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Desenvolvimento e validagao de métodos para a determinagao
do teor de agliicar em bebidas nao alcodlicas

Development and validation of methods for
determination in non-alcoholic beverages

sugar

RESUMO

Os acucares sdo biomoléculas pertencentes a classe dos carboidratos que podem ser
encontrados em grande parte dos alimentos que ingerimos diariamente. Estas
biomoléculas desempenham importantes fungdes, como suprimento energético para os
seres humanos. No entanto, o seu consumo exagerado pode causar danos a saude. Desta
forma, diversos métodos analiticos vém sendo propostos com o objetivo de quantificar
estas substancias em amostras alimenticias. Em meio as técnicas analiticas bem
estabelecidas, destaca-se o uso da espectrometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-
Vis). Logo, este trabalho teve como objetivo utilizar as metodologias de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) e fenol-sulfurico na determinagdo da quantidade de acucares
redutores e totais em amostras de bebidas ndo alcodlicas. Foram analisadas seis amostras
diferentes (agua de coco, chd, sucos e refrigerantes) as quais foram adquiridas na cidade
de Curitiba-PR. Ambos os métodos utilizados se mostraram adequados para a andlise de
acucares em amostras alimenticias. A adaptagdo da metodologia de DNS para a
quantificacdo de acgucares totais foi realizada com sucesso.

PALAVRAS-CHAVE: Aclcares. Método acido 3,5-dinitrosalicilico. Método fenol-sulfurico.

ABSTRACT

Sugars can be found in a wide range of foods. These biomolecules perform important
functions, however the over-consumptiom may cause dangerous health effect, as diabetes
and cardiovascular (heart) disease. In the last years, several analytical methods have been
proposed in order to quantify these substances in food samples. Among to the well-
established analytical techniques, ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) are one of the
most used due to its simplicity and low cost. Thus, the objective of this study was applied
the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) and phenol sulfuric methods to quantify reducing and
total sugars in non-alcoholic beverage. A total of six different samples were analyzed
(coconut water, tea, juices and soft drinks) and both methods showed good results. In
addition, the use of DNS method for total sugar quantification also showed good results
when compared with phenol sulfuric method.

KEYWORDS: Sugar. 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method. Phenol-sulfuric acid method.
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INTRODUGAO

Os acucares sdao biomoléculas pertencentes a classe dos carboidratos que
podem ser encontrados em grande parte dos alimentos que ingerimos. Estes
compostos podem ser divididos em trés principais classes: monossacarideos
(actcar simples), oligossacarideos (3 a 10 subunidades de agucares interligados) e
polissacarideos (mais de 10 subunidades de acucares interligados). Além desta
classificacdo, os agucares ainda podem ser classificados como redutores e nao
redutores. Por exemplo, a glicose e frutose (monossacarideos) sdo acucares
redutores por possuirem grupo carbonilico e cetdnico livres, capazes de oxidar na
presenca de agentes oxidantes, por exemplo fons férricos (Fe**) e cuprico (Cu®"), e
em solucGes alcalinas. Ja a sacarose (dissacarideo) por ndo contar com esta
caracteristica é chamado de agucar ndo redutor (BRUICE, 2006; SANTOS et al.,
2016; SILVA et al., 2003).

Atualmente encontra-se uma tendéncia em utilizar métodos mais eficientes,
rapidos e precisos para quantificacdo destas substancias em diferentes matrizes.
Dentre as técnicas bem estabelecidas para este fim, destaca-se a espectrometria
na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) (SANTOS et al, 2017). Na literatura
podem ser encontrados diferentes métodos colorimétricos para determinacdo de
acucar redutores e ndo redutores, como por exemplo: método de Somogyi-
Nelson (SOMOGYI et al., 1945), fenol-sulfdrico (DUBOIS et al., 1956) e acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Estes métodos sdo amplamente utilizados
em analises de rotina. Assim, este trabalho propde a aplicacdo dos métodos de
DNS e fenol-sulfurico para a determinacdo de agucares, de forma a ser possivel
determinar a quantidade (percentagem) total de acglcares redutores e totais em
uma amostra de bebida ndo alcodlica.

