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Objetivo

Demonstrar que 0 método da Norma Oficial Mexicana
(Padréao oficial mexicano) para a analise de carboidratos

de xarope de agave pode ser executado com uma

coluna Dionex™ CarboPac™ PA200-1 mm da Thermo
Scientific™ usando um eluente de KOH/KMSA produzido
eletroliticamente usando 0 modo de geracao de eluente de
cartucho duplo

Introducao

O xarope de agave, um produto alimenticio recente do
México, é produzido a partir da seiva da planta agave.

Este produto ganhou popularidade como alternativa aos
adocantes tradicionais, como o agucar de mesa € 0 mel,
em parte devido ao seu baixo indice glicémico (IG) (17-27)
quando comparado ao mel (55) e a sacarose (68)."2 O I1G
€ uma classificacao relativa dos carboidratos nos alimentos

em funcao de como afetam os niveis de glicose no sangue.

Os carboidratos com baixo valor de I1G (55 ou menos) sao
digeridos, absorvidos e metabolizados mais lentamente e
causam um aumento mais lento e prolongado da glicose

no sangue e, portanto, dos niveis de insulina. O xarope de
agave tem um |G baixo, especialmente porque quase todo
o acucar contido nele é frutose e tem muito pouca glicose.
O alto teor de frutose também o torna mais doce que 0s
xaropes contendo niveis aprecidveis de glicose ou sacarose,
de modo que seja possivel usar menos xarope de agave
para obter o mesmo nivel de dogura, diminuindo assim a
ingestao de calorias.

O conhecimento da composicao quimica dos alimentos é
importante ndo apenas para a saude humana, mas também
para a autenticidade. Devido a crescente popularidade

do xarope de agave como adogante de mesa e como
ingrediente alimenticio, ele comecou a ser adulterado.

O fato de o xarope de agave ser composto principalmente
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de carboidratos permite uma adulteracao relativamente
simples e economicamente vidvel desse material por meio
de adogantes nutritivos de menor custo, como o xarope

de milho com alto teor de frutose (HFCS). Uma maneira de
detectar este tipo de adulteracéo é por meio da elaboragao
de perfis de oligossacarideos usando a cromatografia

de troca aniénica de alto desempenho com deteccao
amperométrica pulsada (HPAE-PAD). Esta técnica se
caracteriza pela deteccao direta e, portanto, elimina os erros
associados a derivatizacdo do analito.

Como principal produtor de agave, o México criou
recentemente um artigo aprovado pelo governo
"NOM-003-SAGARPA-2016" como uma diretriz oficial

para a caracterizacao do xarope de agave puro.® A parte
central do método na Norma Oficial Mexicana (Padrao oficial
mexicano, NOM) é a determinacao dos principais agucares
(frutose, glicose e sacarose), polidis (sorbitol, manitol) e
5-hidroximetilfurfural (HMF), bem como a deteccao de
adulteracoes usando HPAE-PAD. De acordo com a NOM,
o xarope de agave ¢ diluido em agua e analisado antes

e depois da hidrdlise enzimatica da amiloglucosidase

e frutanase usando uma coluna Dionex CarboPac PA1

(250 x 4 mm) e deteccao amperométrica pulsada (PAD).

O teor de acucares e o teor de frutano sao calculados.

O método NOM para carboidratos no xarope de agave foi
executado com éxito em uma coluna Dionex CarboPac PA1
(250 x 2 mm) usando eluentes de hidroxido de sdédio/acetato
de sddio preparados manualmente, reduzindo o consumo
de eluentes em quatro vezes.* Também mostramos que este
método pode ser executado com sucesso em uma coluna
Dionex CarboPac PA1 (250 x 1 mm) usando HPAE-PAD

no modo EGC duplo. Isso reduz o consumo de eluentes

e elimina a preparacao manual dos eluentes de hidroxido

de sddio/acetato de sddio. A coluna Dionex CarboPac
PA200 foi especialmente desenvolvida para proporcionar
separacdes de alta resolucao de oligossacarideos
carregados e neutros e € a coluna recomendada para
aplicagdes de oligossacarideos.® Nesta nota de aplicacao,

