativa para a precisao do método espectrofotométrico. Assim,
ndo existem diferencas significativas entre os diferentes equipamentos, analistas e dias. Este
fato pode ser comprovado, pelos valores de p obtidos (p > 0,05). A partir dos resultados da
ANOVA foram calculados os componentes de variancia. As equagdes utilizadas para obter

cada um dos componentes de variancia e suas estimativas sao apresentadas na Tabela 6.5.

Tabela 6.5. Componentes de Variancia, equagdes € suas estimativas para precisao
intralaboratorial.

Componentes de

~ 2 20
Variancia Equagdes s S s°(%)
Réplica () s2 = QM, 24,089 4,908 67,10
My — QM
Dia (T) s2 = % 6,826 2,613 19,01
T
M, — QM
Analista (O) 5= WMo = My 3,032 1,741 845
Nnr Ny
M, — QM,
Equipamento (I) s2 = oM, — OMo 1,955 1,398 545

Nnp Ny Ny
Variancia total para

(O+I+T) diferentes St (o) =S5+ ST s 57 35903 5,992 -

Como ¢ possivel observar na Tabela 6.5, os maiores valores de variancia (%) obtidos
sdo para réplica (67,10%) e dia (19,01%), sugerindo que estes componentes sdo 0s que mais
contribuem para a variancia nos resultados e por assim dizer, na precisao do método
espectrofotométrico.

A partir da variancia das réplicas (s;°) e da varifincia total para (analistas -+
equipamentos + dias) diferentes (s;p (OIT)z ), apresentados na Tabela 6.5 foi possivel determinar
os valores de RSD (%) e valor Horrat para repetitividade e precisdo intermedidria,
respectivamente, utilizando-se as Equacdes 5.3 e 5.4, apresentadas no item 5.2.2.4.4. Os

resultados para a precisdo sao representados na Tabela 6.6.
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Tabela 6.6. Precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e valor Horrat.

RSD (%)
Amostra Repetitividade Precisao Valor Horrat
intermediaria
Xarope 0,296 0,362 0,07

Como mostra a Tabela 6.6, os valores obtidos para a precisio no mesmo dia
(repetitividade) e precisdao entre dias, analistas e instrumentos diferentes (precisdo
intermediaria) foram adequados. De acordo com a AOAC (2012) valores de RSD (%) < 3.7
sdo recomendados para estimativas de repetitividade na faixa de concentracdo investigada.
Como observado, a estimativa de repetitividade obtida foi bem menor do que este limite
aceitavel. Para avaliar a adequabilidade da estimativa de precisdo intermediaria foi calculado
também o valor Horrat, o qual foi também muito menor do que o limite aceito para a precisao
de analises intralaboratorias (< 1,3) (GONZALES et al., 2010). Os resultados indicam que o

método espectrofotométrico apresenta uma boa precisao.
6.2.2.4. Exatidao

A exatidao do método foi avaliada por meio da comparaciao dos teores de HMF (mg
kg") obtidos pelo método espectrofotométrico proposto com os valores obtidos pelo método
de CLAE-UV por dois testes estatisticos: teste-¢ pareado e analise de regressao linear, ambos

no nivel de 95% de confianga. Os resultados sdo apresentados nas Tabelas 6.7 e 6.8.

Tabela 6.7 Teores de HMF de amostras de xarope determinados pelos métodos de CLAE-UV
e espectrofotométrico e teste-¢ pareado.

Teor de HMIF (mg.kg™) 3
Amostras  CLAE-UV  Espectrofotométrico Recupoerag:ao Teste-t
. (%) pareado*
Direto
X1 16559+ 7,1 1654,6 £ 5,1 99,9 0,01 0,998
X2 1086,9 + 3,6 1087,4 + 1,8 100,0
X3 1627,9+3,4 1623,7+2,9 99,8
X4 50,4+ 0,6 46,6 + 0,7 93,3
X5 <LD <LD -
X6 2121,3+£2,5 2114,4 £4,2 99,7
X7 406,6 £2,3 397,1£42 91,7
X8 1642,6 + 5,1 1635,9+6,2 99,6

*tcrz'tico (01 025’ 7) = 2578
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Para as diferentes amostras de xarope, pelos dois métodos analiticos foi observado um
amplo intervalo de concentragdo para o HMF, entre <LD a 2121,3 mg kg™ para o método de
CLAE-UV ¢ <LD a 2114,4 mg kg para o método espectrofotométrico (Tabela 6.7). Diante
disso, torna-se possivel verificar que os valores obtidos para ambos os métodos sdo
concordantes, embora o método espectrofotométrico apresente uma sensibilidade menor que o
método de CLAE-UV. A comparagdo do método espectrofotométrico com o método de
CLAE-UV permitiu também o calculo de taxas de recuperacdo para o método
espectrofotométrico, como visto na Tabela 6.7 para as diferentes amostras de xarope. Foram
observados valores de recuperacdo superiores a 99% para todas as amostras, com exce¢do das
amostras X4 (93,3%) e X7 (97,7%). Estes resultados podem ser justificados, considerando-se
que na literatura ja foi reportado que o método espectrofotométrico modificado de White
(1979) nao apresenta boa sensibilidade para determinagdo deste contaminante em amostras
com concentra¢des baixas de HMF (< 15 mg kg") (TRUZZI et al., 2012). Isso pode estar
relacionado também com a robustez do equipamento, visto também que o método de CLAE-
UV ¢ um método muito mais seletivo que o método espectrofotométrico, sendo este tltimo
mais suscetivel a presen¢a de interferentes (LEMOS et al., 2010; SHIBAO, 2010). Apesar
disso, os limites recomendados pela AOAC (2012) para as taxas de recuperacdo na faixa de
concentragdes da amostra X4 sdo de 80-110% e para a faixa de concentragdes da amostra X7
sdo de 90 — 107%, sugerindo que o método espectrofotométrico apresenta exatiddo adequada
também em baixas concentragdes.

A andlise do teste-# pareado sugeriu que nao existem diferencas significativas nos
teores de HMF determinados pelo método espectrofotométrico em relagdo aos obtidos pelo
método de CLAE-UV, pois o valor de #,pservaqo = 0,01 foi menor do que o t.iico = 2,78 (p >
0,05). Isto indica que o método espectrofotométrico proposto apresenta exatidao adequada em
relacdo ao método cromatografico para a determinacdo de HMF em amostras de xarope.

A exatidao do método espectrofotométrico foi avaliada também pela técnica de
regressdao linear aplicada aos resultados apresentados na Tabela 6.7 no nivel de 95% de
confianga (Tabela 6.8). Esta técnica permite identificar a presenca de erros aleatorios e

sistematicos, os quais podem afetar a exatiddo de ambos os métodos.
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Tabela 6.8. Dados da analise de regressao linear no nivel de 95% de confianga.

