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Resumo

Os acucares estado presentes em praticamente todos os alimentos, podendo
ser encontrados na forma de monossacarideos e polissacarideos. Atualmente
existe uma ampla lista de técnicas e métodos oficiais capazes de determinar a
concentracdo de acUcares redutores, agucares nao redutores e agucares totais
em amostras. Estas técnicas baseiam-se nas diferentes propriedades fisicas,
quimicas ou oticas de cada acucar para fazer a analise quantitativa. O presente
trabalho teve como objetivo descrever os métodos comumente utilizados em
laboratérios e na industria e compara-los perante custo, aplicabilidade dos
meétodos, limites de quantificacdo, tempo de analise e toxicidade. A necessidade
de hidrdlise acarreta longo tempo de analise experimental. A cromatografia de alta
eficiéncia (CLAE) mostrou-se a técnica mais completa para o cumprimento do
objetivo proposto, apesar do alto custo que estd associado a cromatdgrafos. O
refratbmetro manual apresentou-se como a op¢ao mais barata dentre todas as
técnicas analisadas, sendo amplamente aplicado a pequenas producbes da

vitivinicultura.

Palavras-chave: acucar, acUcar redutor, refratometria, espectrofotometria,

cromatografia, titulometria, polarimetria.
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1 Introducgao

A industria alimenticia € um mercado competitivo no qual padrées de qualidade
devem ser atingidos a fim de se obterem propriedades desejadas nos produtos e
garantir satisfacdo aos consumidores. Em muitas situacfes, a determinacdo da
concentragdo de agucares € um indicador de caracteristicas do produto final que
sera distribuido ao mercado. Em processos de fermentacdo, o acompanhamento de
acucares permite verificar as taxas de consumo pelos microrganismos e, assim,
estudar a cinética do processo. Na area da saude, existem disfun¢des do organismo
humano que sao influenciadas pela concentracdo de acucares no sangue, como a
diabetes. No ramo da engenharia de tecidos, onde ocorre a producao de fibras
artificiais, a glicose é o principal metabdlito envolvido no crescimento celular. As
diversas necessidades de deteccdo de acUcares indicam a importancia dos

sensores em ambitos dentro e fora de industrias.

O fato de os acuUcares possuirem diferentes poderes de dulcor influencia
diretamente no sabor e no aroma dos produtos. O conhecimento da composi¢cao dos
acucares em uma solucdo (tipo e concentracdo) possibilita determinar o melhor
momento para o uso de uvas na producdo de sucos, néctares e vinhos, dentre
outros produtos alimenticios, e auxilia no controle de qualidade que € imposto pela
legislacdo, que muitas vezes limita concentracbes de sacarose, e também
desmascara qualquer produto adulterado, que deveria originalmente conter somente
acucares naturalmente presentes, mas que talvez possa ter sofrido adicdo de

sacarose e posteriormente ter sido rotulado como livre de adicdo deste acucar.

Os acucares sao edulcorantes, ou seja, aditivos alimentares, que geralmente sao
utilizados devido a sua propriedade organoléptica de docura. Esta propriedade é
subjetiva e intrinseca aos agucares. A ingestdo de agucares sacia a fome e implica
um consumo energético. O excesso no consumo destes causa, dentre diversos
problemas, aceleracdo no metabolismo animal em relacéo a producéo de insulina e

aumento de massa corporal.

Segundo SILVA et al. (2003), os métodos mais comumente utilizados para
medicdo de acgucares sédo a refratometria em escala Brix (método refratométrico),

Somogyi-Nelson, fenol-sulfurico (métodos espectrofotométricos) e Lane-Eynon
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(método titulométrico também conhecido como reagdo de Fehling). Estes métodos
sao utilizados basicamente em industrias alimenticias. Além disso, Steiner et al.
(2011) destacam a utilizacdo de métodos Oticos e sensores eletroquimicos, focados

no ambito da saude humana.

Este trabalho visa descrever as principais metodologias utilizadas na
determinacdo de acUcares na indastria alimenticia e compara-los utilizando
parametros como o custo envolvido, aplicabilidade dos métodos, limites de
qguantificacdo, tempo de analise e toxicidade humana envolvida, considerando
trabalhos ja realizados e métodos oficiais existentes, a fim de esclarecer as
melhores técnicas para situacfes especificas.
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2 Conceitos Fundamentais

Neste capitulo sdo apresentadas definicbes importantes para a compreensao
dos métodos aplicados a medicdo de acglcares, desde a parte inicial do processo,
envolvendo a amostra, até a recepcdo da informagcdo e sua interpretacdo. Além

disso, séo definidos conceitos de quimica organica envolvidos nos processos.
2.1 Acucares redutores e agucares nao-redutores

Existem aclUcares que possuem grupos carbonilico e cetbnico livres, que sao
capazes de se oxidar na presenca de agentes oxidantes, em solucdes alcalinas.
Estes sdo os acucares redutores (AR), que sdo monossacarideos, como a glicose e
a frutose, e alguns dissacarideos, como a maltose (formada por glicose) e a lactose
(formada por galactose e glicose). As fungBes cetbnicas e aldeidicas livres
possibilitam a reducdo de ions catibnicos, como o Cobre e o Ferro (DEMIATE et al.,
2002).

Os acucares nao-redutores (ANR) precisam sofrer hidrolise da ligacao
glicosidica para oxidar. Um exemplo é a sacarose, que é formada pela ligacdo entre
o grupo funcional aldeidico de uma molécula de glicose e o grupo funcional ceténico
de uma molécula de frutose. A hidrolise de acuUcares ndo-redutores é geralmente
feita com &cido forte ou com o uso de enzimas (como a invertase, no caso da

sacarose). A reagao citada pode ser vista na Figura 2.1 (DEMIATE et al., 2002).

Os aclUcares ndo-redutores podem ser quantificados pelas mesmas
metodologias que os acucares redutores, desde que primeiramente seja feita
hidrolise, que pode ser quimica ou enziméatica, para tornar os ANR em AR. Existem
técnicas que necessitam da hidrolise para quantificar os dois tipos de acucares,
enquanto a cromatografica € capaz de quantificar todos os tipos de aclUcares sem

hidrélise prévia, conforme sera descrito na Revisdo Bibliografica.
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Figura 2.1: Reacao de hidrélise da Sacarose (Adaptado de Oliveira et al., 2009).

2.2 Refratometro

Refracdo é a mudanca da direcdo de um feixe de luz ao trocar de meio. Nesse
caso, a passagem do ambiente para a solucéo liquida. Essa mudanca é medida em
graus, para a determinacdo do angulo de refracdo. Utiliza-se um aparelho
denominado refratdmetro para tal funcéo. O refratdbmetro mede este desvio e retorna
um valor de indice de refracdo, que € comparado com um padrdo, previamente
calibrado (CALDAS et al.,2015). A Figura 2.2 ilustra como a luz desvia ao trocar de
fase, resultando no principio utilizado pela refratometria. O angulo de incidéncia é
representado por 81 e o angulo de refragédo é 82. O indice de refracdo do meio 2 em

relacdo ao meio 1, n21, é calculado pela Equacéo 2.1:

n21 = 2ot Eq. (2.1)

sen 62
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Figura 2.2: Representacao do desvio da luz ao trocar entre meios (Adaptado de
MSPC, s.d.).

