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1. INTRODUCAO

A Saccharum spp cana-de-acUcar, foi introduzida no periodo colonial, e se
transformou em uma das principais culturas da economia brasileira. O Brasil ndo é
apenas o maior produtor de cana, mas também o primeiro do mundo na producéo de
acucar e etanol (CONAB,2010).

A fotossintese e producdo de carboidratos na cana de acucar estdo ligadas a
processos de crescimento e amadurecimento. A fotossintese tem como fungéo a
producdo de acucares com cinco e seis atomos de carbono que se combina com a
glicose livre, formando sacarose fosfato. Um receptor de fosfato, que pode ser tiamina
ou riboflavina, produz a fosforilacdo da sacarose (CAMARGO,1976).

No decorrer da maturacdo, a cana-de-aglcar armazena a sacarose a partir da
base para o apice da planta. No ter¢o basal do colmo apresenta uma quantidade mais
elevada de acucar do que o terco médio, e este maior do que o terco apical. Conforme
a maturacao progride, o teor de sacarose tende a se igualar nas diversas partes dos
colmos, quando o apice apresenta composicdo similar ao da base (DEUBBER,1988).

O processo industrial trabalha com a eficiéncia na de recuperacdo do acUcar
depende da qualidade da matéria-prima entregue na unidade industrial e de anélises
precisas e rapidas. A cana-de acuUcar utilizada em operac¢fes finais da producao
agricola mantém suas caracteristicas fisico-quimicas inalteradas por pouco tempo,
necessitando, portanto ser processada imediatamente ap0s a sua recep¢do na
unidade industrial, para evitar quedas de rendimento (VIANA,2007).

Para se determinar o teor de acucares redutores e acucares redutores totais em
alimentos, existem varios métodos quimicos nao seletivos que fornecem resultados,
com elevado grau de confiabilidade, quando utilizados corretamente ap6s eliminagéo
de interferentes. Outros métodos mais seletivos vém sendo estudados e aplicados em
menor escala como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que identifica
uma maior variedade de carboidratos na amostra, por ser mais sensivel, além de
possuir um tempo de analise pequeno (NETO,2003).

Os métodos quimicos classicos conhecidos para a analise de agucares redutores
(ART) sdo na sua maioria fundamentados na reducdo de ions cobre em solucdes
alcalinas (solugdo de Fehling), mas também existem aqueles fundamentados em

outros tipos de técnica.



Este trabalho foi realizado com o propdsito de comparar essas analises afim de
suprir a necessidade dos laboratérios de analise de alimentos no que se refere a
técnicas na determinacdo de acUcares redutores (A.R.T), utilizando as metodologias

de Cromatografia e Titulométricas em amostras de cana-de-acucar.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana -de- acgucar

De acordo com o segundo levantamento da safra 2016/2017 de cana-de-acgUcar,
o Brasil devera produzir 684,77 milhdes de toneladas do produto. A estimativa foi
divulgada em agosto de 2016, pela Companhia Nacional de Abastecimento (Conab).
(CONAB, 2016).

Desde a safra de 1998/99, o sistema de pagamento de cana-de-agucar no Brasil
se baseia no contetdo de acucares totais recuperaveis (ATR), que sdo constituidos
de sacarose e acUcares redutores, frutose e glicose (ISEJIMA, 2002).

Os carboidratos atuam basicamente como agentes de sabor (dogura) agentes de
escurecimento e agentes formadores de goma, influindo na textura dos alimentos. Os
acUcares redutores totais representa a quantidade total de acUcares da cana
(sacarose, glicose e frutose). Acucares redutores correspodem a quantidade de
glicose e de frutose presentes na cana, que afetam diretamente a sua pureza, ja que
refletem em uma menor eficiéncia na recuperacdo da sacarose pela fabrica
(MAULE,2001).

A determinacao dos acucares redutores pelo método titulométrico (Lane & Eynon,
1923) tem sido utilizada pelas comissdes técnicas de pagamento de cana, por causa
da demora da técnica. Apés ter sido adaptado por Horii; Gongalves (1991), o método
de andlise de AR pelo Redutec, este por sua vez ndo é capaz de atender a demanda
das industrias que recebem um grande numero de fornecedores, uma vez que em
algumas delas é comum realizada mais de 500 analises por dia. Outros métodos de
analise de acucares redutores tém sido propostos, como o de Somogyi; Nelson, por
Amorim et al. (1979). Melo (1982) propde um método colorimétrico para determinagéo
de acucar redutor em presenca de sacarose. Neste método, a solugcdo agucarada
tratada com cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio desenvolve cor, em virtude de sua
reagdo com o0s agucares invertidos. Gabriel (1971) descreve um método para
localizac&o de enzimas, produtoras de cetoses e aldoses, em gel apos eletroforese,
com base também na reacao de 2,3,5-trifenil tetrazélio com acgucares redutores.