Regressao™ r R’
F regressao valor de P o
216423.53 0,000 1,00 100,00 %
Coeficientes da Reta de Regressiao = Erro Padrio Lobservado++  valor de p
Intercepto : -4,651 -1,53 0,142
Inclinacao: 1,000 465,21 0,000

*F critico 0,05, 1,19 = 4,381; ** 1 yitico (0,025; 19 = 2,093

O modelo linear ajustado aos resultados apresentou um valor de coeficiente de
correlagdo (r) concordante com o limite ressaltado pela literatura (r > 0,99), segundo a Anvisa
(2003), sugerindo que o modelo apresenta uma possivel linearidade. O coeficiente de
determinagdo R* (100,00%), apresentado na Tabela 6.8 mostrou que os residuos ndo
influenciam na variacdo observada nos resultados. Isso indica que os teores de HMF obtidos
pelo método espectrofotométrico correspondem linearmente aos teores de HMF apresentados
pelo método de CLAE-UV. Visando a confirmagao desta hipdtese, aos dados foi aplicada uma
analise de variancia (ANOVA) caracteristica da regressdo linear a 95% de confianca.

Os resultados mostram que o modelo linear ¢ adequado, e os teores de HMF
apresentam uma correlagdo linear entre ambos os métodos, fato este que pode ser observado
pelo valor de Fjegressa0 altamente significativo (p < 0,05) (Tabela 6.8). Aos dados foi aplicado
ainda um teste-t de modo a verificar a significancia dos coeficientes da regressao linear
(intercepto e inclinagdo), no mesmo nivel de confianca. Esta analise indicou que a inclinagdo
(1,000) ¢ significativa (p = 0,000), enquanto que o intercepto ndo €, pois foi obtido um valor
de tcaicuiado < teriico (p = 0,142) para este coeficiente. Estes resultados indicam que ambos os
métodos ndo sdo afetados de forma significativa por erros sistematicos. Dessa forma, €
possivel sugerir que o método espectrofotométrico apresenta boa exatidao para determinagao
de HMF em amostras de xarope e o método de referéncia nao ¢ afetado de forma significativa

por erros aleatdrios e sistematicos (Figura 6.8).
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Figura 6.7. Reta da regressao linear entre os métodos de CLAE-UV e espectrofotométrico

Em vista dos resultados obtidos pode-se sugerir que o método espectrofotométrico

apresenta boa exatidao para a determinagao de HMF em amostras de xarope.

6.3. Conclusdes parciais

O presente estudo permitiu verificar que € possivel quantificar o teor de HMF em
amostras de xarope em uma ampla faixa de concentracdo pelo método espectrofotométrico
proposto neste trabalho. Os estudos de otimizagdo e validagao intralaboratorial sugeriram que
o método espectrofotométrico apresenta boa linearidade e sensibilidade, bem como exatiddo e
precisdo adequadas para a analise deste contaminante em xarope. Além disso, pode-se sugerir
que o método espectrofotométrico por ser de baixo custo, de facil execu¢dao e ndo necessitar
de preparo de amostra possa ser adotado em laboratdrios de controle de qualidade e por 6rgao

regulamentadores.
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CAPITULO 7. CORRELACAO DO HMF COM A COMPOSICAO QUIMICA DE
MEL, DE XAROPE E DE MELACO DE CANA

Na literatura, tem sido reportado que o HMF ¢ um contaminante formado
espontaneamente em alimentos ricos em carboidratos pela reagdo de Maillard (reagdo de
escurecimento nao enzimatico) ou por desidratacdo de aglcares na forma de hexoses
catalisada por acidos (BELITZ et al., 2009; KHALIL et al., 2010; TOKER et al., 2013).
Sabe-se que este contaminante ¢ praticamente ausente em alimentos frescos e que nao
sofreram processamento térmico. Seus niveis elevam-se quando o alimento ¢ submetido a
processamentos térmicos severos ou longos periodos de estocagem (ASKAR, 1984; BATH e
SINGH, 1999; FALLICO et al, 2004; KHALIL et al., 2010). De modo geral, a formacao de
HMF em alimentos com altos teores de carboidratos esta relacionada a concentracdes
elevadas de acucares redutores, baixos valores de pH, aplicagdo de altas temperaturas durante
0 processamento ou estocagem e longos tempos de armazenagem (BELITZ et al., 2009).

Com relagdo aos alimentos investigados neste trabalho tem sido descrito que a
velocidade de formacao de HMF em mel durante a estocagem pode ser afetada pelo uso de
recipientes metalicos, pelas caracteristicas quimicas (pH, agucares redutores, acidez total e
conteido mineral) relacionadas a origem botanica do mesmo e tipo de exposicdo térmica e
fotoquimica (SPANO et al, 2006; KHALIL et al., 2010). Para melaco de cana por sua vez, a
formacdo de HMF ¢ dependente da temperatura aplicada no processamento, tipo de agucar,
valores de pH, atividade de 4gua e concentragdo de cations divalentes presentes no meio
(TOKER et al., 2013). Todavia, ndo foram encontrados estudos desse tipo para amostras de
mel e melaco de cana provenientes do Brasil e Canada, as quais podem apresentar diferengas
na composi¢do quimica e especialmente na temperatura do processamento e tempo de
estocagem. Ja para o xarope devido a escassez de trabalhos na literatura relacionados a
determinagdo de HMF nesta matriz, ndo foram encontradas referéncias que apresentassem os
fatores que influenciam na formagdo deste contaminante. Outro aspecto a ser salientado ¢ que
os estudos descritos na literatura tém sido realizados de forma univariada. Sendo assim, no
presente trabalho foi realizado um estudo de correlagao entre os teores de HMF encontrados
com a composi¢do quimica das amostras de mel, de xarope e de melago de cana pela
aplicacdo da Analise de Componentes Principais.

A Andlise de Componentes Principais (ACP) ¢ uma ferramenta quimiométrica que

transforma os dados multivariados em novas variaveis ortogonais, maximizando assim, suas
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variancias. Dessa forma, os dados transformados estdo projetados em duas ou trés dimensdes
para facilitar o reconhecimento de tendéncias sistematicas. Os dados experimentais sdo
projetados dentro de coordenadas 2D ou 3D, que correspondem aos graficos de escores,
mostrando a relacdo entre esses valores experimentais. Os grupos de valores que sdo
formados no grafico de escores podem ser usados na classificagao/separagao de amostras com
dados similares (WEI et al., 2010). Dessa forma, por meio da ACP busca-se simplificar ou
facilitar a interpretacdo dos fatores estudados, pela construcdo de varidveis alternativas que
sintetizem a informac¢do original dos dados. Além disso, permite agrupar elementos que
apresentam similaridade entre si e analisar as relagdes entre as varidveis que estdo associadas

ao fator estudado (MINGOTI, 2005; PELLERANO et al., 2012).

7.1. Materiais e Métodos

7.1.1. Analises Fisico-Quimicas

Para as amostras investigadas neste estudo e descritas no capitulo 4 foi avaliada
também a composicdo fisico-quimica através da andlise dos pardmetros agucares redutores,
umidade, pH, acidez, condutividade elétrica e também pelo grau de escurecimento nao
enzimatico. Todas as analises foram realizadas no Laboratorio de Analise de Tragos e

Instrumentacao (LabGati) da Unicentro.

7.1.1.1. Acucares redutores

A determinagdo de agucares redutores nas amostras foi realizada de acordo com o
método 177/IV dos Métodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos (ZENEBON e
PASCUET, 2008). As analises foram realizadas em duplicata.