A unidade utilizada é o grau Brix (°Bx). A medida de 1°Bx representa 1g de
compostos solluveis totais a cada 100g de solu¢do. Assim sendo, uma solucdo de
100g de &gua e sacarose, contendo 20g de sacarose, € uma solucdo de 20°Bx. A

medida do indice de refracdo de uma solucao varia com a sua concentracao.

A Figura 2.3 mostra a imagem de um refratbmetro manual, da marca Reed,
utilizado em industrias de menor porte, como cervejarias artesanais e producdes de
mel, hidromel e sucos. Este equipamento pode ser facilmente encontrado a venda
online, e no Brasil os precos variam entre R$ 100,00 e R$ 300,00, dependendo do

produto e da faixa de concentracdo de acucar de trabalho.

Figura 2.3: Refratdmetro BRIX da marca Reed, modelo R9500, para faixa de 0 a
32°Bx (Adaptado de: Reed Instruments, s.d.).

O uso deste modelo envolve a insercdo da amostra com uma pipeta e a

observacdo da escala grau Brix pela peca ocular (lente). A resposta é dada
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instantaneamente, e a Figura 2.4 mostra um exemplo de medi¢cédo, com resposta de
23°BX.

Figura 2.4: Exemplo de leitura da lente de um refratdbmetro simples, indicando uma
solugdo com 23°Bx (Adaptado de: Grapestompers, s.d.).

2.3 Espectrofotometro

O espectrofotbmetro é um equipamento que permite comparar a intensidade da
luz transmitida através de uma amostra com a intensidade da luz absorvida por esta
amostra, que contém um soluto que se deseja quantificar. Todas as substancias sédo
capazes de absorver energia radiante (SKOOG, HOLLER E CROUCH, 2006).

O aparelho de espectrofotometria € composto por cinco partes essenciais:
o fonte de Radiacao;
e monocromador;
e compartimento para Amostras;
e detector de Sinal,
e processador de Sinal.

A fonte de radiagdo é uma lampada que emite luz. O monocromador € um prisma
que funciona como uma rede de difracdo, nos comprimentos de onda que compdem

a luz emitida. E selecionado um comprimento de onda adequado aos componentes



DEQUI / UFRGS — Guilherme Moraes Dornemann 7

estudados. A solucdo, que estad presente em uma cubeta no compartimento para
amostras, recebe o feixe de luz monocromética. Uma fracdo do feixe de luz é
absorvida e outra fracao é refletida. O detector de sinal é uma célula fotoelétrica que
detecta a reducdo da intensidade luminosa consequente da diferenca entre
absorcéo e reflexdo. Este detector identifica a intensidade da luz para gerar um sinal
elétrico de saida. Este sinal elétrico é amplificado e processado por um computador,
que retorna o valor referente de absorbancia, sendo este proporcional a
concentragdo dos componentes absorventes que estdo presentes na solugdo na
cubeta (SKOOG, HOLLER E CROUCH, 2006).

A Figura 2.5 apresenta a estrutura esquematica de um espectrofotbmetro como

descrito acima.

Fonte de luz Abertura
Monocromadar Ajustavel
Amostra
=
Detector
de Sinal Ampliador
de Sinal Processadar
_ de Sinal

B -
' Ll-.

Figura 2.5: Componentes de um Espectrofotometro (Adaptado de GE Healthcare
Life Sciences, 2013).

Dentro do ambito da andlise de acucares, as técnicas que fazem uso do
espectrofotometro variam basicamente no modo de obtencdo da solucdo a ser
analisada pelo equipamento, ou seja, no preparo da amostra que se deseja estudar

a concentracdo de agucares.

2.3.1 Espectrofotometria Somogyi-Nelson

A técnica Somogyi-Nelson (SN) é aplicada para preparar amostras e analisa-las
em espectrofotbmetros. A determinacdo é feita através da absorbéncia de um
complexo colorido formado entre um acgucar, cobre oxidado e arsénio-molibdico,
conforme WROLSTAD et al. (2005). Pelo Protocolo brasileiro vigente, de
MALDONADE et al. (2013a), ao aquecer a solugdo com presenca de ion cuprico
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(Cu*™), em meio alcalino, os agucares redutores transformam-se em enodiois e estes
reduzem o ion cuaprico a cuproso (Cu*) na forma de Cu20. Este ultimo reduz o
molibdato de arsénio presente na solucdo a oOxido de molibdénio, que possui
coloracdo azul caracteristica e pode ser quantificado por espectrofotometria.
WROLSTAD et al. (2005), SILVA et al. (2003) e MALDONADE et al. (2013a) indicam
que, para cada um de seus experimentos, a leitura da absorbéancia deve ser feita a
500 nm, 510 nm e 540 nm, respectivamente, pois foram escolhidos como o0s
melhores valores para a medicdo. A presenca de outras substancias redutoras ou
oxidantes (como o oxigénio do ar) afetara a absorbancia medida. Sulfato de sodio é
adicionado durante o processo para controlar a acdo oxidante do ar sobre o 6xido

cuproso.

2.3.2 Espectrofotometria de fenol-sulfdrico

O método do Fenol-sulfarico (FS) resume-se a desidratacdo dos aclucares em
meio acido concentrado e posterior formacdo de complexo dos mesmos com fenol.
Segundo Dubois et al. (1956) e Demiate et al. (2002), aclUcares simples ou
complexos, e seus derivados, quando tratados com fenol e acido sulfarico
concentrado, tornam a solucdo amarelo-alaranjada, mantendo esta coloracdo
estavel. A amostra colorida é colocada em espectrofotbmetro e comparada com
referencial, a fim de apresentar o valor de absorbancia da solucdo, que é

linearmente proporcional a concentracdo de acucares totais.

2.3.3 Acido 3,5-dinitrossalicilico

O &cido 3,5-dinitrossalicilico (ADNS) é um composto amarelado em solucao que
pode ser reduzido por aglcares redutores a um composto nitroamino analogo, acido
3-amino-5-nitrossalicilico, que possui coloracdo avermelhada, ao mesmo tempo em
gue os AR sdo oxidados. Este composto, assim como o ADNS, é aromatico, mas
absorve luz facilmente e, assim, é possivel estabelecer uma relacdo direta entre a
quantidade de acucares redutores presente na solucdo com a medida colorimétrica
realizada em espectrofotometro (VASCONCELOS et al., 2013).