o0 método NOM foi avaliado com uma coluna Dionex
CarboPac PA200 (250 x 1 mm) usando HPAE-PAD no
modo EGC duplo. Este modo usa um cartucho de geracao
de eluentes (EGC) de acido metanossulfénico (MSA) e um
EGC de hidréxido de potassio (KOH) em série para gerar

um gradiente de eluentes de KOH/KMSA extremamente

reprodutivel e exato necessario para separar carboidratos
complexos. Foram avaliados os principais parametros

de desempenho, incluindo a separacao, a linearidade,

os limites de deteccao e a preciséo. Foram analisadas trés
amostras e foram determinados os principais acucares,
polidis e HMF nessas amostras. O inositol também foi
determinado porque foi relatada a sua presenca no xarope
de agave.® A possibilidade de adulteracao foi avaliada com a
hidrdlise enzimatica da amiloglucosidase. O total de frutano
foi determinado por meio do tratamento com frutanase.

Em comparacdo com a coluna Dionex CarboPac PA1,

a coluna Dionex CarboPac PA200 proporciona uma melhor
separagao para os oligossacarideos. Consequentemente,

os perfis de oligossacarideos antes e depois da hidrélise
enzimatica podem ser mais claramente observados e usados
na deteccao de adulteragéo.

Experimental

Equipamento

¢ Sistema de HPIC Dionex™ ICS-6000 da Thermo Scientific™,
incluindo:

— Mddulo da bomba DP ou mddulo da bomba
SP Dionex ICS-6000

— Mddulo de geracéo de eluentes Dionex ICS-6000 EG

— Mddulo de deteccao/cromatografia DC Dionex ICS-6000
com detector eletroquimico ED

— Amostrador automatico Dionex AS-AP com resfriamento
da bandeja de amostras, (P/N 074926)

— Kit de reconstrugéo de valvulas de 4 portas
(P/N 074699), que inclui um loop de injecao de 0,4 pL

e Célula de deteccao eletroquimica Dionex™ ICS-6000 ED
da Thermo Scientific™ (P/N 072044)

e Eletrodo de trabalho de ouro descartavel, PTFE com junta
de 1 mil, pacote de 6 (P/N 303397).

e Eletrodo de referéncia, pH, Ag/AgCI (P/N 061879)

Monte a célula de acordo com o manual do operador” do
Dionex ICS-6000 e o Compéndio do usuario para deteccao
eletroquimica do Dionex ED.8


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/074921#/074921
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Consumiveis
e Filtro de seringa Nalgene™ da Thermo Scientific™,
membrana PES, 0,2 um (P/N 725-2520)

e Unidades de filtro de 0,2 um Nalgene™ Rapid-Flow™
da Thermo Scientific™, 1.000 mL, membrana de nylon,
didgmetro de 90 mm (P/N 164-0020)

e Tubo de microcentrifuga, 2 mL (Fisher Scientific
P/N 05-408-138)

e Nitrogénio, grau de pureza ultra-alto da Airgas

e Cartucho de geracao de eluentes de hidroxido de
potassio Dionex™ EGC 400 KOH da Thermo Scientific™
(P/N 302766)

e Cartucho de geracao de eluentes de &cido
metanossulfénico Dionex™ EGC 400 MSA da
Thermo Scientific™ (P/N 302767)

Software
e Software do sistema de dados de cromatografia (CDS)
Chromeleon™ da Thermo Scientific™, verséo 7.2.9

Reagentes e padroes
e Agua deionizada (DI), grau de reagente Tipo |, resistividade
de 18 MQ cm ou superior

e Glicose (Sigma-Aldrich P/N G8270)
e Frutose (Sigma-Aldrich, P/N F2543)
e Sacarose (Sigma-Aldrich P/N S7903)

e Manitol (Sigma-Aldrich, P/N M9546)

Sorbitol (Sigma-Aldrich, P/N S1876)

Inositol (Sigma-Aldrich, P/N 15125)

Hidroximetilfurfural (Fisher Scientific, P/N AC1214)

P6 de amiloglucosidase (36.000 U/g) (Megazyme,
P/N EOAMGDFPD)

e Mistura de frutanase (pd purificado) (exo-inulinase
20.000 U, endo-inulinase 1000 U) (Megazyme,
P/N E-FRMXPD)

Amostras
Foram compradas trés amostras de xarope de agave em um
supermercado local.