7.1.1.2. Umidade

A determinacdo do teor de umidade (%) para as amostras de mel foi realizada pelo
método refratométrico por meio da conversdo dos valores de indice de refracdo em
porcentagem de umidade. As medidas foram obtidas em um refratdmetro de Abbé a 20°C

segundo o método 173/IV dos Métodos Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos
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(ZENEBON e PASCUET, 2008). A andlise do teor de umidade (%) para as amostras de
xarope e de melago de cana foi realizada através da titulacdo volumétrica de Karl Fischer,
com titulador Q349-1 da Quimis, utilizando reagente de Karl Fischer sem piridina (Biotec) e
metanol anidro (JT Baker, EUA), segundo o método 014/IV dos Métodos Fisico-Quimicos
para Analise de Alimentos (ZENEBON e PASCUET, 2008). As analises foram realizadas em

triplicata.

7.1.1.3. pH

A andlise de pH foi realizada em um pHmetro modelo pH.21 da marca Hanna de
acordo com o método 017/IV dos Métodos Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos
(ZENEBON e PASCUET, 2008). Foram preparadas solugdes de 50,0 mg mL" de cada
amostra (mel, xarope e melago de cana), para posterior leitura do pH. As analises foram

realizadas em duplicata.

7.1.1.4. Grau de escurecimento nao enzimatico

Os valores de absorbancia a 420 nm sao normalmente adotados como uma medida do
grau de escurecimento nao enzimatico ou da extensdo da reacdo de Maillard (LIENOVEN et
al., 2002). Para a andlise foi utilizado um espectrofotometro UV-Vis, marca Spectrun Meter,
modelo SP-2000UV e cubeta de vidro de 10,0 mm de caminho Optico. A andlise baseou-se no
método de Almeida e Benassi (2011), com modificagdes na massa da amostra e adigao de
clarificante. Foi preparada uma solucdo de mel e xarope 10,0 % (m/v) e de melago de cana 0,5
% (m/v). A dilui¢do foi adotada para reduzir o espalhamento da luz devido aos agregados de
proteinas. A determinagdo da absorbancia da solugdo de xarope de glicose foi realizada em
um comprimento de onda de 420 nm. Para as amostras de mel e de melago de cana, que
contém naturalmente maior teor de proteinas foi adicionado também um clarificante, sendo
0,5 mL de solug¢ao de Carrez I ¢ 0,5 mL de solucdao de Carrez II. Em seguida as solucdes de
mel e de melago de cana foram centrifugadas durante 10 minutos, para posterior determinagao
da absorbancia do sobrenadante em 420 nm. As medidas foram realizadas em duplicata no

Laboratorio do Grupo de Analise de Tracos e Instrumentagdo (LabGati) da Unicentro.
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7.1.1.5. Acidez

Para a determinagdo da acidez das amostras de mel, de xarope e de melago de cana foi
utilizado um pHmetro modelo pH.21 da marca Hanna de acordo com o método 253/IV dos
M¢étodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos (ZENEBON e PASCUET, 2008). Foi
preparada uma solu¢ao de cada uma das amostras em duplicata, pela diluicdo de 10,0 g da
amostra com 90,0 mL de 4gua destilada. Posteriormente, a solugdo da amostra foi titulada
com hidroxido de sddio (NaOH) 0,1 mol L, até obtengdo de pH proximo de 8,0. Os

resultados foram calculados por meio da Equagao 7.1.

) VxfxMx100 .
Acidez = y (Equacao 7.1)

em que :
V= volume gasto de hidréxido de sodio 0,1 M

f= fator de corre¢@o do hidréxido de sodio 0,1 M

M = molaridade da solugdo de hidréxido de so6dio 0,1 M

A = volume da amostra em mL ou massa em g

7.1.1.6. Condutividade Elétrica

A medida da condutividade elétrica das amostras de mel, de xarope e de melago de
cana foi realizada utilizando-se um condutivimetro Conductivity Meter, da marca Lutron,
modelo CD-4301. Inicialmente foi realizada a padronizagdao do condutivimetro com solu¢do
padrio de condutividade 14,12 uS cm™. Foi realizada a leitura da condutividade da 4gua
ultrapura, a qual deve ser menor que 2,0 uS cm™. Em seguida, pesou-se 5,0 g de cada amostra
e adicionou-se 95,0 mL de &gua ultrapura. Posteriormente, realizou-se a leitura da
condutividade elétrica. As leituras de condutividade elétrica foram automaticamente
corrigidas pelo condutivimetro com relacao a temperatura. As analises foram realizadas em

duplicata.

7.1.2. Analise de HMF

Os teores de HMF foram obtidos em triplicata pelo método validado de CLAE-UV

descrito no Capitulo 5.
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7.1.3. Analise Estatistica

Para avaliar a influéncia da composicao quimica de mel, de xarope e de melaco de
cana nos teores de HMF foi aplicada uma Analise de Componentes Principais (ACP). A ACP
foi realizada através da determinagdo da distancia entre os dados das amostras que foram
calculados considerando-se as médias dos parametros fisico-quimicos. Toda a analise
estatistica foi realizada usando o software MATLAB (Matlab & Simulink-R2006a,
OPENCADD ADVANCED TECHNOLOGY, Sao Paulo, Brazil).

7.2. Resultados e Discussao

No Capitulo 5, no item 5.4 em que foi descrita a aplicagdo do método de CLAE-UV
validado foram observadas diferencas significativas nos teores de HMF entre amostras de
mel, entre amostras de xarope e entre amostras de melago de cana. Para melhor explicar este
comportamento foram determinados fatores relacionados a reagdo de formagao do HMF como
a composicao quimica das amostras (agtcares redutores, pH, umidade, condutividade elétrica
e acidez) bem como o grau de escurecimento ndo enzimatico medido a 420 nm e idade
estimada que esta relacionada com o tempo de estocagem. A idade estimada foi determinada
considerando-se a data de fabricacdo e a data de realizagdo das analises. Os resultados da
andlise da composi¢ao quimica sdo apresentados na Tabela 7.1 como médias, desvios padrao
e intervalos de variacgao.

A Tabela 7.1 apresenta a informagdo referente ao tempo de estocagem das amostras
coletadas no Brasil e no Canada. Para as amostras M5, M6 e M9, provenientes do Canada,
ndo foi possivel determinar a idade estimada das mesmas, pois, os fabricantes ndo declararam

no rétulo informacgdes sobre a data de fabricacao.

100



Tabela 7.1. Teores de HMF e dados de composi¢do quimica das amostras de mel, xarope e melago de cana.