O método consiste em aquecer a mistura entre amostra e ADNS em um meio
alcalino (hidroxido de so6dio em excesso). A Figura 2.6 apresenta a reacao de

reducdo do composto amarelado ao composto avermelhado. Os reagentes
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necessarios sdo o Sal de Rochelle (solucdo de tartarato de sddio e potassio), que
evita a oxidacao do reagente por parte do oxigénio dissolvido; fenol, que aumenta a
coloracdo da solucéo final; metabissulfito de sédio, que serve como estabilizante
para a coloracdo; e hidroxido de sodio, que auxilia na reducdo do ANDS, causada
pelo acucar redutor (MALDONADE et al., 2013b).

Acticar reduzido Aclcar oxidado
igrupo carbonil livra) igrupo carboxil)

Condicdes alcalinas
Aguecimento

n! ND! D! Hn:

Figura 2.6: Reacdo de reducdo do ADNS ao seu anélogo nitroamino (Vasconcelos
et al., 2013).

2.4 Titulometria de Lane-Eynon

A titulometria baseia-se na quantidade de um reagente de concentracao
conhecida que € consumido por um analito, levando em consideracdo a
estequiometria de reacdo envolvida. O método de Lane-Eynon, também conhecido
como Método de Fehling, consiste na reducdo completa dos ions cupricos do
reagente de Fehling (uma solucdo de &cido tartarico com cobre alcalino) a éxido
cuproso, causada pelos acucares redutores. Esta reacdo forma um precipitado
vermelho de 6xido cuproso. A solucéo inicial € azul, devido ao Oxido cuprico, e a
amostra é gotejada em titulacdo até que a solucao adquira coloracdo vermelho-tijolo.
A leitura do ponto final da titulacdo € relativamente grosseira e depende da
sensibilidade e da pratica do analista. A Figura 2.7 representa a reacdo de formacédo
do oOxido cuproso, de cor avermelhada, que precipita apds sua geracdo. Nesta
reacdo, o tartarato de soédio e potassio forma um sal com Cu?*, de coloracédo azul
anil, que sofre reducéo e resulta em 6xido cuproso, de coloracdo avermelhada. O

monossacarideo é oxidado e isto resulta em um sal sddico (TAVARES et al., 2010).
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Figura 2.7: Reacao de reducdo do reagente de Fehling a 6xido cuproso, com
oxidacdo do monossacarideo a um sal sédico (Adaptado de Tavares et al., 2010).

2.5 Cromatégrafo

Carboidratos sao separados com base nas suas diferentes caracteristicas de
adsorcao quando a solucéo a ser analisada passa por uma coluna. Dependendo do
tipo da coluna que é utilizada, os acucares podem ser separados baseados em
propriedades como coeficiente de particdo, polaridade, tamanho de molécula, entre
outros. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é comumente utilizada em
conjuncdo com Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ou com espectrometria de
massa para identificar as moléculas que ocasionam picos nos cromatogramas e

espectros.

No instrumento cromatégrafo, a amostra flui por uma coluna através de uma fase
estacionaria, por intermédio de uma fase mével. Os solutos possuem diferentes
afinidades com a fase estacionaria, e por isso eles se distribuem entre as duas
fases. As substancias com maior afinidade com a fase estacionaria movem-se mais
lentamente na coluna, e as substancias com menor afinidade movem-se com maior
velocidade. Com o passar do tempo, ao sair da coluna, os aglcares passam por um
detector, que emite um sinal, registrado em um cromatograma. A Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia é o método cromatografico geralmente utilizado na
industria alimenticia, pois ele é utilizado em analises de compostos ndo-volateis, ou
seja, quando a cromatografia gasosa nao €& aplicada (SKOOG, HOLLER E

CROUCH, 2006).
O cromatografo a liquido é constituido basicamente de cinco componentes:
e reservatorio e Sistema de Bombeamento da Fase Movel,

e sistema de Introdugé&o da Amostra;
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e coluna Cromatografica (Sistema analitico);
e detector de Sinal;
e processador de Sinal.

Conforme ARGENTON (2010), a fase moével é bombeada em direcdo a coluna
cromatografica e a montante da entrada da coluna é feita a injecdo de amostra no
sistema. A mistura entre amostra e fase mével passa pela coluna, que contém a fase
estacionaria, e na saida da coluna esta conectado um detector. Existem diversos
detectores de sinal e a escolha do detector mais adequado vai das caracteristicas
quimicas e fisicas dos componentes analisados. Os mais comuns na determinagéo
de acuUcares sdo baseados em indice de refracdo (CALDAS et al.,, 2015),
eletroquimica (OLIVEIRA et al., 2010), ultravioleta (UV), UV-visivel e ressonancia
magnética nuclear — RMN (QUEIROZ e HOSTETTMANN, 2006).

A quantificacdo é feita baseando-se nas curvas de calibragdo de solucdes-
padrdo, construida a partir de picos cromatograficos. A area sob cada pico é
proporcional a concentracdo do componente em questdo. Para determinacdo de
acucares totais, é possivel simplesmente considerar a soma das areas individuais de

cada pico da corrida cromatografica.

2.5.1 Detector do tipo indice de refracao

O detector mede o indice de refracédo (IR) da solucdo que passa por ele ao sair
da coluna. A variacdo do indice de refracdo indica a passagem de analito pelo
detector. Essa diferenca em relacdo ao valor de indice de refracdo da fase mével é
detectada. Para isso, o IR do componente analisado deve ser diferente do IR da fase
movel. A temperatura precisa ser controlada, pois o IR varia com a variacdo da
temperatura. (ARGENTON, 2010).

2.5.2 Detector do tipo eletroquimico

Também conhecido como detector amperimetro, este modelo de detector &
baseado na oxidacdo e reducdo de alguns compostos quando submetidos a um
potencial elétrico. Utiliza-se um par de eletrodos para aplicar a diferenca de potencial

elevado o suficiente para provocar uma reacdo de oxidacdo ou reducao, que gera
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uma corrente, e esta corrente € medida pelo detector eletroquimico. A corrente
gerada ¢ proporcional a concentracdo do componente. E um dos melhores
detectores em termos de quantidade minima detectada, podendo medir massas na
faixa de fentograma (SKOOG, HOLLER E CROUCH, 2006).

PICO et al. (2014) quantificaram glicose, isomaltose, maltose, maltotriose,
maltotetraose e maltopentose por CLAE com detector eletroquimico. O trabalho sera
discutido no subcapitulo 3.4.2. O equipamento de CLAE utilizado por e o detector
eletroquimico que fica acoplado a ele encontram-se representados nas figuras

Figura 2.8 e Figura 2.9, respectivamente.

GGG

Figura 2.8: Cromatografo modelo 850 Professional IC, marca Metrohm, utilizado por
Pico et al. (2014) (Adaptado de University of Massachusetts Amherst, s.d.).
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Figura 2.9: Detector eletroquimico modelo 945 Professional da marca Metrohm,
utilizado por PICO et al. (2014) (Adaptado de Metrohm, s.d.).