MATERIAL E METODOS

Equipamentos e softwares: As anadlises foram realizadas no
espectrofotdbmetro UV-VIS marca Varian modelo Cary 50. Os calculos das
concentracdes, em g.100 mL™ de glicose, foram obtidos com base na equagdo de
reta gerada a partir da curva de calibracdo. Estas analises foram realizadas no
software Microsoft® Excel.

Amostras e reagentes: Seis tipos diferentes de bebidas ndo alcodlicas foram
analisadas neste trabalho. Estas amostras foram adquiridas em supermercados
na cidade de Curitiba-PR, foram elas: dgua de coco, chd, sucos de limdo e
maracuja e refrigerantes (normal e zero aclcar). Na coleta, as mesmas
encontravam-se em temperatura ambiente, com as embalagens seladas, e dentro
de seus prazos de validade. Os seguintes reagentes foram utilizados durante as
analises: glicose PA, acido 3,5-dinitrosalicilico (C;H4N,05), hidréxido de sddio PA
(NaOH), tartarato duplo de sddio e potassio PA (KNaC,H,Og), bissulfito de sddio
PA (NaHSO3), fenol PA (CgHsOH), acido sulfurico PA (H,SO,) e acido cloridrico PA
(HCl).

Método DNS: O 4cido 3,5-dinitrosalicilico (agente oxidante presente no
reativo DNS), é um composto amarelado, que sob condi¢Bes alcalinas, reage com
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o carbono carbonilico de aglcares redutores e se reduz a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, conforme apresentado na Figura 1. Este acido apresenta uma
coloragdo avermelhada cuja absorcdo maxima se da em 540 nm (GONCALVES et
al., 2010).

Figura 1 — O 4acido dinitrosalicilico é reduzido pelo agucar redutor em meio alcalino
sob aquecimento. A.R= Aglcar redutor genérico.

COOH CHO COOH COOH
OH | oH |
OH"
+ —_— +
OaN NO: A.R.= Aglicar OaN NH, Acido
Acido 3,5-dinitrosalicilico  redutor genérico Acido 3-amino-5-nitrosalicilico  Aldénico

Fonte: Adaptado Silva et al., 2003.

A metodologia DNS utilizada serd a proposta por Miller (1959). Foram
adicionados 4 mL do reagente DNS e 1 mL da amostra. As amostras foram
abertas somente na hora do preparo, no caso de refrigerante, a desgaseificagdo
foi realizada em um banho ultrassénico. Depois de pipetados amostras e reativo,
foram levadas para aquecimento em banho-maria por 15 minutos a temperatura
de 100°C. Em seguida foram resfriadas a temperatura ambiente e os acglcares
redutores foram quantificados por espectrofotometria Uv-Vis, no comprimento
de onda de 540 nm. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e as
amostras diluidas a fim de ajustar a concentracdo dentro da faixa linear do
método.

Foi realizada uma adaptacdo no método para a determinacdo do teor de
acUcares totais, em que, através da hidrdlise acida pode ser obtida a inversdo da
sacarose. A hidrélise foi realizada de com Zenebon et al. (2005). Apds a hidrdlise
o procedimento para a quantificacdo dos acgucares totais foi o mesmo utilizado
para os agucares redutores.

Método fenol-sulfurico: Este método baseia-se no fato de que o acgucar
simples, polissacarideos e seus derivados, incluindo metil-ésteres com grupos
redutores livres, na presenca de fenol e 4acido sulfurico, geram uma cor
alaranjada que é medida na faixa visivel e é proporcional a quantidade de acgulcar
presente na amostra. A reacdo é sensivel e de cor estavel (DUBOIS et al., 1956).

As andlises foram realizadas de acordo com DUBOIS et al. (1956). A técnica
empregada consiste na adicdo de 1 mL de fenol 5% a 1 mL de amostra, apds
adicionar 5 mL de acido sulfurico PA as amostras e proceder a leitura no
espectrofotometro no comprimento de onda de 490 nm. Conforme a
necessidade, as amostras foram diluidas de modo que sua leitura ficasse dentro
da faixa linear do método e no caso de refrigerante, a desgaseificacdo foi
realizada em um banho ultrassonico. Todas as medidas foram realizadas em
triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 2 apresenta as curvas de calibragdo, em funcdo da concentragao de
glicose, para os métodos DNS (Figura 2a) e fenol-sulfurico (Figura 2b). Ambas as
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curvas apresentaram uma relacdo linear, com coeficiente de correlagdo superior
a 0,99. Para o método DNS, a concentracdo de glicose variou de 100 a 300 mg-L?,
enquanto que para o método fenol-sulfurico a concentracdo de glicose variou de
25a 150 mg-L™.