D' Teor de HMF Acticares Umidade (%) pH Absorbancia Condutividade Acidez Idade Estimada®
(mg kg") redutores (%) 420nm’
M1 13,12+ 0,09 72,45+0,01 17,30 £ 0,00 3,72 +£0,02 0,090 £ 0,001 0,205 £ 0,001 35,16 0,37 5 meses
M2 5,88 +£0,13 73,50+ 0,01 16,95 £ 0,00 3,96 £ 0,00 0,087 + 0,002 0,181 £ 0,000 22,58 £ 0,34 1 més
M3 84,39 £ 0,70 72,44 £ 0,01 17,20 £ 0,00 3,67 +£0,01 0,123 £ 0,001 0,187 £ 0,001 32,03 +0,01 9 meses
M4 36,44 + 0,39 67,50 = 0,06 20,15 £ 0,00 3,32+£0,01 0,039 + 0,002 0,076 = 0,000 17,49 £ 0,00 25 meses
M5 21,56 + 0,23 70,40 £ 0,01 17,65 + 0,00 3,47+ 0,00 0,028 + 0,001 0,069 + 0,000 11,65 + 0,00 Nao informado
Mo 11,59 + 0,64 67,34 £ 0,02 16,50 + 0,00 3,52 +£0,00 0,054 + 0,017 0,068 £+ 0,000 11,17 £ 0,00 Nao informado
M7 41,64 + 2,56 71,42 = 0,00 16,10 £ 0,00 3,50 £ 0,01 0,033 + 0,000 0,061 + 0,001 11,40 + 0,34 1 més
M8 49,75+ 2,97 74,60 £ 0,01 16,50 + 0,00 3,75+0,00 0,129+ 0,010 0,121 + 0,001 18,68 + 0,34 1 més
M9 12,98 + 0,55 68,48 £ 0,01 17,15 £ 0,00 3,50+0,00 0,024 £ 0,002 0,059 + 0,000 10,92 + 0,34 Nao informado
Intervalo de Variagdo 5,88 - 84,39 67,34 - 74,60 16,10 - 20,15 3,32-3,96 0,024 - 0,129 0,059 - 0,205 10,92 - 35,16 -
X1 1655,88 + 7,14 60,74 + 0,25 15,21 £0,08 4,35+0,02 0,194 + 0,002 0,244 + 0,000 3,88 £ 0,00 44 meses
X2 1086,90 + 3,57 59,45+0,21 19,46 + 0,03 4,37 0,00 0,210 + 0,001 0,176 + 0,000 5,34 +£0,00 42 meses
X3 1627,95 + 3,45 64,72 £ 0,16 15,22 £ 0,05 2,65+ 0,02 0,140 + 0,001 0,305 + 0,001 45,02+ 0,74 41 meses
X4 50,37 £ 0,59 40,32 +£ 0,00 20,59 £ 0,03 5,00 £ 0,01 0,090 + 0,002 0,258 £ 0,001 1,45+0,00 5 meses
X5 ND* ND* 32,24+ 0,07 5,89 +£0,01 0,012 £+ 0,000 0,110 £ 0,000 2,89 £ 0,00 12 meses
X6 2121,29 +2.47 62,37+0,19 17,65+0,16 4,46 = 0,00 0,190 £+ 0,000 0,240 £ 0,001 3,91 +£0,01 14 meses
X7 406,60 + 2,26 57,24 £0,17 18,10 £ 0,18 4,84 £ 0,00 0,208 £ 0,001 0,173 £ 0,001 5,41 +£0,01 15 meses
X8 1642,55 + 5,14 65,12+0,12 12,13+ 0,51 3,27 +£0,00 0,149 £ 0,001 0,313 £ 0,001 45,34+ 0,69 18 meses
Intervalo de Variagdo ~ ND* -2121,29 ND* - 65,12 12,13 -32,24 2,65 -5,89 0,012-0,210 0,110-0,313 1,45 -45,34 -
MCl1 536,43 £2,01 66,61 +0,01 20,52 + 0,08 4,56 £0,01 1,420 + 0,001 0,888 + 0,001 52,35+ 1,96 12 meses
MC2 115,07 £ 0,08 33,56 £ 0,23 18,60 + 0,04 4,06 £ 0,01 0,205 + 0,001 0,329 + 0,001 41,19+ 0,13 13 meses
MC3 893,14 £ 5,47 54,44 £ 0,02 14,01 £ 0,06 3,65 +0,00 0,325 + 0,005 0,293 + 0,001 60,45+ 0,35 12 meses
MC4 109,25 + 1,03 33,33+0,01 17,41 £ 0,02 5,28 £0,01 0,955+ 0,001 0,584 £ 0,001 35,70 £ 0,34 6 meses
MCS5 593,31 +£0,48 45,67 +0,00 16,73 £ 0,06 4,29 +0,02 0,920 + 0,001 0,812 + 0,003 80,10+ 1,36 1 més
MC6 20,90 £ 2,27 40,64 + 0,01 18,83 +£ 0,09 5,34+ 0,00 3,125+ 0,007 1,357 £ 0,002 61,48+0,17 8 meses
MC7 460,87+2,42 64,21 £0,01 18,47 £ 0,26 4,78 £0,01 1,418 £ 0,001 0,891 + 0,000 52,65+1,02 1 més
Intervalo de Variagao 20,90 - 893,14 33,33 - 66,61 14,01 - 20,52 3,65-5,34 0,205 - 3,125 0,293 - 1,357 41,19 - 80,10 -

"ID = Identificagdo das amostras em que as letras correspondem a identificagio do alimento (M = mel; X = xarope; MC = melago de cana) e os niimeros as amostras; -
medida do grau de escurecimento causado pela reagio de Maillard ou desidratagdo das hexoses catalisada por 4cido; * Intervalo de tempo estimado entre a data de fabricagdo e
a data de realizagdo das analises *ND = ndo detectado.
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Em estudos da literatura reporta-se que o tempo de estocagem ¢ um fator que
apresenta influencia na formagdo de HMF em amostras de mel e de melagos de frutas, sendo
que os maiores teores deste contaminante estdo relacionados ao maior tempo de estocagem
das amostras (TOKER et al., 2013; LEMOS et al., 2010). No entanto, observando-se a idade
estimada das amostras analisadas (Tabela 7.1), verifica-se que no presente trabalho o tempo
de estocagem nao foi um fator importante para a formagao deste contaminante nas amostras
dos alimentos investigados. Portanto, este parametro ndo foi utilizado para explicar os niveis
de HMF obtidos para estas amostras. Isso sugere também que a composi¢cdo quimica € o
processamento térmico aplicado apresentam maior influéncia para a formacgdo deste
contaminante nestas matrizes (SPANO et al., 2006; KHALIL et al., 2010; TRUZZI et al.,
2012).

Visto o grande numero de variaveis avaliadas para as amostras de mel, de xarope e de
melaco de cana foi realizada uma Analise de Componentes Principais (ACP) de modo a
verificar quais fatores sdo importantes para a formagdo de HMF e que poderiam explicar as
variagdes no teor deste contaminante para cada alimento investigado.

No presente trabalho, a ACP foi aplicada aos dados experimentais dos teores de HMF,
acucares redutores, umidade, pH, grau de escurecimento ndo enzimdtico, condutividade
elétrica e acidez, nas amostras de mel, de xarope e de melaco de cana descritas no Capitulo 4.
Por meio da ACP buscou-se verificar as possiveis semelhancas e/ou diferengas entre as
mesmas, sua correlacdo entre as varidveis, bem como verificar quais parametros fisico-
quimicos eram importantes para explicar os teores de HMF obtidos nas amostras analisadas.
Os dados originais foram autoescalonados e utilizados para gerar o modelo de regressdo

multivariada, de forma a manter a quantidade méaxima de variabilidade presente nos dados.

7.2.1. Analise de Componentes Principais de Mel

Inicialmente foi realizada uma ACP, com as variaveis HMF, actcares redutores,
umidade, grau de escurecimento ndo enzimatico, acidez, pH e condutividade elétrica. No
entanto, foi observado que os fatores pH e condutividade elétrica ndo apresentaram forte
correlagao com o HMF em nenhum dos CPs obtidos. Diante disso, foi realizada uma reducgao
de varidveis do modelo e a ACP para o mel foi realizada para o teor de HMF, acucares
redutores, umidade, grau de escurecimento ndo enzimatico e acidez. Entre os componentes

principais a 1* e 2* CP foram responsaveis por explicar 77,30% de toda a variancia nos dados,
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considerando que a 1* componente explicou 53,61% das relagdes existentes entre as amostras
considerando as variaveis estudadas e a 2* componente explicou 23,69%.