Condicdes cromatograficas

Parametro Valor

Pré-coluna Dionex CarboPac PA200,
1 x 50 mm (P/N 302862)

Colunas: Coluna de separagao Dionex
CarboPac PA200,

1 x 250 mm (P/N 302861)
Eluente: Gradiente (Tabela 1)
Vazao: 0,063 mL/min
Temperatura da coluna: 30 °C
Volume de injecao: 0,4 puL
Temperatura do o

- 5°C

amostrador automatico:
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl

Eletrodo de ouro descartavel, com uma

Eletrodo de trabalho: junta de 1 mil (25,4 um)

Detector amperométrico pulsado

Detecgao: (detecgéo eletroquimica)

Temperatura do
compartimento
de detecgéo:

30°C

Forma de onda

de deteccdo: Ouro, carboidratos, 4 potenciais (Tabela 2)

Contrapressao do sistema:  ~3300 psi (100 psi = 0,6894 MPa)

70 min

Tempo de processamento:

Tabela 1. Gradiente de eluente

Tempo (min.) KMSA (mM) KOH (mM)

-20 0 50

0 0 50

6 0 50

12 10 80

30 35 80

40 70 80

40,1 0 50

50 0 50

Tabela 2. Carboidratos, forma de onda de 4 potenciais

Tempo (s) Tensao (V) vs Ag/AgCI Integracao
0 0,1 Desativada

0,2 0,1 Ativada
0,4 0,1 Desativada
0,41 -2 Desativada
0,42 -2 Desativada
0,43 0,6 Desativada
0,44 -0,1 Desativada
0,5 -0,1 Desativada
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Instalacédo do sistema e precaucdes

Instale o sistema de acordo com a Figura 1. Para garantir
uma linha de base estavel e um baixo ruido de fundo,

€ fundamental remover o suficiente os gases hidrogénio

e oxigénio formados com os eluentes gerados por EGC.
Conecte a ventilagao do desgaseificador de eluentes EG
duplo Dionex a porta de vacuo localizada na parte traseira
do mdédulo Dionex DP e confirme se o status do vacuo esta
OK antes de prosseguir com a inicializacéo do sistema de
cromatografia. Confirme o status do vacuo pressionando 0s
comandos (F8), selecione pump_1 (bomba_1), cliqgue com o
botao direito no painel de propriedades e habilite o “expert”.
Se o valor lido for NAO OK, verifique se ha vazamentos em
todas as conexdes quanto a vacuo. Instale a tubulacao

de contrapresséo PEEK (P/N 22181-20031) conforme
necessario para atingir um valor de pressao acima de

3.000 psi. Para garantir o melhor desempenho do sistema,
ligue o EGC somente quando a pressao do sistema exceder
3.000 psi. Encha um frasco de eluente de 2 litros com agua
DI desgaseificada. Conecte o frasco de eluente a bomba e
mantenha o eluente sob um gas inerte (hélio ou nitrogénio)

de contrapressao, instale um conjunto de colunas Dionex
CarboPac PA200-1mm, defina as concentracdes desejadas
de KMSA e KOH para a aplicacdo e mantenha o fluxo por 60
minutos.

Preparacao de solugoes e reagentes

Preparacéo de padrdes

Solucdes padrao de estoque

Prepare solucdes padrao de estoque individuais (1000 mg/L)
de inositol, sorbitol, manitol, hidroximetilfurfural, glicose

e sacarose em agua DI. Prepare uma solucao padrao de
estoque de 5.000 mg/L de frutose em agua DI.

Solucdes padrao de trabalho

Prepare uma mistura padrao de calibracéo de estoque de
sete acUcares (segunda coluna, Tabela 3) e, em seguida,
prepare os padroes de calibragao diluindo a mistura padrao
de estoque (Tabela 3).

