ARTIGO

DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES
TOTAIS EMPREGANDO SISTEMAS DE ANALISES POR
INJECAO EM FLUXO: APLICACAO A AMOSTRAS DE

RELEVANCIA SUCRO-ALCOOLEIRA

Um sistema de anélises por injecdo em fluxo é proposto para a determinacao espectrofotométrica
de acucares redutores totais, ART, em amostras de importdncia na agroindustra acucareira.
Uma aliquota (100ul) de amostra previamente hidrolizada é inserida no fluxo transportador
(4gua, 1,6 ml min!) originando uma zona de amostra que é transportada em diregao ao detector.
O reagente (1,5 mmol I K [Fe(CN),] + 1,0 mol I NaOH, 1,6 ml min?) é adicionado por
confluéncia, e a oxidacao dos carboidratos ocorre em um reator (250 cm) imerso em um banho
termostatizado 95°C. O sistema processa 120 amostras por hora, fornecendo resultados precisos
(d.p.r. < 4%, n = 10). Outras caracteristicas vantajosas sao a resposta linear entre 0,0 — 100,0
mg |1 ART, auséncia de derivas da linha base, e consumo de 49,4 mg K, [Fe(CN).] por
determinacao. O sistema foi aplicado a amostras de caldo de cana-de-aclicar, mosto e vinhos
provenientes do processo de producao de aglcar e alcool, e os resultados foram concordantes
ao nivel de 95% de confianga com os resultados obtidos por HPLC.

Palavras-chave: Analises em fluxo, sistema FIA, espectrofotometria, ART, aglicares redutores

A flow-injection procedure is proposed for spectrophotometric determination of total reducing
sugars, TRS, in samples relevant to the sugar agro-industry. A 100ul aliquot of a previously
hydrolyzed sample is inserted into the carrier stream (water, 1.6 ml min!) originating a
reproducible sample zone that is transported towards detection. The reagent (1.5 mmol I!
[Fe(CN) > + 1.0 mol I'* NaOH, 1.6 ml min-) is added by confluence, and carbohydrate oxidation
takes place inside a 250-cm reactor immersed in a thermostated bath (95 °C). The system
handles 120 samples per hour, yielding precise results (r.s.d. < 4 %, n = 10). Other favorable
characteristics are the linear response within 0.0 and 100.0 mg I* TRS, no baseline drift, and
a reagent consumption of 49.4 mg K,[Fe(CN).] per determination. The system was applied to
sugar cane juices, most and wine samples relevant to the sugar and alcohol production, and
results were in agreement with those obtained by HPLC at the 95 % confidence level.
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O monitoramento de aglcares redutores totais, ART, é de
grande importancia para controle industrial da fabricagdo de
agucar e de alcool, principalmente no que se refere a melhoria
da eficiéncia do processo industrial, ao pagamento da cana-de-
acgucar em funcao do teor de sacarose, e a avaliacao do estado
de maturagéo da cana (1).

Nas usinas brasileiras, a determinacdo de ART é em geral
conduzida por titulagdo de Lane-Eynon ou pelo método espectro-

fotométrico de Somogyi e Nelson (e suas adaptagdes), ambas
envolvendo a reducao de Cu?* pelos monossacarideos (2,3).

O método baseado na reducao de hexacianoferrato (Il1) foi
também proposto para determinacao de actcares redutores (4),
apresentando vantagens sobre as metodologias utilizando Cu?*,
como por exemplo, a estabilidade da solucao e a robustez do
procedimento (2). A reducéo, devida ao grupo aldeido do
carboidrato, ocorre sob condicao alcalina e aquecimento,
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produzindo hexacianoferrato (1), de coloracdo menos intensa.
ART é entdo determinado espectrofotometricamente pela
diminuicdo da absorbancia. Como esta é proporcional a
concentracdo de ART, a elaboracao de dbacos para obtencéo de
fatores de conversdo nao é necessaria. Ainda, nao se requerem
precaucdes quanto a reoxidacdo pelo oxigénio do ar. A oxidagao
de acucares por hexacianoferrato (lll) tem sido explorada em
procedimentos de analises em fluxo (5) nos quais a adigéo
posterior de 1,10-fenantrolina e Fe3* permite a formagéo do azul
da Prussia. Entretanto estes sistemas sao menos adequados para
analises em larga escala em fungéo de sua complexidade.

Os sistemas de anadlises por injecdo em fluxo, FIA! (6,7),
sao reconhecidos como excelentes gerenciadores de solucoes
(8). Os procedimentos envolvem a insercao da amostra em um
fluxo transportador, a dispersao da zona de amostra estabelecida
e a temporizagdo, o que possibilita a consecucao das etapas
inerentes a determinacédo analitica especifica com menor
ingeréncia do operador e menor possibilidade de contaminagéo
pelo ambiente laboratorial. Em sua versao mais simples, os
sistemas FIA compreendem uma bomba peristaltica para
impulsionar o fluxo transportador e os reagentes, um injetor para
introduzir com precisdo uma aliquota pré-definida da amostra,
uma bobina de reagdo, onde a zona de amostra se dispersa
formando as espécies quimicas a serem monitoradas, um detector
e um dispositivo para registrar o sinal analitico transiente gerado
durante a passagem da amostra processada através do mesmo.