Os resultados da ACP sao apresentados como escores. Estes caracterizam os principais
padrdes de concentragdes no conjunto de dados que sdo analisados e sua variancia explicada.
A obtencao de escores positivos e negativos elevados permite verificar quais variaveis sao
importantes para o CP que estd sendo avaliado. Os resultados para os escores das variaveis

referentes aos fatores 1 (CP1) e 2 (CP2) e as correlacdes, estdo apresentadas na Tabela 7.2.

Tabela 7.2. Escores das varidveis HMF, actcar redutor, umidade, grau de escurecimento ndo
enzimatico e acidez para as amostras de mel.

Variaveis CP1 CP2

HMF -0,579396 -0,386320
Acucar redutor -0,864907 0,298065
Umidade 0,329509 -0,897556
Grau de escurecimento ndo enzimatico -0,942651 -0,043646
Acidez -0,774465 -0,372613

Como pode ser observado na Tabela 7.2, o primeiro componente (CP1) mostra que o
HMF estd diretamente correlacionado com actcares redutores, grau de escurecimento nao
enzimatico e acidez. A umidade apresentou um valor de escore positivo baixo no CP1, nao
sugerindo correlagdo significativa com HMF e os demais fatores. J& na CP2 ¢ possivel
verificar que nenhum dos fatores mostrou forte correlagdo com o HMF.

De acordo com a literatura, os teores de HMF se elevam em amostras de mel que
apresentam altos teores de acucares e acidez (KHALIL et al., 2010). Considera-se ainda que a
formagdo deste contaminante esteja relacionada a uma maior absorbancia em 420 nm, que ¢
um indicativo do grau de escurecimento ndo enzimatico da amostra, principalmente pela
aplicagdo de tratamento térmico (FALLICO et al., 2004; ALMEIDA e BENASSI, 2011). Isso
sugere uma maior influéncia na formagdo do HMF da composi¢cdo quimica das amostras de
mel e do processamento térmico aplicado.

As Figuras 7.2 e 7.3 apresentam o grafico de pesos e o grafico de escores,
respectivamente, para as duas primeiras componentes principais (CP1 e CP2), para as 09

amostras de mel e os 05 componentes estudados.
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Figura 7.2. Grafico de pesos para a CP1 e CP2 obtidas com a andlise multivariada dos dados para mel
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Figura 7.3. Grafico de escores para as componentes principais 1 e 2 obtidas com a analise multivariada dos méis

provenientes: do @ Brasil e do @ Canada

Avaliando-se as amostras apresentadas na Figura 7.3, ¢ possivel verificar que a
variabilidade das amostras foi explicada principalmente pela CP1 com 53,61%. Observa-se
que todas as amostras de mel provenientes do Canada com excecdo da amostra M8 (Figura
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7.3) estdo agrupadas no quadrante positivo de X e positivo de Y. Em comparagdo com o
grafico de pesos (Figura 7.2), verifica-se que estas amostras ndo apresentam correlacdo
significativa com nenhum dos fatores apresentados. Nota-se que as amostras de mel
canadenses apresentaram teores menores de HMF e de todas as outras variaveis e suas
caracteristicas fisico-quimicas sao semelhantes entre si. A amostra M4 que se encontra no
quadrante positivo de X e negativo de Y (Figura 7.3), ndo se agrupa com as demais amostras,
e como observado na CP1 (Figura 7.2), apresenta maior teor de umidade e baixos valores de
acucares redutores, grau de escurecimento ndo enzimatico, acidez e de HMF. A amostra M4 ¢
uma amostra proveniente do Vale do Ribeira em Sao Paulo, uma regido de floresta,
caracteristica pela presenca de méis silvestres (LIANDA, 2009). Os méis apresentam em sua
composicdo compostos fenolicos e flavondides, que atuam como antioxidantes (LIANDA,
2009). Segundo Bogdanov et al. (2004) amostras de mel de coloragdo clara apresentam um
teor maior de flavonoides, e amostras com coloragdo mais escura apresentam maiores teores
de compostos fenolicos. Considera-se que a atividade antioxidante dos méis tem sido relatada
como eficaz contra as reacdes de escurecimento neste alimento (LIANDA, 2009). Diante
disso, sugere-se que o baixo teor de HMF presente nesta amostra (M4) possa estar relacionado
a maior a¢do antioxidante da mesma, pela presenga de compostos fenolicos e flavonoides, que
inibem a extensao da reacao de Maillard.

As amostras M1, M2 e M3 oriundas do Brasil e a amostra M8 proveniente do Canada
encontram-se do lado esquerdo da CP1 (Figura 7.3). Estas amostras sao influenciadas pelos
teores relativamente altos de agucares redutores, grau de escurecimento ndo enzimatico e
acidez, que sdo fatores que podem afetar os teores de HMF (SPANO et al, 2006; KHALIL et
al., 2010). Nota-se que o teor de HMF da amostra M3 (quadrante negativo de X e negativo de
Y), na Figura 7.3 se comparado com o grafico de pesos (Figura 7.2), justifica-se pela acidez e
grau de escurecimento ndo enzimatico. Como ja descrito anteriormente, a medida da
absorbancia a 420 nm tem sido usada como uma estimativa do grau de escurecimento nao
enzimatico ou da extensdo da reagdo de Maillard para alimentos como café e bebidas como
vinho (SERRA-CAYUELA et al., 2013, ALMEIDA ¢ BENASSI, 2011).

O HMF ¢ um produto intermediario da reacdo de Maillard e pode apresentar coloragao
levemente amarelada, enquanto que os produtos finais desta reacdo sao pigmentos castanhos
ou escuros conhecidos como melanoidinas (SHIBAO, 2010). O teor de HMF obtido para as
amostra M3 pode ser atribuido possivelmente ao processamento ao qual este mel foi

submetido, visto que esta amostra apresentou influéncia significativa do escurecimento nao
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enzimatico medido pela absorbancia em 420 nm. Este pardmetro ¢ um indicativo de aplicacdo
de aquecimento, sendo este utilizado de modo a evitar a cristalizagdo do mel, para posterior
envase e distribui¢do no comércio (ZAPPALA et al., 2005; ROTARESCU e VIDICAN,
2010).

A amostra canadense M8 apresenta uma influéncia significativa dos actcares
redutores, condi¢do favoravel para formagdo do HMF. Esta amostra ¢ comercializada a granel
e armazenada em recipientes de ago inoxidavel, aquecidos de modo a evitar a cristalizagdo do
produto (TRUZZI et al., 2012; FALLICO et al., 2004). Sugere-se que estes fatores tenham
contribuido para a formacao do HMF. Assim, atribui-se os valores de HMF encontrados a
forma de estocagem destes méis bem como a presenca de agucares redutores em altas
concentragodes, teores elevados de acidez e aplicacdo de tratamento térmico durante a
estocagem, condi¢cdes que sdo favoraveis a formacdo deste contaminante (CAPUANO e
FOGLIANO, 2009; SPANO et al., 2009, LEMOS et al., 2010; VORLOVA et al., 2006;
ULBRICHT et al., 1984).