Tabela 3. Padrées de calibragédo

Conc. de
a 5-8 psi (35-55 kPa). Ligue a bomba e bombeie agua DI : estoque L1 L2 L3
através do cartucho Dionex EGC 400 MSA por 15 minutos Analito (mg/l) (mg/L) (mg/L) (mo/L)
a uma vazao de 1 mL/min. Condicione o cartucho Dionex el 2 Biee 0he ! 25 o
EGC 400 MSA por 30 minutos usando 100 mM de MSA Sorbitol 50 0,05 05 1 2,5 5
a uma vazao de 0,1 mL/min. Conecte o Dionex EGC Manitol 50 0,05 0,5 1 2,5 5
400 KOH e bombeie agua DI através do cartucho Dionex HMF 200 0,2 > 4 10 20
EGC 400 KOH por 15 minutos a uma vazéo de 1 mL/min. Glicose 200 02 5 4 10 20
Em seguida, condicione o cartucho Dionex EGC 400 KOH
, B Frutose 2000 2 20 40 100 200
por 30 minutos usando 100 mM de KOH a uma vazao de
0,1 mL/min. Apés condicionar os EGCs, remova a tubulagao | Sacarese o0 005 05 ! 25 0
Cartucho Cartucho
H — —— i —- Dionex
0 ® @ Lo EGC 400
MSA KOH
Bomba nado metadlica -
de alta pressao
Y :
N RFIC +
;.:? i Desgaseificador
'# CHEONELEQN 12 de eluentes
@ EG duplo

Gerenciamento
de dados e do sistema Detector

eletroquimico

Residuo

Injecéo de amostra
(Amostrador automatico) ‘

Coluna de separagéao

Figura 1. Sistema de HPIC Dionex ICS-6000 no modo EGC duplo



Preparagéao de enzimas

Amiloglucosidase (270 U/mL)

Dissolva 75,2 mg de p6é em 10 mL de agua DI. Distribua
aliquotas desta solucao em frascos de 2 mL e armazene
a-20 °C.

Frutanase (1.400 U de exo-inulinase, 70 U de
endo-inulinase)

Adicione 10 mL de agua DI ao frasco do produto para
preparar 2.000 U de exo-inulinase e 100 U de endo-
inulinase. Dilua com agua DI para preparar 1.400 U de exo-
inulinase e 70 U de endo-inulinase. Distribua aliquotas desta
solucao em frascos de 2 mL e armazene a -20 °C.

Preparacao de amostras

Pese 250 mg de xarope de agave (0,01 mg) em um frasco
plastico de 100 mL, adicione 50 mL de agua DI e misture
bem. Filtre esta amostra com um filtro de seringa Nalgene,
PES, 0,2 um.

A partir da solucéao de amostra de estoque, prepare

as seguintes amostras para a hidrélise enzimatica em
tubos de centrifuga de 2 mL (Tabela 4). Feche o tubo

de microcentrifuga e agite em vortex por 15 segundos.
Coloque os tubos A2, A3, A4, B1 e B2 em um aquecedor
elétrico a 45 °C por 30 minutos, aumente a temperatura
para 80 °C e mantenha por 20 minutos para interromper
a hidrdlise. Agite em vortex por 15 segundos. Dilua as
solucdes A1, A2 e A3 em agua DI para a determinacao
de glicose e frutose de acordo com a Tabela 5.

Tabela 4. Tratamento enzimatico da amostra

Estoque de amostra Amiloglucosidase (AG)

Resultados e discussao
Separacao
A coluna Dionex CarboPac PA200 foi desenvolvida para
fornecer separagdes de alta-resolucao de oligossacarideos
carregados e neutros e é a coluna recomendada para
essas aplicacdes.® A Figura 2 mostra a separagéo dos
principais acucares (frutose, glicose e sacarose), polidis
(sorbitol, manitol, inositol) e 5-hidroximetilfurfural (HMF).

Tal como demonstrado na Figura 2, o inositol, sorbitol,
manitol, HMF, frutose e glicose estao bem resolvidos.
A resolucao entre todos os componentes € >2,0.