Dentre as caracteristicas favoraveis dos sistemas FIA,
destacam-se a possibilidade de automacgédo, o baixo custo, a
facilidade operacional, a possibilidade de miniaturizacéo, o baixo
consumo de amostras e de reagentes, a versatilidade e a alta
freqliéncia analitica. Nestes sistemas, os equilibrios quimicos
podem nao ter sido atingidos quando a zona de amostra é
quantificada, o que expande a aplicabilidade dos métodos (7).

Com relacao as técnicas de deteccdo em sistemas FIA,
destaca-se espectrofotometria UV-Vis (6), e seu emprego
crescente se deve ao aprimoramento instrumental e a
disponibilidade comercial de novos reagentes.

Os sistemas FIA apresentam a beleza da simplicidade
instrumental e operacional, sendo aceitos mundialmente como
ferramenta importante para analises de rotina em larga escala. Este
aspecto pode ser confirmado pelas inimeras publicagdes, livros,
teses académicas e analisadores comerciais disponiveis (6,9,10).

Este artigo relata o desenvolvimento de um sistema FIA
simples e robusto para a determinacdo de aglcares redutores
totais em caldo de cana-de-aglcar, vinhos e mosto, envolvendo
a oxidacéo de acucares por hexacianoferrato (ll1).

Experimental

Solugdes

O reagente oxidante (1,5 mmol I K,[Fe(CN),] + 1,0 mol I*
NaOH) era preparado adicionando-se 49,4 mg do sal em 50 ml
de uma solugdo 2.0 mol I'* NaOH e, apés dissolucéo,

1 do inglés “Flow Injection Analysis”.
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Figura 1. Diagrama de fluxos do sistema FIA. A = amostra; T =
fluxo transportador; R = reagente oxidante; B = reator imerso
em banho termostatizado (linha tracejada); D = detetor (420 nm);
Db = desborbulhador; x = ponto de confluéncia. Para detalhes e
operacao do sistema, V. texto

completando-se o volume até 100 ml com agua destilada. Este
reagente era armazenado em frasco ambar, sendo estavel por
pelo menos uma semana.

As solucbes-padrao estoque, 1000 mg I de frutose ou
glicose, foram preparadas dissolvendo-se 100,0 mg em 100 ml
de agua. A solugdo-padrao estoque de aglcar invertido foi
preparada conforme referéncia (11). As solugdes-padrao de
trabalho eram preparadas diariamente por diluigdes das solugoes-
padrao estoque com agua.

As amostras de caldo de cana-de-actcar, vinhos, mostos e
melagos foram obtidas de usinas locais, e submetidas a hidrdlise
acida (12). Imediatamente antes das analises, as amostras eram
diluidas com agua por um fator de 4000 v/v (caldo ou mosto),
100 v/v (vinho - mosto fermentado) ou 40000 m/v (melaco).

O sistema FIA

O sistema de analises por injegcdo em fluxo (Fig. 1)
compreende uma bomba peristaltica Ismatec IPC-4, um injetor
operado manualmente (8), um espectrofotometro FEMTO 432
equipado com cubeta de fluxo Hellma 178 OS (passo 6ptico =
10 mm; volume interno = 80ul), um registrador potenciométrico
Kipp & Zonen, tubos de polietileno (d.i. 0,8 mm) para confeccao
de linhas de transmissao, reatores e alcas de amostragem, uma
banho termostatizado, um desborbulhador (13), e demais
acessorios.

Uma aliquota de amostra (100ul) é inserida em um fluxo
transportador (4gua, 1,6 ml min'), e a zona de amostra
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Figura 2. Influéncia do comprimento do reator. A = altura de
pico, em absorbancia; curvas a e b se referem a 60,0 mg I'' de
frutose e de glicose
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estabelecida conflui com o reagente oxidante (1,6 ml min!) no
ponto x (Fig. 1). A oxidagao dos aclicares e consequente formacao
de hexacianoferrato (ll) ocorre no reator B imerso em banho
termostatizado contendo glicerina e aquecido a 96°C. A amostra
processada flui entdo através do desborbulhador e, apés remocgéo
das bolhas de ar resultantes do aquecimento (vazdao = 0,6 ml
mint), passa pelo detector. A variagéo transiente na absorbancia
é monitorada a 420 nm e registrada em forma de pico, cuja
altura é proporcional a concentracdo de ART.

0 sistema foi dimensionado para prover alta dispersao da
amostra. O volume injetado foi fixado em 100ul e os fluxos
confluentes foram de mesma vazédo, o que garantiu melhores
condicdes de mistura. Os demais parametros foram investigados
processando-se em triplicata solu¢oes-padrao 0.0 - 100.0 mg I
! de glicose, frutose ou aglicar invertido.