7.2.2. Analise de Componentes Principais do Xarope

Assim como para o mel, o xarope também apresentou HMF em sua composi¢do,
porém em maior concentragdo. Como ja visto anteriormente, sdo escassos os trabalhos na
literatura referentes a determinacao deste contaminante neste alimento. Buscando-se verificar
uma possivel correlacdo entre os teores de HMF e as caracteristicas quimicas das amostras de
xarope (Tabela 7.1) foi realizada uma Andlise de Componentes Principais (ACP). As
variaveis analisadas foram HMF, agucares redutores, pH, umidade, grau de escurecimento nao
enzimatico medido pela absorbancia em 420 nm, condutividade elétrica e acidez.

Os resultados da ACP sugeriram que a 1* e 2* componentes principais foram
responsaveis por explicar 89,84% de toda a varidncia nos dados, considerando que a 1°
componente explicou 70,64% das relagdes existentes entre as varidveis e a 2* componente
explicou 19,20%.

Os resultados da ACP sdo apresentados como escores (positivos e negativos), por
meio dos quais se permite verificar quais variaveis sao importantes para o CP que estd sendo
avaliado. Os resultados para os escores das vaidveis referentes aos fatores 1 (CP1) e 2 (CP2) e

as correlacdes, estdo apresentadas na Tabela 7.3.
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Tabela 7.3. Escores das varidveis HMF, acgucares redutores, umidade, pH, grau de

escurecimento ndo enzimatico, condutividade elétrica e acidez para as amostras de xarope.

Variaveis CP1 CP2

HMF -0,823193 -0,140658
Acucares redutores -0,931993 -0,334170
Umidade 0,959307 0,135366
pH 0,924460 -0,309270
Grau de escurecimento ndo enzimatico -0,658491 -0,727952
Condutividade elétrica -0,852426 0,345151
Acidez -0,680600 0,670426

Como pode ser observada na Tabela 7.3, o primeiro componente (CP1) mostra que o
HMF esta diretamente correlacionado com aglicares redutores, grau de escurecimento nao
enzimatico, condutividade elétrica e acidez e inversamente correlacionado com pH e umidade.
De acordo com a literatura, os teores de HMF em alimentos com altos teores de carboidratos
como mel e melago de cana devem-se a maior quantidade de agucares redutores (glicose e
frutose) presentes na matriz, menores valores de pH e consequentemente maiores teores de
acidez, bem como a maiores valores de condutividade elétrica e menores teores de umidade
nas amostras (KHALIL et al., 2010; TOKER et al., 2013). Além disso, como ja descrito para
mel, a formacao deste contaminante ¢ avaliada ainda pelo grau de escurecimento nao
enzimatico, em que maiores valores de absorbancia, indicam uma maior extensao da reacao
de Maillard (ALMEIDA e BENASSI, 2011). Ja na CP2 ¢ possivel verificar que ndo houve
nenhuma correlagao significativa do HMF com as demais variaveis.

As Figuras 7.4 e 7.5 apresentam o grafico de pesos e o grafico de escores,
respectivamente, para as duas primeiras componentes principais (CP1 e CP2), para as 08

amostras de xarope e as 07 varidveis estudadas.
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amostras de xaropes provenientes: do @ Brasil e do e Canada

Na Figura 7.5, observa-se que a CP1 explica 70,64% da variabilidade nos resultados
obtidos. A amostra de xarope proveniente do Canadd (X5) e dos Estados Unidos (X4)

separam-se das amostras oriundas do Brasil. As amostras canadenses X4 e X5 encontram-se
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agrupadas no quadrante positivo de X e positivo de Y. Os menores teores de HMF obtidos
para estas amostras (Figura 7.5), observando-se o grafico de pesos sdo explicados pela
umidade, sendo que estas amostras apresentam maiores teores de umidade, favorecendo a
obtencao de baixos teores de HMF. A amostra de xarope de glicose X4 estd em um quadrante
oposto ao HMF e ao grau de escurecimento ndo enzimatico, indicando que esta apresenta teor
baixo deste contaminante. Sugere-se que este fato esteja relacionado ao processamento o qual
esta amostra foi submetida, provavelmente, um processamento enzimatico. Este
processamento ocorre com temperatura adequada e controlada, garantindo um melhor
controle da qualidade do produto a ser comercializado, pois valores elevados de temperatura
destroem as enzimas por desnaturacdo, inibindo irreversivelmente sua atividade (PINTO,
2009). Assim, a amostra X4 apresentou menor grau de escurecimento ndo enzimatico que as
amostras brasileiras.

A amostra do Canadd X5, assim como a amostra X4 encontra-se em um quadrante
oposto ao HMF, apresentando assim o teor de HMF abaixo do limite de detec¢do (LD). Esta
amostra ¢ um xarope de bordo, como descrito no Capitulo 4, conhecido como maple syrup e
sirop d’érable nos Estados Unidos e no Canada. Esta amostra encontra-se no quadrante
oposto ao HMF, agucares redutores e grau de escurecimento ndo enzimatico (Figuras 7.4 e
7.5) sugerindo que esta apresenta os menores valores destes fatores. Como observado na
Tabela 7.1, a amostra X5 ndo apresenta agucares redutores em sua composicdo, fato este
importante para explicar a ndo quantificacdo deste contaminante visto que os agucares
redutores sdo essenciais para a formacao de HMF (KHALIL et al., 2010). Risner et al. (2006)
também analisaram um xarope de bordo e de forma similar, obtiveram valores de HMF
abaixo do limite de detecc¢ao (LD).

E possivel observar no CP1 (Figura 7.5), que as amostras X3 e¢ X8, que sdo
provenientes do Brasil, obtidas pelo fabricante A ficaram agrupadas no quadrante negativo de
X e positivo de Y. O teor de HMF nestas amostras ¢ explicado pela acidez e condutividade
elétrica. As amostras brasileiras de xarope X1 e X6 (Figura 7.5) provenientes do fabricante B
ficaram agrupadas no quadrante negativo de X e de Y, sendo o teor de HMF explicado pelos
acucares redutores e grau de escurecimento ndo enzimatico. As amostras X2 e X7 foram
provenientes do Brasil e do fabricante C. A amostra X2, encontra-se proxima ao €ixo Y, nao
apresentando contribuicdo significativa de nenhuma das variaveis da CP1 para explicar o teor
de HMF, sendo que na CP2 esse teor ¢ explicado pelo grau de escurecimento, pH e agucar

redutor. Enquanto que a amostra X7 ¢ influenciada pelo pH. Sugere-se também que os
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elevados valores de HMF obtidos para as amostras X1 a X3 e X6 a X8 estejam relacionados
ao tipo de processamento térmico utilizado para o beneficiamento do xarope e ao periodo
longo de estocagem. Para o xarope ndo sdo apresentados na literatura limites aceitaveis deste
contaminante, ja que sido encontrados poucos trabalhos referentes a esta matriz (VORLOVA
et al., 2006; RISNER et al., 2006; MAKAWTI et al., 2009). Estes fatores permitem sugerir
ainda que ndo ha um controle no processamento térmico destas amostras, visto que as mesmas
apresentaram teores variados e elevados deste contaminante.