400

nC

0

400

nC

Pico (mg/L)
. Inositol 2.5
. Sorbitol 2.5
. Manitol 2.5
. HMF 10

. Glicose 10
. Frutose 100
. Sacarose 2.5

Minutos

0

10

2 40 50

0 Minutos 30

Figura 2. Separagao de sete padroes de aclcar de agave usando
um conjunto de colunas Dionex CarboPac PA200-1 mm

Frutanase (FN)

Cédigo (uL) (uL)
Al 600

A2 600 40
A3 600

A4 600 40
B1 40
B2

Tabela 5. Diluicdo da amostra

(uL)

40
40

40

Quantidade

1400 Amostra

1360 Amostra apos AG
1360 Amostra apds FN
1320 Amostra apos AG e FN
1960 Branco de AG

1960 Branco de FN

Volume
Amostra de amostra (pL)
A5 Al 200
A6 A2 200
A7 Al 50
A8 A3 50

H,0 (uL)
800
800
950

950

de diluicoes

Glicose
Glicose apos AG
Frutose e glicose

Frutose e glicose apds FN



Calibracao

A mistura padrao de calibragéo foi preparada usando
concentracdes de carboidratos individuais que podem ser
diluidas na faixa de concentracao tipica do xarope de agave.

Foram construidas curvas de calibragao com cinco niveis
de concentracao para cada um dos sete carboidratos. Para
a frutose, a curva de calibragcao apresentou um desvio da

linearidade na faixa de calibracédo selecionada. Portanto,

a area de pico em relacao aos dados de concentragao

da frutose foi ajustada usando uma funcao de regressao
quadratica. O modelo linear de minimos quadrados foi
usado para 0s outros seis carboidratos. A Figura 3 mostra
as curvas de calibracdo. A Tabela 6 resume os dados de
calibracao. O coeficiente de determinacao (r?) foi maior que
0,999 para cada componente.

4, Inositol 3 | Sorbitol
£ c
£ E
O (@)
C c
0 0
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Concentragéo (mg/L) Concentracao (mg/L)
3, Manitol 7 1 HMF
£ c
£ E
2 Q
0 0
0 1 2 3 4 5 6 0 5 10 15 20 25
Concentrag&o (mg/L) Concentragéo (mg/L)
12, Glicose 60 , Frutose
£ c
£ E
O 0
c c
0 0
0 5 10 15 20 25 0 50 100 150 200 250
Concentragdo (mg/L) Concentragdo (mg/L)
1.5| Sacarose
£
E
Q
c
0
0 1 2 3 4 5 6

Concentracao (mg/L)
Figura 3. Sete curvas de calibragao de carboidratos, ajuste linear, exceto da frutose
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Tabela 6. Calibragédo

Tipo de Coeficiente de
Padrao Faixa (mg/L) calibracao determinacao (r?)
Inositol 0,05-5 Linear 0,9999
Sorbitol 0,05-5 Linear 0,9999
Manitol 0,05-5 Linear 0,9999
HMF 0,2-20 Linear 0,9999
Glicose 0,2-20 Linear 0,9999
Frutose 2-200 Quadratico 0,9999
Sacarose 0,05-5 Linear 1,0000

Limite de detecgéo (LOD) e limite de quantificacao (LOQ)
A determinacao da relacao S/R é realizada comparando

o sinal medido de um padrao com uma baixa concentracéo
de analito com o sinal do branco e estabelecendo a
concentracao minima na qual é possivel detectar o analito
com seguranca. E usada uma S/R de 3 para estimar o limite
de deteccao (LOD) e € usada uma S/R de 10 para estimar

o limite de quantificacao (LOQ).' Neste estudo, o ruido da
linha de base foi determinado primeiro medindo o ruido pico
a pico em um segmento representativo de um minuto da
linha de base no qual nao se eluem picos, mas perto do pico
de interesse. O sinal foi determinado a partir da altura do
pico. O LOD e o LOQ na amostra de xarope de agave foram
calculados com base no peso da amostra (250 mg) e no
volume da amostra (50 mL) (Tabela 7).