2.6 Polarimetro

Os acucares sdo moléculas quirais, ou seja, possuem um atomo de carbono
assimétrico, ligado a quatro grupos diferentes. Quando um feixe de luz polarizada
incide sobre uma substancia quiral, o plano de polarizacdo da luz é rotacionado. O
grau de rotacdo molecular € uma propriedade fisico-quimica de cada molécula, e é
capaz de alterar propriedades organolépticas de uma solucdo. O polarimetro é um

instrumento 6tico capaz de medir o grau de rotagcdo molecular.

A rotacao especifica € denominada de a. A mistura entre sacarose, glicose e
frutose é conhecida como acuUcar invertido e € originada da hidrélise da sacarose,
também chamada de inversdo. O acucar invertido € muito mais doce do que a
sacarose em si. Os valores de a para cada um destes agucares sao mostrados na
Tabela 2.1Error! Reference source not found.. Percebe-se que a sacarose e a
glicose sao dextrogiras, desviando o feixe de luz para a direita, enquanto a frutose é
levégira, desviando o feixe de luz para a esquerda. Observa-se também que a
frutose € muito mais levogira dos que o0s outros dois agucares sao dextrogiros e é
por isso que as propriedades organolépticas (principalmente a dogura) da mistura de

acucar invertido variam de acordo com a concentracdo dos agucares.
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AcUcar Rotacéo Especifica (a)
Sacarose +66.5°

Glicose +52,5°

Frutose -92,5°

Tabela 2.1: Valores de rotagcdo especifica de aglcares.

2.7 Biossensores

De acordo com WANG (2005), biossensores sdo dispositivos analiticos que
possuem uma biocamada, um transdutor elétrico, elementos para acondicionamento
e um processador de sinal elétrico. Estes dispositivos possuem na biocamada uma
substancia, como uma enzima ou anticorpo, que possibilita a medicao seletiva de
outra substancia. Assim sendo, 0 biossensor ndo monitora exatamente a substancia
quimica a ser medida, ele monitora o efeito produzido pela interacdo entre
substancia a ser medida e a biocamada. O biossensor produz um sinal elétrico, que
€ proporcional a concentracdo do componente que estd sendo analisado. Estes
dispositivos podem atuar tanto na industria de alimentos, focando na garantia da
seguranca alimentar e analise de contaminantes, quanto no setor da saude,
principalmente na medida de glicose no sangue humano, e no controle do meio
ambiente, como na quantificacdo de toxinas em agua e pesticidas agricolas. Na
industria alimenticia eles também sdo utilizados para acompanhar fermentacoes,
como foi feito por DAUDT e SIMON (2001) na vitivinicultura para medir
concentracdes de acguUcares redutores durante a maturacdo de uvas tintas de modo

rapido e pratico.

Conforme FURTADO et al. (2008), a natureza do biossensor depende do
material biolégico que é imobilizado na superficie do sensor e das propriedades da
amostra analisada. Existem sensores eletroquimicos (que funcionam por movimento
de ions, ou por difusdo de espécies eletroativas), 6ticos (mudanca de temperatura),
piezoelétricos (variacdo de massa) e termométricos (emissdo ou absorcdo de
energia eletromagnética). Os mais populares sado os eletroquimicos, que sao o0s

modelos aplicados no monitoramento da glicose sanguinea.
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O biossensor possui quatro componentes basicos:
e amostra;
e biorreceptor;
e transdutor;
e processador de dados.

A amostra contendo a substancia a ser quantificada, ao entrar em contato com o
biorreceptor, sofre uma alteracao fisico-quimica dependente da interacdo seletiva

7

entre 0 composto e a biocamada. Esta variacdo € identificada pelo transdutor
elétrico. Este sinal é adquirido e entdo processado. A principal aplicacdo de
biossensor no ambito dos aclUcares é na determinacdo de glicose. Para isso, o
biossensor é do tipo amperométrico e o biorreceptor é a enzima glicose-oxidase
(GOx), que catalisa a quebra da glicose, causando a oxidagdo da mesma. A Figura

2.10 resume um biossensor e suas principais partes.

a b C d
S

.

P

Figura 2.10: Diagrama esqueméatico mostrando os principais componentes de um
biossensor. Sendo: Substrato (S); Produto (P); Elemento biolégico (a); Transdutor
(b); Amplificador de sinal (c); e processador de sinal (d).

Considerando o funcionamento de um biossensor eletroquimico aplicado a
determinacao da concentracdo de glicose em uma amostra de sangue, a glicose da
amostra reage com a enzima GOx, formando &cido glucoénico, que logo reage com a
camada de ferricianeto de potassio presente no sensor. Esta reacdo produz
ferrocianeto de potassio. Este sal reage com os metais dos eletrodos do biossensor,
provocando uma corrente elétrica, que flui através dos eletrodos. Esta corrente é

medida e convertida em valores de concentracdo de glicose. Quanto maior a
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corrente, maior sera a concentracdo de glicose na amostra de sangue. O tempo de
andlise pelos medidores de glicose comerciais leva menos de trinta segundos. A
Figura 2.11 apresenta a reacdo de oxidacdo da glicose, que da origem ao acido

gluconico do sistema.

CH,OH :
o o# Glicose- OH OH OH
/ oxidase " ' : |
o —— w0 LA &, + HO,
OH : > -
OH OH OH
Glicose Acido gluconico Peroxido de hidrogénio

Figura 2.11: Reacéo de oxidacéo da glicose catalisada pela enzima GOXx.

O sensor amperométrico € um tipo de biossensor eletroquimico baseado na
medida de corrente elétrica que é resultante de reacao redox (oxidacdo ou reducao)
de componentes eletroativos. O potencial elétrico € mantido constante durante a
andlise e as possiveis alteracdes na corrente sdo oriundas das espécies eletroativas
presentes na biocamada que contém o elemento biolégico. (FURTADO et al., 2008)

No ambito clinico, o mais comum sao aparelhos que medem a corrente gerada
pela reacdo do acido gluconico (proveniente da oxidacdo da glicose) com uma
camada de ferricianeto de potassio, resultando em ferrocianeto de potassio. Este
sal, entre dois eletrodos, provoca corrente elétrica, que é medida. Quanto maior a
concentracdo de glicose na amostra, mais acido glucénico € produzido, mais
ferrocianeto de potassio € formado, aumentando a corrente elétrica. Este método é o
mais empregado em medidores de glicose sanguinea, utilizados diariamente para

monitorar a glicemia em pacientes diabéticos e auxiliar no controle desta doenca.
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3 Revisao Bibliografica

As técnicas destacadas no presente trabalho baseiam-se em diferentes
principios quimicos e fisicos. A revisao bibliografica classifica artigos e trabalhos ja
realizados pelos diferentes fundamentos envolvidos, como o indice de refracédo
molecular e a banda de absor¢do no espectro ultravioleta (UV). O inicio do estudo
da determinacdo de acUcares, ainda que qualitativamente, € datado em artigos da
primeira metade do século XX, e ha técnicas que praticamente ndo foram

modificadas desde seus registros.