Figura 2 — Curva de calibracdo obtidas com o método (a) DNS e (b) fenol-sulfurico.
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Fonte: Autoria Propria (2019).

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos em percentagens de acucares
redutores e totais para as seis amostras analisadas neste trabalho.

Tabela 1 — Resultados obtidos na analise de aglcares nas amostras estudadas.

Método fenol-

Amostra Método DNS o
sulfarico

Aglcares Aglcares Totais (%) Acucares Totais (%)
redutores (%)

Agua de coco 3,41 £ 0,07 4,26 £ 0,08 4,65 +0,33
Cha 2,53 +0,07 8,66+0,11 8,65+ 0,20

Suco de Limdo 3,06 +0,12 9,32+0,25 10,18 + 0,50
Suco de Maracuja 7,90+0,21 10,71+0,13 11,37 +£0,21
Refrigerante 2,66 £ 0,03 10,48 £ 0,28 10,27 £ 0,33
Refrigerante Zero 0,01 +0,00 0,01 +0,00 0,01 +0,00

Fonte: Autoria Prépria (2019).

A partir dos resultados, verifica-se que as amostras analisadas apresentam
valores de agucares bem diferentes, que se da devido a diferenca na composicdo
das mesmas. Além disso, observa-se que ndao é possivel quantificar os agucares
presentes no refrigerante zero, visto que nas analises das amostras ndo ocorreu a
mudanca de coloragdo caracteristica para cada metodologia.

E possivel verificar ainda que a adaptagdo do método de DNS para a
determinacdo de acuUcares totais, apds aplicacdo de uma hidrélise acida,
mostrou-se eficiente. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, é
possivel observar uma boa proximidade entre as concentracdes obtidas pelo
método DNS e fenol-sulfurico.
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Silva et al. (2003) compararam vdrios métodos para a determinacdo de
acucares redutores e totais em mel observando que as metodologias baseadas
no uso da espectrofotometria de UV-Vis apresentam melhores resultados
guando comparadas com os métodos classicos de andlise, titulometria e
gravimetria.

Outros trabalhos apresentam diferentes métodos de determinacdao de
acucares redutores e totais em sucos de frutas (LOSSO et al., 2008), batatas cruas
(TOMA; LEUNG, 1987), utilizando o método fenol-sulfirico e em geléias
(GRANADA et al., 2005), refrigerantes (SANTOS et al., 2016) e alimentos infantis
(HANAN et al., 2012), baseado no método Lane —Eynon.

Ao suco pode ser adicionado acglcar na quantidade maxima de 10% (g
aculcar/100 g de suco) no qual deve ser indicado na embalagem que se trata de
um suco adocado. De uma forma aproximada, é possivel observar que sucos de
limdo e maracuja apresentaram teor de acgucar acima ao exigido pela lei. Ja em
refrigerantes o aclcar adicionado é na proporcao de 8% a 12% do produto final
sendo que as amostras estudadas nao ultrapassaram o limite toleravel (BRASIL,
1994).

Comparando a viabilidade das duas metodologias, apesar do método fenol-
sulfurico ser mais rdpido e de simples execucdo, este apresenta como
desvantagem a toxicidade e a quantidade de residuos gerados. J4 o método de
DNS é uma ferramenta robusta e pratica para a rotina laboratorial com grande
volume de amostras a serem processadas, porém também apresenta como
desvantagem o uso de altos volumes de amostra e reagente. (DUBOIS et al.,,
1956; GONCALVES et al., 2010). Na literatura, podem ser encontrados alguns
estudos envolvendo a adaptacdo destas metodologias, como a reducdo no tempo
de analise e a diminuicdo do volume de reagente (MASUKO et al., 2005;
GONCALVES et al., 2010; SANTOS et al., 2017).

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que as diferentes amostras
estudadas possuem concentracgdes distintas de acucares redutores e totais em
suas composicées. No refrigerante zero pode-se confirmar a auséncia de
acucares redutores e ndo redutores. Além disso a adapta¢do do método de DNS,
para a quantificacdo de acucares totais através da hidrélise acida, se mostrou
eficiente.
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