A eficiéncia do processo industrial de recuperacédo do ART depende da qualidade

da matéria-prima entregue na unidade industrial. Sabe-se que a cana - de acgucar
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submetida as operacdes finais da producdo agricola mantém suas caracteristicas
fisico- quimicas inalteradas por pouco tempo, necessitando, portanto ser processada
imediatamente apds a sua recepc¢do na unidade industrial, para evitar quedas de
rendimento que podem ser facilmente comprovada através de analises (VIANA, 2008).

Para quantificar o AR e ART em alimentos existem varias metodologias quimicas
nao seletivas que fornecem resultados, com elevado grau de confiabilidade quando

utilizado corretamente. Outro método mais seletivo € cromatografia (CLAE), que

identifica uma gama maior de carboidratos na amostra (SILVA, 2003).

2.2 Cromatografia

A cromatografia € uma forma de andlise muito importante, por ser facilmente
adaptavel a diversas moléculas e ions, ser rapida, prética e precisa. Do grego xpwua:
chroma, cor e ypageiv: grafein, grafia, envolve uma série de processos fisico-quimicos
de separacédo de misturas em funcéo de suas caracteristicas moleculares e se destaca
pela facilidade em efetuar ndo apenas a separacdo, mas também identificacdo e
guantificacdo das espécies quimicas, sozinha ou combinada com outros métodos de
analise. Possui ainda uma faixa de aplicacdo ilimitada, podendo ser usada para
separacao de moléculas menores (HARRIS,2005).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) surgiu como aprimoramento da
cromatografia liquida classica devido as dificuldades de se separar alguns compostos
com esse método, como corantes polares, isbmeros, drogas basicas e seus
metabdlitos. Este método é capaz de separar e analisar quantitativamente varios
compostos da amostra em poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e
sensibilidade (NETO,2003).

A CLAE separa e detecta amostras em temperatura ambiente. Por essa razao,
agéncias como United States Food and Drug Administration (FDA) adotaram e
recomendaram esse metodo para analises de compostos nao volateis, de alta
polaridade e termicamente estaveis. Sendo, portanto um método mais eficiente e
versatil que a Cromatografia a Gas (CALDAS,2015).



3. MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas de caldo de cana-de-acucar, foram analisadas 80
amostras entre os meses de abril a agosto de 2016, coletadas uma vez ao dia a partir
do caldo do digestor tanto para a titulacdo no Redutec (aparelho de titulométria) como
para a cromatografia de ions.

A cana-de-acucar foi desfibrada em forrageira convencional, depois separou-
se1800Kg e colocada na forrageira Africa do sul por 5 segundos onde as fibras foram,
ainda, mais abertas para facilitar a extracdo dos acucares. Apds a homogeneizacao
foi pesada 5009 e colocada em digestor com 500g de agua destilada por 60 minutos.

Apés término dos 60 minutos o caldo foi peneirado em peneira comum, depois
filtrado em algodao. Foi separado 150mL para a titulagdo no Redutec e 100mL para o

cromatografo.

3.1 Titulacdo no Redutec Método Lane-Eynon

Redutec € um aparelho utilizacéo para titular AR e ART, fabricado pela Tecnal

Aos 150mL do cal do digestor foram adicionados 1g de celite e 0,5g de oxalato
homogeneizado e filtrado em filtro de papel, deste filtrado foram retirados 10mL do
filtrado e adicionado 10mL de acido cloridrico a 0,5N colocado no micro-ondas para
realizar a hidrélise, posteriormente esfriou em temperatura ambiente e adicionou-se
02 gotas de fenolftaleina, neutralizado com hidréxido de sédio 1N, o volume de 100ml|
do baldo foi completado com agua destilada. A amostra foi vertetida em bureta de 50
mL para realizar a titulagdo. No Redutec, aparelho utilizado para realizar a titulometria.
Neste foi colocado 10ml de solugéo de Felhing AB e agua destilada até cobrir a ponta
do eletrodo. Decorrido um minuto do inicio da fervura, procede a titulagdo até a
descoloracao total do azul e o disparo do redutec quando a mudanca de cor para
vermelho tijolo.

Os métodos de reducdo consistem em pesar ou titular a quantidade de oxido de
cobre precipitado de uma solugcédo de cobre por um volume conhecido da solucdo de



glicidios ou medir o volume da solucdo de glicidios necessarios para reduzir
completamente um volume conhecido da solugao de cobre.

Método volumétrico de Lane-Eynon, que se baseia na reducdo completa de um
volume conhecido do reagente de cobre alcalino (solugédo de Fehling) a 6xido cuproso
pelos aclcares redutores. Além disso, a preparacdo da amostra € complexa e a
andlise é realizada em diferentes etapas, aumentando o tempo de avaliacdo e os
riscos de propagacao de erros (CESCA, 2009). A adicao da sacarose na capitalizacao
também pode gerar problemas analiticos, pois se trata de um acucar ndo redutor,
necessitando-se de pré-tratamento da amostra com hidrolise &cida (ZOECKLEIN et
al., 2001).