3.1 Refratometria

Esta é a técnica mais difundida e aplicada no controle industrial na determinacéo
quantitativa e qualitativa de actcares, segundo CALDAS et al. (2015). E um método
indireto, fisico, ndo seletivo que determina a concentracdo de sélidos sollveis totais
e por isso ndo faz nenhuma distingdo entre os tipos de aclUcares presentes e suas

concentracoes.

CALDAS et al. (2015) realizaram experimentos comparativos entre refratometria,
espectrofotometria e cromatografia liquida aplicadas a determinacdo de acgUcares
em néctar e em suco concentrado de uva. Foi utilizado um refratbmetro digital da
marca ATAGO, com calibracdo em agua. Os resultados obtidos para o néctar de uva
corresponderam aos ja encontrados na literatura, conforme SANTANA et al. (2011),
RIZZON e MIELE (2012) e TOALDO et al. (2015). Ainda de acordo com o trabalho
de CALDAS et al. (2015), a unica diferenca encontrada, para a refratometria, foi
entre o valor total de sélidos soluveis medido (60,08°Bx) e o valor mencionado no
rétulo do suco concentrado (65°Bx), que, de acordo com SANTANA et al. (2009), é o
valor minimo perante a legislagdo brasileira. A menor variacdo dos teores foi
observada pela refratometria, seguida da cromatografia liquida e da espectroscopia,
gue apresentou maior dispersdo. Assim sendo, a refratometria se mostrou
apropriada para medidas rotineiras, principalmente em escalas n&o industriais,

considerando sua precisao, facilidade e simplicidade de uso.

Conforme RAMASAMI et al. (2004), o refratbmetro de Abbe (tipico refratbmetro
de bancada) pode ser utilizado em sucos de frutas e bebidas carbonatadas (com

prévia desgaseificagdo) antes de outros métodos, como a espectroscopia, por
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originar resultados r4pidos de maneira simples, apesar da refratometria medir

acucares totais.

3.2 Espectrofotometria

Ao contrario da refratometria, métodos espectrofotométricos permitem a
determinacdo ndo somente de agucares totais, mas é possivel distinguir AR de ANR.
As técnicas de espectrofotometria também sdo denominadas de técnicas
colorimétricas. A diferenca entre elas estd baseada nos reagentes utilizados, ja que
todas podem ser feitas pelo mesmo espectrofotometro. Esta subsecdo descreve

trabalhos que utilizaram técnicas colorimétricas na determinagéo de acucares.

3.2.1 Somogyi-Nelson

O método de Somogyi-Nelson baseia-se na propriedade redutora dos acucares
redutores, pela reacdo do grupo cetbnico ou aldeidico, mas néo consegue
determinar a concentracdo especifica de cada um dos AR presentes na solucao

analisada.

A Figura 3.1 apresenta a coloracao de dez diluicbes da amostra analisadas por
MALDONADE et al. (2013a) e da amostra em si. O acgUcar presente nas solucdes
era glicose, e as concentragcdes variaram entre 50 mg/L de 500 mg/L de glicose.
Para fins ilustrativos, o tubo de ensaio mostrado na Figura 3.1 com o numero 5
possui concentragdo de 250 mg/L e resultou em um valor de absorbancia de 0,418

com leitura a 540 nm.
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Figura 3.1: Solucdes analisadas por MALDONADE et al., 2013a (Adaptado de
MALDONADE et al., 2013a).

E necessario destacar que, de acordo com WROLSTAD et al. (2005), cubetas de
plastico sdo mais convenientes a serem utilizadas neste método, mas o material
plastico reage com acidos fortes apos longa exposicédo. Além disso, a solucdo nao
pode estar concentrada demais a ponto de prejudicar a linearidade da curva de
absorbancia. Indica-se que a concentracdo de aclUcares seja de, no maximo,
0,50g/L. O tempo necessario entre o comec¢o dos experimentos (iniciando com o
preparo dos reagentes) até a obtencéo de resultados é de aproximadamente vinte e

seis horas.

DEMIATE et al. (2002) compararam o método Somogyi-Nelson (SN) com outros
dois métodos, Lane-Enyon e fenol-sulfirico (sendo este tomado como o referencial),
na determinacdo de acUcares de sucos de macad processados em nivel de
laboratorio e de refrigerantes comerciais. A técnica analitica de Somogyi-Nelson se
mostrou adequada para o0 objetivo, sem apresentar diferenca significativa do
referencial fenol-sulfurico ao nivel de 1 % de significancia, tendo o menor coeficiente
de variagdo, ou seja, menor variabilidade. Este método gera residuos em menor
quantidade e toxicidade, além de ter custo mais baixo de reagentes.

3.2.2 Fenol-sulfarico

CALDAS et al. (2015) analisaram néctar de uva e suco de uva concentrado
comparando trés técnicas: FS, refratometria e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A analise estatistica indicou que os resultados do método do fenol-sulfarico
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foram os que sofreram maiores variag6es para o néctar de uva. Para 0 suco de uva
concentrado, o fenol-sulfirico apresentou resultado diferente em relacdo a
refratometria e a CLAE com significancia de 5 %, o que indica que a técnica do
fenol-sulfarico ndo € indicada para a determinacao de acucares totais para amostras
de suco de uva concentrado como o utilizado no estudo. CALDAS et al. (2015)
concluiram que a qualidade dos resultados obtidos estd relacionada a
homogeneizacdo das solucbes antes da leitura, com o auxilio de um vortex.
Segundo SILVA et al. (2003), uma desvantagem importante do método fenol-
sulfarico é o uso em escala industrial de acido sulfarico. Apesar disso, este € um

método simples, com resultados sensiveis e reprodutiveis.

A Figura 3.2 apresenta o espectrofotbmetro UVmini-1240 — Shimadzu, que foi

utilizado por CALDAS et al. (2015) no experimento de espectrofotometria.

ay

U —

Figura 3.2: Espectrofotdmetro modelo UVmini-1240 — Shimadzu (Adaptado de
Shimadzu, n.d.).

3.2.3 ADNS

Quanto mais avermelhada € a solucdo resultante, maior € a concentracdo de
AR na amostra inicial. A Figura 3.3 mostra solu¢cdes do Protocolo nacional vigente,
de MALDONADE et al. (2013b), analisadas por espectrofotometria. Esta € uma
analise robusta e simples, que permite a quantificagdo diaria de um grande numero

de amostras quando comparada a outras técnicas (VASCONCELOS, 2013).
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Figura 3.3: Solucdes analisadas por MALDONADE et al., 2013b (Adaptado de
MALDONADE et al., 2013b)

Os resultados obtidos por Vasconcelos et al. (2013) indicam que é possivel
determinar aclcares redutores por ADNS sem o uso de fenol e bissulfito de sodio,
gue representam riscos a salude humana, mas a utilizacdo destes reagentes ainda é

comum.