As amostras de xarope X1 a X3 e X6 a X8 provenientes do Brasil apresentaram os
maiores teores de HMF se comparadas as amostras X4 e X5, provenientes do Canada (Tabela
7.1), o que pode ser atribuido aos fatores: composi¢do quimica, processo de obtencdo dos
xaropes e tempo de estocagem. Podem ser encontrados xaropes com equivaléncia média de
dextrose (42 DE) e equivaléncia alta de dextrose (65 DE) (CAUVAIN E YOUNG, 2000).
Desta forma, verifica-se que as amostras de xarope (Tabela 7.1) oriundas do Brasil
apresentaram valores de aglicares redutores (59,45 a 64,72%), correspondentes a xaropes de
equivaléncia de dextrose alta, enquanto que as amostras de xarope provenientes do Canada
(X5) e Estados Unidos (X4) mostraram uma faixa de agucares redutores (37,87 a 40,32%)
similar a de xaropes com equivaléncia média de dextrose (42 DE). Desta forma, fica evidente
que os teores de aglicares redutores presentes nas amostras de xarope de glicose tém grande
influéncia na formac¢do de HMF. Pode-se salientar que o xarope de glicose 42 DE, apresenta
maiores valores de umidade bem como a presenca de maiores teores de dioxido de enxofre
(SO,) (250 — 400 ppm) que o xarope com 65 DE (SO, = 20 — 40 ppm). O SO, origina-se no
processo de obtengdo do amido a partir do milho e previne a formagdo de coloracdo no xarope
durante a estocagem em altas temperaturas, pois reage com o HMF formando é&cidos
hidroxialquilsulfonicos (PINTO, 2009; AZEVEDO et al., 2007).

Assim, os teores de HMF encontrados nas amostras de xarope podem ser explicados
pela composi¢do quimica dos mesmos (maiores teores de agucares redutores, baixos valores
de pH e umidade). Além disso, os maiores valores de absorbancia em 420 nm (grau de
escurecimento) apresentam também contribuicao para o teor de HMF obtido para as amostras,

indicando a influéncia do processamento térmico aplicado as mesmas.
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7.2.3. Analise de Componentes Principais de Melago de Cana

As amostras de melago de cana também apresentaram teores variados de HMF em sua
composicdo (Tabela 7.1). Para estabelecer se haviam correlagdes entre as caracteristicas
fisico-quimicas e os teores de HMF foi aplicada uma Anéalise de Componentes Principais
(ACP). Os resultados da ACP sugerem que a 1* e 2* componentes principais foram
responsaveis por explicar 78,32% de toda a varidncia nos dados, considerando que a 1?*
componente explicou 49,55% das relagdes existentes entre as varidveis e a 2* componente
explicou 28,77%.

Os resultados da ACP sao apresentados como escores. Os resultados para os escores
das vaiaveis referentes aos fatores 1 (CP1) e 2 (CP2) e as correlagdes, estdo apresentadas na

Tabela 4.9.

Tabela 7.4. Escores das varidveis HMF, acgucares redutores, umidade, pH, grau de
escurecimento nao enzimatico, condutividade elétrica e acidez para as amostras de melago de
cana.

Variaveis CP1 CP2

HMF 0,775911 -0,592702
Acucares redutores 0,161080 -0,755817
Umidade -0,728687 0,004322
pH -0,917081 0,091943
Grau de escurecimento ndo enzimatico -0,860843 -0,414602
Condutividade Elétrica -0,835761 -0,534676
Acidez 0,170311 -0,790725

Como pode ser observada na Tabela 7.4, o primeiro componente (CP1) mostra que o
HMF estd inversamente correlacionado com a umidade, pH, grau de escurecimento nao
enzimatico e a condutividade elétrica, e ndo apresentou correlagdo significativa com agucares
redutores e acidez. Segundo Toker et al. (2013), estes fatores sdo importantes para a formagao
do HMF, sendo que amostras que contém menores teores de umidade e valores de pH,
apresentam maiores teores deste contaminante. Como mencionado anteriormente, o grau de
escurecimento ndo enzimatico avaliado pela medida de absorbancia em 420 nm ¢ um fator
que influencia na formacdo do HMF, sendo observados os maiores teores deste contaminante
em amostras de melago de cana com maiores valores de absorbancia em 420nm. (TOKER,
2013; ALMEIDA e BENASSI, 2011). No entanto, para o presente estudo foi verificado na

CP1 que o HMF ¢ inversamente proporcional ao grau de escurecimento ndo enzimatico para
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as amostras de melago analisadas (Tabela 7.4). Sugere-se que este fator esteja relacionado
com o avango na Reacdo de Maillard, visto que o HMF ¢ um intermedidrio da reagdo,
possibilitando a conversdo deste contaminante para obten¢do dos produtos finais da reagao,
como as melanoidinas (OETERRER, 2006). Ja na CP2 ¢ possivel verificar que o HMF esta
diretamente correlacionado com agucares redutores e acidez e nao apresenta correlagdo
significativa com os demais fatores.

As Figuras 7.6 e 7.7 apresentam o grafico de pesos e o grafico de escores,
respectivamente, para as duas primeiras componentes principais (CP1 e CP2), para as 07

amostras de melago de cana e os 07 componentes estudados.
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Figura 7.6. Grafico de pesos para a CP1 e CP2 obtidas pela analise multivariada dos dados para melago de cana
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Figura 7.7. Grafico de escores para as componentes principais 1 ¢ 2 obtidas pela analise multivariada das

amostras de melago de cana provenientes: do @ Brasil e do ® Canada

A amostra MC6 proveniente do Canadd ndo se agrupa com nenhuma das outras
amostras (Figura 7.7). Como observado no grafico de pesos (Figura 7.6), esta amostra
apresenta os maiores valores para grau de escurecimento nao enzimatico medido pela
absorbancia em 420 nm e de condutividade elétrica. No entanto, apresenta baixo teor de
HMEF. Como ja descrito anteriormente, a absorbancia em 420 nm ¢ um indicativo da extensao
da Reacdo de Maillard (ALMEIDA e BENASSI, 2011). Os maiores valores indicam a
presenca de pigmentos castanhos considerados como produtos finais desta reacdo e que sdao
obtidos somente quando a amostra ¢ submetida a processamento ou estocagem inadequados
(TOKER et al., 2013). Portanto, sugere-se que esta amostra tenha sido submetida a altas
temperaturas durante o processamento, consumindo produtos intermediarios, como o HMF
para a obtencdo dos produtos finais, o que contribuiu para a determinagao de teores de HMF
mais baixos.

E possivel observar que a amostra MC3, ndo se agrupa com as demais amostras e
apresenta o maior teor de HMF (Figura 7.6 e 7.7). Esta amostra ¢ influenciada pelos agticares
redutores e acidez, que sdo condi¢des favordveis para a formacao deste contaminante neste
tipo de matriz (SPANO et al, 2006; KHALIL et al., 2010). De forma similar, o teor de HMF
obtido para a amostra MC5 também apresenta influéncia significativa dos agucares redutores

e da acidez, enquanto que as amostras MC1 e MC7, oriundas do Brasil e provenientes do
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mesmo produtor, separam-se pela influéncia mais significativa da condutividade elétrica e do
grau de escurecimento ndo enzimatico. Diante disso, sugere-se que os valores de HMF para
estas amostras estejam relacionados também ao processamento térmico, a que estas amostras
foram submetidas. Como ja descrito no Capitulo 4, algumas amostras de melago de cana sdo
obtidas de forma artesanal, sem um controle rigoroso da temperatura durante o cozimento do
caldo de cana, o que pode favorecer a obtengdo de valores elevados de HMF.