Tabela 7. LOD e LOQ

LOD LoQ
no xarope  No xarope
LOD de agave de agave
Analito (ng/L) (ng/9) (ng/g)
Inositol 2,90 9,65 1,930 6,43
Sorbitol 1,15 3,83 0,767 2,56
Manitol 1,38 4,59 0,919 3,06
HMF 11,56 38,5 7,70 25,7
Glicose 5,28 17,4 3,49 11,6
Frutose 1,50 5,00 1,00 3,33
Sacarose 14,6 48,6 9,72 32,4
Tabela 8. Teor de carboidratos (g/100 g)
Analito Inositol Sorbitol Manitol
Amostra 1 0,112 0,00262 0,247
Amostra 2 0,0699 0,00250 0,102
Amostra 3 0,0670 0,00214 0,232

Anadlise de amostras

Foram obtidas trés amostras de xarope de agave em

um supermercado local. A amostra A1 foi usada para
determinar o inositol, sorbitol, manitol, HMF e sacarose no
xarope de agave. (Figura 4). A amostra A7 foi usada para
determinar a glicose e frutose no xarope de agave. (Figura 5).
A Tabela 8 resume o0s resultados da andlise de carboidratos
e polidis. O principal carboidrato encontrado nas trés
amostras de xarope de agave foi a frutose, que representa
de 71 a 75% do carboidrato total. O outro carboidrato
importante identificado foi a glicose, com 1,3 a 1,5% do
carboidrato total.

Pico (mg/L)
1. Inositol 1.61
2. Sorbitol  0.0393
3. Manitol 3.57

4. Frutose NA
5. Sacarose 0.611

80
80
alla "
nC| 2 20
1 0 2 Minutos 4 6
e, 4L
20!
0 10 20 30 40 50
Minutos

Figura 4. Perfil de carboidratos da amostra 1-A1

Pico (mg/L)
1. Glicose 1.11
2. Frutose 54.4
300
300
2 2
nC
nC
1
20
0 2 Minutos 4 6
1
200 10 20 L 30 40 50
Minutos
Figura 5. Glicose e frutose na amostra 1-A7
HMF Glicose Frutose Sacarose
ND 1,48 73,1 0,0421
ND 1,35 70,7 0,0604
ND 1,31 74,8 0,0826



Os principais polidis identificados na amostra de xarope
de agave foram o manitol e inositol, compreendendo
de 0,12 0,3% e 0,06 a 0,11% do carboidrato total,
respectivamente. Os resultados foram semelhantes aos
resultados obtidos com uma coluna Dionex CarboPac
PA1-2 mm usando um eluente de hidroxido de sodio e
acetato de sédio preparado manualmente.®

O perfil de oligossacarideos das trés amostras de xarope de
agave foi examinado por HPAE-PAD, e um cromatograma
representativo € mostrado na Figura 4. A Figura 6 mostra o
perfil de oligossacarideos antes e depois da hidrélise com
amiloglucosidase. O perfil de oligossacarideos muda pouco
apos a hidrolise com amiloglucosidase. A Figura 7 mostra
que o teor de glicose aumenta apenas ligeiramente apds a
hidrdlise com amiloglucosidase. Isso indica que a amostra
de xarope de agave nao foi adulterada com HFCS ou xarope
de milho.

38 1 Al —
A2—
nC
18
0 10 20 30 40 50

Minutos

Figura 6. Perfil de oligossacarideos da amostra 1 antes (A1) e depois
da hidrdlise da amiloglucosidase (A2)

720 2
A5 A6
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Figura 7. Glicose e frutose da amostra 1 antes (A5) e depois da
hidrélise da amiloglucosidase A6 (zoom em 6 minutos)

A Figura 8 mostra o perfil de oligossacarideos antes e depois
da hidrdlise com frutanase. Alguns frutooligossacarideos
(FOS) que eluem entre 10 e 30 minutos foram removidos
apos a hidrolise com frutanase. A Figura 9 mostra que a
glicose e a frutose aumentam ligeiramente apods a hidrdlise
com frutanase. Isso sugere que a amostra contém uma
pequena quantidade de frutano.
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Figura 8. Perfil de oligossacarideos da amostra 1 antes (A1) e depois
da hidrdlise da frutanase (A3)
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Figura 9. Glicose e frutose da amostra 1 antes (A7) e depois da
hidrélise da frutanase A8 (zoom em 6 minutos)

Para determinar a quantidade de frutano, foram calculadas a
frutose e a glicose corrigidas subtraindo a frutose e a glicose
presentes no produto. E aplicado um fator de correcdo de
0,9 a frutose para corrigir a absorcao de agua durante a
hidrdlise do frutano. A Tabela 9 resume os resultados de
frutano das amostras.