SILVA et al. (2003) compararam métodos espectrofotométricos, titulométricos e
gravimeétricos para determinacdo de acUcares redutores e totais em amostras de
mel. Na andlise estatistica realizada, os métodos espectrofotométricos (ADNS, fenol-
sulfarico, Somogyi-Nelson, entre outros) ndo apresentaram diferenca significativa
entre si ao nivel de 5 %. Um dos objetivos deste estudo era adaptar o método do
ADNS para a determinacdo ndo somente de aclUcares redutores, mas também de
acucares totais, fazendo uso de hidrdlise &cida. Os resultados obtidos n&do diferiram
significativamente dos demais. E necessério neutralizar a amostra apds a hidrélise
acida, pois o meio acido auxilia a formacdo de hidroximetilfurfural, que € um

composto que sera quantificado nas analises.

3.3 Analise titulométrica

Na aplicacdo da titulometria a determinacdo de acucares, a amostra contendo
acucares redutores é o agente titulante. Os métodos titulométricos sdo mais
grosseiros do que os demais utilizados para determinacdo de AR e por isso sao
mais inexatos. Este trabalho destaca a metodologia Lane-Eynon (LE), que é o

método titulométrico oficial de determinacéo de acucares.
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3.3.1 Lane-Eynon

TAVARES et al. (2010) relatam que para atingir resultados exatos com a
utilizacdo dessa metodologia € necessario manter a ebulicdo constante durante a
titulacéo, para evitar que o 6xido cuproso (de coloracdo avermelhada) seja oxidado
pelo oxigénio presente no ar e volte a condicédo de o6xido cuprico (de coloracéao azul).
Além disso, devido a necessidade de aquecimento, a titulacdo deve durar no
maximo trés minutos, de modo a evitar a decomposi¢éo dos agucares, proveniente

do aquecimento prolongado.

Esta é uma técnica muito utilizada, mas conforme RANKINE (1989) pode
apresentar erros devido a fatores como a preparacdo antecipada do reagente de
Fehling, tempo de ebuli¢gdo incorreto e erro no momento da adicdo dos reagentes.
Além disso, a preparacao da solucao de Fehling € complexa e o tempo total de

analise é longo.

DEMIATE et al. (2002) consideraram o método de LE como adequado para a
andlise de sucos de macd e refrigerantes comerciais. Esta técnica teve maior
coeficiente de variacdo em relacdo a Somogyi-Nelson e fenol-sulfarico, tanto para o
suco quanto para o refrigerante. A analise de variancia indicou que nao ha diferenca
significativa entre as metodologias estudadas, ao nivel de 1 % de significancia. Os
pesquisadores ressaltam a importancia de condicBes rigorosas na hidrélise
precedente a titulometria. Assim como em outros métodos, para analisar também

acUcares ndo-redutores, é necessario realizar hidrélise prévia em meio acido.

A titulacdo volumétrica de Lane-Eynon é o método oficial para determinacdo de

aclcares na uva, suco de uva, mosto e vinho (CORREA et al., 2013).

3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia € um processo mais complexo e preciso do que as metodologias
gue envolvem refratometria, espectrofotometria e titulometria. Seu diferencial é a
seletividade em relacdo aos diferentes monossacarideos e dissacarideos que sao
guantificados simultaneamente em uma Unica andlise. A CLAE é uma técnica
popularmente empregada na andlise simultdnea de diferentes acucares, como a

glicose, a frutose e a sacarose.
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3.4.1 CLAE por indice de refracdo

A técnica cromatografica permite quantificar diferentes aclcares de uma mesma
amostra ao mesmo tempo, como feito por CALDAS et al. (2015). A Figura 3.4 mostra
os resultados obtidos ao realizar CLAE com detector de IR em solugéo-padréo,
néctar de uva e suco concentrado de uva, conforme experimentos. E possivel
observar a auséncia de sacarose no suco de uva concentrado, ou seja, somente ha
0s acUcares naturais (glicose e frutose) e ndo houve adi¢cdo de sacarose, 0 que esta
de acordo com a legislagdo brasileira. Foi utilizado um aparelho HPLC Série 10,
Shimadzu, bomba LC-10 AT VP, gerenciador de solventes quaternario (FCV-10AL
VP) comandado pela interface (SCL-10A VP), e médulo de gaseificacdo DGU-14A.
A fase mével usada foi uma mistura de acetonitrila: agua 75:25 (v/v), vazédo de 1,0
mL min-t com coluna Shim-pack CLC-NH2z (M) (4,6 x 250 mm, 0,05 mm, Shimadzu),
mantida a 30 °C (CTO-10AS VP). Injetor manual Rheodyne 7125 com alca de
amostragem de 0,2 mL. Deteccéo realizada por IR (RID-10A, Shimadzu) e aquisi¢cao

e integracao dos picos utilizou o programa computacional Class-VP.
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Figura 3.4: Cromatogramas de solucéo padrao de frutose, glicose e sacarose a
0,25g/L (a); néctar de uva (b) e suco concentrado de uva (c), por CLAE-IR. Picos: (1)
Frutose; (2) Glicose e (3) Sacarose (Adaptado de CALDAS et al., 2015).

CORREA et al. (2013) consideraram o método capaz de separar e quantificar as
amostras de vinho, suco de uva e mosto, com alta resolucdo. Além disso, foi feita
analise de variancia e foram calculados os parametros de recuperacéo e coeficiente
de variagdo, que indicaram que 0 método € preciso e exato, e os limites de deteccdo
e quantificacdo foram suficientemente baixos. Com isso, o0 método é eficaz para
avaliar concordancia com a legislacdo de sucos e vinhos, detectar adulteracdes,
predizer grau alcodlico do vinho — que € influenciado pelo grau de maturagdo na

fermentacado, e acompanhar eficiéncia da fermentagéo alcoolica.

Os cromatogramas obtidos por CORREA et al. (2013) se encontram na Figura

3.5 e na Figura 3.6. A primeira figura apresenta os cromatogramas da solucéo-
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padrao de glicose, sacarose e frutose, e 0 cromatograma da amostra de vinho. A
segunda figura apresenta os cromatogramas gerados pelas amostras de suco de
uva e mosto. Foi empregada uma coluna Rezex RHM-monosaccharide H* 300 x 7,8
mm e uma pré-coluna Carbo H, 4,0 x 3,0 mm. A fase movel foi &gua ultrapura, com
fluxo isocratico de 0,6 mL.min! e temperatura de forno de 40 °C. Foi injetado 0,1 mL
de solugéo dos padrdes e amostras.
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Figura 3.5: Cromatogramas da solugao-padrao (a) e da amostra de vinho (b)
explicitando sacarose (1), glicose (2) e frutose (3) (Adaptado de CORREA et al.,
2013).
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Figura 3.6: Cromatogramas da amostra de suco de uva (c) e da amostra de mosto
(d), explicitando sacarose (1), glicose (2) e frutose (3) (Adaptado de CORREA et al.,
2013).