A amostra MC4 (Figura 7.7) que se encontra em um quadrante oposto ao HMF
apresenta um valor baixo deste contaminante. Como se observa na Figura 7.7, esta amostra ¢
influenciada pelo pH, visto que o HMF ¢ inversamente correlacionado com esta variavel. Ja a
amostra MC2, encontra-se no quadrante positivo de X e de Y, indicando que esta amostra

apresenta valores baixos de todos os fatores avaliados.

7.3. Conclusdes parciais

Os resultados obtidos permitiram estabelecer correlagdes entre os teores de HMF e as
caracteristicas quimicas, tipo de processamento térmico e tempo de estocagem para oS
alimentos analisados através do emprego da Andlise de Componentes Principais. Os
resultados demonstraram uma variabilidade nos teores de HMF obtidos para as diferentes
matrizes (mel, xarope e melaco de cana). Foi possivel verificar que a variabilidade
apresentada ndo teve influéncia significativa do tempo de estocagem, mas foi afetada pela
composi¢do quimica e tipo de processamento adotado. Os diferentes teores de HMF obtidos
para mel podem ser explicados pela composicdo quimica das amostras (aglicares redutores,
grau de escurecimento ndo enzimatico e acidez), bem como ao processo de aquecimento que
algumas amostras foram submetidas favorecendo a formacdo de maiores teores deste
contaminante. A variabilidade nos teores de HMF para xarope deve-se a composi¢do quimica
das amostras (maiores teores de agucares redutores, baixos valores de pH e umidade), bem
como ao processamento térmico ao qual estas amostras sao submetidas, devido aos maiores
valores de absorbancia em 420 nm (grau de escurecimento ndo enzimatico), sugerindo que
ndo ha um controle adequado da etapa de aquecimento durante sua produciao. As amostras de
melago de cana também sofrem influéncia da composi¢ao quimica, principalmente dos
acucares redutores, da acidez, da condutividade elétrica bem como do processamento térmico
aplicado as amostras. Este ultimo fator torna-se preocupante, considerando a importancia e a

necessidade de um controle de qualidade de alimentos, para garantir a seguran¢a alimentar
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dos mesmos. Para tanto, foi possivel neste trabalho utilizar o grau de escurecimento nao
enzimatico (absorbancia em 420 nm) como parametro para avaliar a forma de processamento
térmico aplicado as amostras, considerando que nao foram encontrados trabalhos na literatura

que investigaram este fator na formagao de HMF nestas matrizes alimentares.
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CAPITULO 8. CONCLUSOES

Neste trabalho foram realizados estudos de otimizacdo e validacdo de metodologias
analiticas para a determinagdo de HMF em amostras de mel, de xarope ¢ de melago de cana
oriundas do Brasil e do Canada por diferentes ferramentas quimiométricas bem como um
estudo de correlagdo dos teores de HMF encontrados com a composicdo quimica dos
alimentos investigados.

O desenvolvimento do presente trabalho permitiu a validagdo intralaboratorial de um
método de CLAE-UV para determinacao de HMF em amostras de mel, de xarope e de melago
de cana, visto a escassez na literatura de trabalhos relacionados as duas ultimas matrizes. Para
tal estudo, foi possivel a utilizagdo de ferramentas estatisticas sofisticadas, de modo a melhor
avaliar os resultados obtidos ¢ o desempenho do método. E possivel considerar que o mesmo
apresentou linearidade adequada na faixa de calibracdo utilizada, foi seletivo para todas as
amostras analisadas e apresentou precisdo e exatiddo adequadas. Esses fatores mostraram que
o método cromatografico foi eficaz para determinacdo deste contaminante nos alimentos
analisados permitindo assim a aplicacdo deste em amostras brasileiras e canadenses, de teores
de HMF variados. Diante disso, torna-se evidente que o método de CLAE-UV validado ¢
robusto, permitindo a quantificacdo deste contaminante em amostras que contenham uma
ampla faixa de concentragdes de HMF em sua composicdo. Além disso, este apresenta outras
vantagens em relacdo aos métodos cromatograficos existentes na literatura como a rapidez da
analise e a ndo utiliza¢ao de qualquer tipo de preparo de amostra.

O presente estudo permitiu ainda, a realiza¢do inédita de um estudo de otimizagdo e
validacdo intralaboratorial de um método espectrofotométrico para a determinagdo de HMF
em amostras de xarope por meio de diferentes ferramentas quimiométricas. O método
proposto apresentou linearidade, precisao e exatidao adequadas demonstrando a sua eficiéncia
para quantificacdo deste contaminante neste alimento. Estes fatores tornam-se importantes
para o desenvolvimento desta pesquisa, visto que ndo ha um método espectrofotométrico
otimizado e validado para esta matriz na literatura ¢ o método proposto neste trabalho ¢
economicamente viavel, de facil execucdo, podendo ser aplicado em industrias de pequeno e
médio porte para controle de qualidade ou por 6rgaos regulamentadores.

Neste estudo foi realizada também a andlise da composi¢do fisico-quimica das
amostras, de modo a verificar as possiveis relacdes destes fatores com os diferentes teores de

HMF nas amostras analisadas. Estes resultados puderam ser avaliados por meio da analise de
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componentes principais (ACP), as quais indicaram, de forma geral, que o tempo de estocagem
ndo foi um fator significativo para os teores de HMF obtidos para as amostras. Entretanto, os
teores de HMF para os trés alimentos investigados foram influenciados pelo tipo de
processamento térmico (absorbancia em 420 nm) e a composic¢do fisico-quimica das amostras
(acucares redutores, acidez ¢ pH). As amostras de xarope foram influenciadas ainda pela
umidade, enquanto que as amostras de melago de cana sofreram influéncia da condutividade
elétrica. Esses fatores demonstram a importancia de se realizar um controle de qualidade mais
rigido nestes alimentos, visto que sdo varios os fatores que podem influenciar na formagao do

HMF e este contaminante pode gerar riscos a saude humana devido a potencial toxidade

apresentada pelo mesmo.
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9. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A realizagdo deste estudo permitiu a otimizacdo e validacdo de novas metodologias
analiticas para a determinacdo de HMF, bem como estabelecer correlagdes entre o tipo de
processamento, composi¢ao quimica e tempo de estocagem e os teores de HMF, os quais
conduziram a novas ideias a cerca desta linha de pesquisa. Assim, por meio deste trabalho
torna-se possivel sugerir novas possibilidades de pesquisas a serem desenvolvidas, entre elas

podem ser citadas:

v’ Verificar se os teores de flavonoides e de compostos fendlicos, bem como de metais
essenciais sdo também fatores importantes para explicar as diferengas nos teores de
HMF dos alimentos investigados;

v" Desenvolver ¢ validar uma nova metodologia cromatografica para a determinagio de
HMF em amostras de agucar mascavo fazendo uso de diferentes ferramentas
quimiométricas;

v"Investir em novos estudos do método espectrofotométrico para o melago de cana e

outros alimentos como sucos e geleias de frutas.
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