TF=(C.x0,9 +C,

Em que

TF = Total de frutano na amostra (g/100 g)
C. = Frutose liberada do frutano (9/100 g)
C,, = Glicose liberada do frutano (g/100 g)

0,9 = fator para corrigir a absorcéo de agua durante
a hidrolise do frutano

Tabela 9. Total de frutano na amostra (g/100 g)

Glicose Frutose Total de

corrigida corrigida frutano
Amostra 1 0,121 2,63 2,48
Amostra 2 0,168 3,50 3,31
Amostra 3 0,114 1,43 1,40



Exatidao

A exatidao do método foi avaliada determinando as
recuperagoes de sorbitol, glicose e sacarose nas amostras
de xarope de agave (Tabela 10). A amostra A1 foi usada
para experimentos com adigao de sorbitol e sacarose.

A amostra A7 foi usada para um experimento com adigéo
de glicose. As recuperacdes foram calculadas a partir da
diferenca na resposta entre as amostras com e sem aditivos.
A recuperacao desses trés carboidratos apresentou uma
variacao de 97,2 a 105%, indicando que este método pode
determinar com exatidao os carboidratos nas amostras de
xarope de agave.

Precisao

A precisédo do método foi determinada pela injecao tripla

do padrao de calibracao de nivel 4 em trés dias separados
durante uma semana. Conforme mostrado na Tabela 11,

a precisao da area de pico calculada variou de 0,85 a 1,66%
com uma precisao do tempo de retencéao <0,28% para
todos os carboidratos-alvo. Os resultados da precisao foram
melhores do que os resultados obtidos com a coluna Dionex
CarboPac PA1-2 mm usando um eluente de hidroxido de

Tabela 10. Recuperacéo dos carboidratos com adicdo de xarope de agave

sédio/acetato de soddio preparado manualmente.® A alta
precisao deste método é consistente com os resultados
geralmente obtidos com um sistema que usa a geracao
de eluentes.

Conclusao

Esta nota de aplicacdo demonstra que o0 método NOM
para a andlise de carboidratos no xarope de agave pode
ser executado com sucesso em uma coluna Dionex
CarboPac PA200-1 mm usando HPAE-PAD no modo EGC.
A separagéo, linearidade, reprodutibilidade e sensibilidade
foram excelentes. Este método é confiavel e pode ser
usado para a determinacao dos principais acucares, polidis
e HMF no xarope de agave. O perfil de carboidratos apds
a hidrdlise enzimatica pode ser usado para a deteccao

de adulteracdes. A comparagdo com uma separacao por
HPAE-PAD tradicional de xarope de agave usando eluentes
de hidréxido de sédio/acetato de sédio mostrou que o
método EGC duplo proporciona uma resolucao semelhante
dos carboidratos de agave, mas simplifica a operagao

(nao é necessaria a preparacao de eluentes) e melhora a
precisao do tempo de retencao.

Amostra 1
Quantidade Quantidade Quantidade
encontrada adicionada Recuperacao | encontrada
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Sorbitol 0,0487 1 102 0,0375
Glicose 1,11 1 103 1,02
Sacarose 0,632 1 105 0,905

Tabela 11. Tempo de retengao e precisao da area de pico

Sorbitol
RSD do tempo de retencao 0,28 0,00 0,00

Inositol

RSD da area de pico vs.
dados de concentragao

Manitol

0,85 1,66 1,42

Amostra 3
Quantidade Quantidade Quantidade
adicionada Recuperacao | encontrada adicionada Recuperacao
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
1 99,5 0,0321 1 101
1 101 0,981 1 97,2
1 101 1,24 1 105

Analito
HMF Glicose Frutose Sacarose
0,00 0,16 0,14 0,11
1,05 1,14 1,30 0,95
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