E possivel perceber que ndo houve adicdo de sacarose por parte do fabricante
do suco de uva analisado, pois ndo foram detectadas quantidades de sacarose fora
do esperado, o que indica a adequacdo a legislacdo. Caso houvesse adicdo de

sacarose, o produto seria denominado néctar de uva.

3.4.2 Eletroquimico

OLIVEIRA et al. (2010) quantificaram os teores de agucares em cultivares de soja
utilizando CLAE com detector eletroquimico com eletrodos de ouro. A identificagédo e
a quantificacado dos picos dos diferentes acucares foram feitas a partir de solucdes-
padrao de glicose, frutose e sacarose. A técnica utilizada foi eficaz para a

comparacao dos diversos cultivares de soja que foram analisados e todas as
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amostras apresentaram valores sem diferenca significativa de frutose, a nivel de 1 %
de significancia, e as concentracdes de sacarose variam de acordo com cada

cultivar, como era o esperado.

PICO et al. (2014) desenvolveram e validaram um método para determinacgéo e
quantificacdo de seis acgucares (glicose, isomaltose, maltose, maltotriose,
maltotetraose e maltopentose) em farinha de trigo. A andlise deste produto é
importante devido a obtencdo do melhor instante de fermentacéo, controle da reagéo
de Maillard e de caramelizacdo durante cozimento e na producédo de aclcares e de
xaropes de glicose, provenientes do amido da farinha. Este trabalho citado utilizou
eletrodos de ouro para o processo e eletrodo de paladio como referéncia. A
seletividade foi facilmente comprovada com a adicdo somente dos agUcares a serem
diferenciados e nova andlise, indicando picos ainda maiores para 0s componentes
adicionados. Foram encontradas a melhor fase movel para se utilizar e a melhor
diferenca de potencial. O tempo de analise foi de 38 min, que é um valor um pouco
maior do que o usual sem a otimizacdo proposta pelo experimento, mas os valores

encontrados foram mais exatos, de acordo com a analise de variancia.

3.5 Polarimetria

Na industria de alimentos, é possivel quantificar sacarose, glicose e frutose em
solucBes pela polarimetria, que € utilizada no controle de qualidade de produtos. De
acordo com RODRIGUES et al. (2000), a técnica de polarimetria e a refratometria
sdo comumente usadas no setor de producdo de cana-de-acUcar, que tem grande
extensdo no Brasil. Na indastria canavieira, deseja-se sempre 0 mais elevado teor
de sacarose na cana-de-acucar, pois isto determina a pureza da cana para posterior

processamento, e 0 mesmo é valido para a producao de beterraba.

MACHADO, CAMPOS e SOUZA (2009) compararam os meétodos de Lane-Eynon
e polarimetria para determinacdo de amido em farinha de mandioca. Segundo
analise de variancia, ndo houve diferenca significativa entre as técnicas, em um nivel

de 5 % de significancia. Os dois métodos mostraram-se precisos e exatos.

Este método é o mais adequado para determinacdo de amido, e € o0 método
recomendado pelo Ministério da Agricultura do Brasil, por ser o indicado pela
Comunidade Econémica Europeia (EEC) (MACHADO, CAMPOS e SOUZA, 2009).
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3.6 Biossensor eletroquimico

A procura por respostas rapidas e de altas sensibilidade, seletividade e
estabilidade fizeram com que o interesse por sensores eletroguimicos crescesse nas
Gltimas décadas. A grande vantagem deste biossensor consiste nestas
caracteristicas, aliadas a testes rapidos e de baixo custo, além da inexigibilidade de
pré-tratamento da amostra. Os biossensores eletroquimicos mostram-se como boas

opcOes para o monitoramento frequente da glicose sanguinea.

VIEIRA (2006) mostrou que é possivel produzir em laboratério um biossensor
eletroquimico amperométrico aplicado a determinacdo de glicose sanguinea com
uma biocamada e transdutor envolvendo GOx, poliamidoamina e 6xido de indio
dopado com estanho, com qualidades sensoras convenientemente adequadas em
termos de sensibilidade e tempo de resposta no monitoramento de glicose.
Seguindo 0 mesmo caminho, AVILA (2014) desenvolveu um biossensor estavel e

reprodutivel com metodologia simples para deteccao de glicose.

Embora esta tecnologia auxilie na qualidade de vida de pessoas diabéticas, a
perspectiva de evolucdo do método € a utilizacdo de tecnologias ndo-invasivas, ou
seja, que nao necessitem da obtencdo de uma amostra de sangue. Neste sentido,
WANG (2008) esclarece que a tendéncia é a utilizacdo de adesivos ou relégios que
se baseiam no principio da iontoforese reversa para quantificar glicose sanguinea
sem perfurar a pele. SIEG, GUY e DELGADO-CHARRO (2004) provaram que a
popularizacdo do adesivo é possivel e que ainda existem pequenas alteracbes que

podem ser feitas para refinar a determinacéo da glicose sanguinea.

Na aplicacdo de biossensores eletroquimicos na indastria, para a determinacao
da concentracao de glicose em uma amostra geralmente mede-se a corrente gerada
por reacdo redox da agua oxigenada que € gerada na oxidacdo da glicose. A
biocamada também é composta por GOx, assim como na aplicagdo do biossensor

de glicose no sangue. (MOREIRA et al., s.d.)
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4 Comparagao de métodos

Os métodos analisados baseiam-se em principios muito diferentes entre si. A
escolha de um método para cada situacdo deve levar em conta a amostra a ser
analisada, a viabilidade técnica, o tempo de resposta, o custo empregado e a
confiabilidade necessaria. Neste capitulo as técnicas descritas anteriormente serao
comparadas e classificadas convenientemente de acordo com critérios

estabelecidos.
4.1 Custo

Tratando-se do valor gasto para obter o resultado desejado, € notavel que a
refratometria € a melhor técnica neste quesito. Instrumentos refratbmetros ditos
portateis e analégicos custam menos de R$ 500,00, enquanto aparelhos digitais,
pouco passam de R$ 1.000,00. Estes precos sao irrisérios comparados a
espectrofotometros de bancada, que custam mais do que dez vezes este valor.
Polarimetros podem variar o preco entre R$ 3.000,00 e R$ 50.000,00, dependendo
da qualidade e atributos do equipamento. Os aparelhos de HPLC podem passar dos
R$ 100.000,00. A técnica de titulometria, por ndo possuir um instrumento especifico,
depende da disponibilidade de um laboratério que possua 0s materiais e reagentes

necessarios para sua analise.