3.2 Cromatografia

Dos 100mL do caldo digestor foi retirada uma aliquota de 20mL colocado em
baldo de 100mL e completado com agua destilada, foi retirada uma aliquota na qual
foi filtrado e injetada no cromatografo de ions da marca Q Metrohm, modelo 930
Compact IC Flex.

Utilizou-se colunas fechadas que contém particulas muito finas que
proporcionam separacdes muito eficientes, sdo utilizadas altas pressdes para forcar a
passagem do solvente e assim diminuir o tempo da analise (HARRIS, 2005).

Na CLAE emprega-se um coluna fechada, reaproveitavel; portanto, até centenas
de separacg0Oes individuais podem ser realizadas com a mesma coluna. Essas colunas
sdo muito eficazes, mas oferecem uma grande resisténcia a vazao da fase movel, ou
seja, ela sofre uma perda de carga. Por esta razdo é necessario empregar sistemas
de bomba de alta pressao (até 400bars) que fazem a fase mdvel migrar a uma
velocidade razoavel através da coluna. A vazao da fase movel é controlada facilmente,
resultando em operagfes mais reprodutiveis, que tornam as analises executadas por
CLAE mais precisas. Varios tipos de detectores, que podem ser colocados na saida
da coluna, proporcionam uma identificacédo e quantificacdo continua dos componentes
da amostra. A analise quantitativa pela CLAE pode atingir uma precisao superior a +
0.5%. Finalmente, separacdes em escala preparativa de miligramas de amostras sao
relativamente faceis (CALDAS,2015).



3.3 Andlise Estatistica

Os resultados foram comparados dentro de cada categoria e calculados os erros
relativos. Os resultados dos teores de acguUcares totais obtidos pelas duas
técnicas/métodos (cromatografia e titulométria) foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), considerando-se a amostra como causa de variacao, e teste de
Tukey em nivel de 5% de significancia (p < 0,05), utilizando o ASSISTAT 7.7 beta
20016.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para valores de acucares redutores, acucares redutores
totais e sacarose, das amostras de cana-de-acucar, encontram-se na Figura 1.
Observa-se que a média dos teores de acglcares redutores nas amostras de cana-de-
acucar, nao apresentaram diferencas significativas entre os dois métodos
empregados.

Segue figura que mostras a média dos resultados obtidos de cada metodologia.

RESULTADOS DAS MEDIAS DAS ANALISES

TITULOMETRIA CROMATOGRAFIA

Figural. Resultado das médias das duas andlises

Apos a aplicacdo do Teste de Tukey pode-se comparar qual das duas
metodologias era melhor para obtencédo de acUcares redutores . Segue 0s resultados
dos testes realizados utilizando-se a ferramenta ASSISTAT 7.7 beta ,2016 como

programa estatistico.

TITULOMETRIA 15512 %
CROMATOGRAFIA 15.422%

Tabela 1. Médias de tratamentos de titulométria e cromatografia de agUcares redutores.

As médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si em

nivel de 5% de probabilidade.
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Com base no método volumétrico de Lane-Eynon, foi possivel determinar o teor
de acucares redutores totais nas amostras e determinar que a titulacdo e
cromatografia sdo métodos eficientes para determinar aclcares redutores totais.

A vantagem da cromatografia liquida de alta eficiéncia € que o circuito € fechado,
podendo ser utilizada inUmeras vezes. Comparando resultados de cromatografia
Caldas et al, (2015) também encontrou resultados seguros e rapidos utilizando o
cromatografo. As colunas utilizadas sédo bastante eficientes, mas oferecem resisténcia
a vazao da fase movel necessitando a aplicacdo de sistemas de bombas de alta
pressao, que fazem com que a velocidade da eluicdo aumente. As analises sdo mais
precisas, pois a vazao da fase mdvel é facilmente controlada. No entanto o custo com

relacdo a cromatografia liquida ainda é maior.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Embora tenham ocorrido variacdes nos valores das médias de variacdo, 0s
resultados obtidos ndo apresentaram diferencas significativas ao nivel de 5% de
significancia. Isso indica que qualquer um dos métodos avaliados podem ser usados
na quantificacdo de acucares redutores totais em cana-de-agUcar para obtencao de
resultados seguros.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de ions € um método de analise
muito eficiente no entanto, o preco do equipamento ainda constitui uma barreira para
aguisicdo de muitas instituicdes e empresas privadas.

A grande vantagem das técnicas cromatograficas esta na capacidade de realizar
separacOes e andlises quantitativas de um grande nimero de compostos presentes
em varios tipos de amostra, em uma escala de tempo relativamente pequena, com

alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade.
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