4.2 Aplicabilidade

Existem métodos oficiais para a determinacdo de aclUcares em certas condicdes,
como o caso de uvas, sucos de uva, mosto e vinho, cuja técnica oficial € o método
Lane-Eynon. O uso da técnica vem da necessidade de saber o ponto de maturacéo
das uvas. Porém em muitas situacdes esta técnica ndo se faz aplicavel, como em
casos de pequenas producdes de vitivinicultura, onde ndo € viavel dispor de um
laboratério para a andlise. Nesses casos € possivel fazer uso dos refratdmetros

manuais. Além disso, a refratometria é muito Util para controle de qualidade de

xaropes e geleias.

O refratdmetro digital € amplamente utilizado nas industrias de refrigerantes,
servindo como indicador no padréo de qualidade. As empresas deste ramo buscam
o melhor custo-beneficio para obtencdo do teor de acglcares totais e neste caso a

refratometria produz um resultado confiavel.
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Quando o produto a ser analisado é originalmente um solido, como cereais e
tubérculos, a metodologia oficial é a polarimetria. Contudo ndo sdo todos os
laboratorios que dispdem de um polarimetro e esta limitacdo pode ser facilmente
superada com a aplicacéo de LE, sem prejuizo de precisdo e exatidao de resultados,
somente em tempo de andlise e custo de reagentes, conforme MACHADO,
CAMPOS e SOUZA (2009). Porém caso seja necessario determinar acucares

separadamente, a CLAE se faz necessaria.

Laboratorios que fazem analise de fiscalizacdo e adulteragbes de produtos
precisam utilizar cromatégrafos de alta eficiéncia, pois é necessario comparar, para
a mesma amostra, o0s teores de diversos acucares ao mesmo tempo. A
espectroscopia também pode ser aplicada a esses casos, mas € necessario realizar
a medida antes e depois da hidrélise dos agucares, que é a parte que necessita de

maior controle das condi¢des e, consequentemente, acarreta mais erros.

As técnicas para medida de acucares em cana-de-aclcar comumente utilizadas
séo a refratometria e a polarimetria. Pela inddstria canavieira, quanto maior o teor de
sacarose presente na cana, maior é a qualidade da planta para posterior
processamento. A porcentagem de sacarose presente no caldo extraido da moagem
da cana-de-acucar indica a pureza desta e ambas as técnicas sao precisas 0

suficiente para a industria canavieira.
4.3 Limites de quantificagao

Nos casos da industria alimenticia, o maior problema envolvendo o limite de
guantificacdo de uma amostra esta relacionado ao limite superior de detecgcédo. As
técnicas que utilizam calibracdo por meio de um padrdo, como as
espectrofotometrias de SN e ADNS, sdo limitadas pela concentracdo maxima da
curva de calibracéo utilizada, sendo desaconselhada a extrapolacdo de resultados, e
pelo limite de absorbancia obtida pela curva de calibracéo, pois ndo é aconselhado
trabalhar préximo ao valor de absorbéancia 1,0. Os protocolos vigentes no Brasil dos
meétodos de SN e ADNS indicam diluicbes convenientes da amostra de modo que a
concentracéo de agucares seja, respectivamente, 0,50 g/L e 1,0 g/L, no maximo.
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4.4 Tempo de analise

E possivel perceber pelos trabalhos ja realizados que a etapa dos experimentos
em que se dedica mais tempo é no preparo das amostras e dos reagentes a serem
utilizados. Nos casos em que se faz necessaria a hidrélise, seja enzimatica ou
qguimica, o tempo experimental aumenta ainda mais. A exemplo da técnica de SN, a
determinacdo de acuUcares redutores, sem a hidrolise da sacarose, leva menos de
uma hora. Para ser feita a determinacdo de acUcares redutores totais, a hidrélise
enzimatica possui etapas como extracdo e didlise, que levam seis e oito horas,
respectivamente. A medida no aparelho de espectrofotdmetro é a parte mais rapida

do processo, levando poucos minutos para ser realizada.

A demora no preparo de reagentes também vale para a titulometria, mesmo que
esta deva ser realizada em no maximo trés minutos, para evitar degradacédo dos

acucares, ja que ela é feita com aguecimento.

Os aparelhos manuais de refratometria retornam respostas instantaneamente, na
lente com a escala em °Bx, enquanto os instrumentos digitais e os polarimetros
levam poucos minutos para a andlise. Todos estes tém a vantagem de nao

utilizarem reagentes de longo tempo de preparo.

4.5 Toxicidade

Somente as técnicas de FS e ADNS possuem potencial toxicolégico relevante.
Estes dois métodos fazem uso de reagentes como acido sulfurico concentrado,
fenol, bissulfito de sédio e hidroxido de sddio e por isso hdo podem ser aplicados a
grandes escalas. E conveniente ndo ultrapassar a escala de bancada para uso
destas metodologias. Embora estas técnicas espectrofotométricas sejam
amplamente utilizadas, existem adapta¢cfes que possuem menor toxicidade, como a
adaptacdo do método de ADNS, sem o uso de fenol e bissulfito de sodio, que foi
consolidada por VASCONCELOS et al. (2013).
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5 Conclusoes

As técnicas mais comuns empregadas na determinacéo de acUcares na industria
alimenticia foram comparadas e tiveram suas viabilidades verificadas, em casos
distintos. Foi possivel concluir que o refratbmetro manual € a melhor opcdo para
pequenos empreendedores do setor de vitivinicultura. O uso de refratbmetro e de
polarimetro sdo a melhor alternativa para o setor canavieiro, visto que as técnicas

sao baratas, rapidas e séo popularmente utilizadas no setor.

O refratdmetro digital aparece como boa escolha para empresas de maior porte,
como grandes fabricantes de refrigerantes, pois a analise da qualidade dos produtos
deve ser frequente, simples e com resultados confiaveis o suficiente, como os da
refratometria, sem a necessidade de aprofundamento nos diversos acucares

presentes na amostra.

Foi possivel comparar métodos que fazem uso da hidrélise com aqueles que nao
fazem. O uso de técnicas que necessitam de hidrélise torna a analise demorada,
ndo sendo adequadas para determinacfes que necessitam de frequéncia, mas
surgem como alternativa em casos de falta de equipamentos ou recursos

laboratoriais.

A titulometria mostrou-se uma boa e rapida técnica para andlise qualitativa e para
andlise quantitativa grosseira, caso a hidrolise seja dispensavel. A préatica e a

experiéncia do operador influenciam no ponto final da analise.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia mostrou-se como a técnica mais
completa para a determinacdo da concentracdo de acucares, tanto AR quanto ANR.
A Unica desvantagem consideravel desta técnica esta relacionada ao custo e a

operacao do cromatografo.
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