Resultados e Discussao

Dimensionamento do sistema FIA

Inicialmente, investigou-se a influéncia da concentragéo de
[Fe(CN),I* entre 0.5 e 2.0 mmol no sistema FIA da Fig. 1 com
B = 200 cm. Testes preliminares indicaram que concentracoes
maiores nao eram adequadas em funcao do aumento da linha
base que comprometia a razao sinal/ruido e a precisdo das
medidas, bem como do aumento da geragao de residuos. Nao
foram observadas variacées em sensibilidade analitica para >
1.5 mmol I'! e, para menores concentracoes, notou-se perda em
linearidade da curva analitica.

Como a oxidacao dos aglcares é dependente da alcalinidade
(14), foi também investigada a influéncia da concentracao de
NaOH no reagente oxidante. Os sinais analiticos variaram de — 8
e + 7% para glicose e frutose, respectivamente, quando a concen-
tragao de NaOH variou de 1.0 para 2.0 mol I'*. Para a menor
alcalinidade, a diferenca entre sinais analiticos referentes a glicose
e a frutose foi de apenas ca 3%. Desta forma, o reagente oxidante
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Figura 3. Influéncia da temperatura. A figura se refere ao sistema
da Fig. 1, e a 60,0 mg I de glicose (barras hachureadas) e de
frutose (barras vazias). Para detalhes, V. texto

foi definido como 1,5 mmol I'* [Fe(CN),1* + 1,0 mol I'* NaOH.

O comprimento do reator B foi investigado entre 100 e 400
cm, verificando-se que os sinais analiticos referentes a glicose e
frutose tendiam a se igualar para maiores comprimentos, esta
equivaléncia sendo verificada para B > 250 cm. Para menores
reatores, o desenvolvimento das reagdes envolvidas era prejudi-
cado em funcdo do menor intervalo de tempo disponivel e das piores
condicoes de aquecimento, o que se refletiu em reducao do sinal
analitico (Fig. 2). Por outro lado, maiores reatores ndo seriam reco-
mendados para se evitar excessiva dispersao da amostra no percurso
analitico e consequente reducédo da frequéncia analitica. Optou-se
entdo pelo emprego de um reator de 250 cm de comprimento.

Alternativamente, o intervalo de tempo disponivel para a oxi-
dagao foi modificado alterando-se a rotacdo da bomba peristaltica
de forma a modificar a vazao total (fluxo através da cubeta) sem
alterar a razéo dos fluxos envolvidos. Para menores rotagoes (até
25% das especificadas acima) observou-se linearidade entre sinal
obtido e vazao, indicando melhoria em sensibilidade, entretanto
aliada a deterioracédo da frequencia analitica. Maiores vazdes nao
podem ser recomendadas, pois notou-se novamente diferencas entre
os sinais analiticos referentes a glicose e frutose. Como a sensibi-
lidade nao era critica, optou-se por manter as vazoes do sistema.

A temperatura do banho termostatizado no qual o reator B
estava imerso foi investigada entre 40 e 100°C, porém s6 foram
observados sinais analiticos para T > 70°C. Este parametros se
mostrou com relevante (Fig. 3), enfatizando a diferenca entre as
taxas de oxidacao dos monossacarideos (1). A diminuicao
pronunciada dos sinais analiticos para menores temperaturas
nao pode ser explorada no sentido de se ajustar a sensibilidade
do método porque, na medida em que a temperatura diminuiu,
as diferencas entre alturas de pico referentes a glicose e frutose
se pronunciaram. Este aspecto se tornou menos limitante para T
> 90°C, sendo praticamente superado para T = 96°C. Este
parametro foi entao definido como 96°C.

Aplicacao

Apos o dimensionamento, o sistema FIA proposto foi aplicado
a amostras de caldo de cana-de-actcar, mosto, vinho e melagos
provenientes do processo de produgéo do aglicar e do alcool. O
sistema processa 120 amostras por hora e a linha base é estével,
0 que se comprova pela auséncia de derivas durante periodos de
4 h de operagdo. A curva analitica apresenta linearidade entre
0,0 e 100,0 mg It (r > 0,9996; n = 5). Os resultados sao
precisos (d.p.r. < 4%) e concordantes com aqueles obtidos por
cromatografia de ions com deteccao por amperometria pulsada
(15), ao nivel de 95% de confianca (Tab. 1).

Conclusoes

Em funcao de suas caracteristicas vantajosas de facilidade
operacional, robustez, baixo consumo de reagentes, alta frequen-
cia analitica e, principalmente, possibidade de fornecer resultados
de forma expedita, aliadas a precisdo e exatidao dos resultados
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Tabela 1. Resultados comparativos. Teores de ART, em % m/v, determinados pelo método proposto (FIA) e por cromatografia ionica (REF)

Vinho 1
Vinho 2
Vinho 3
Vinho 4
Mosto 1
Mosto 2
Mosto 3
Mosto 4
Caldo 1
(Caldo 2
Caldo 3
Caldo 4
Melago 1
Melago 2
Melago 3

obtidos e a sua facilidade de implantagao, o sistema proposto é
recomendavel para analises industriais rotineiras.

A sensibilidade analitica pode ser selecionada alterando-se
o comprimento da alca de amostragem. Entretanto, este nao
pode ser aumentado acima do valor aqui proposto, para nao
comprometer a linearidade da curva analitica. Emprego de meno-
res volumes injetados é recomendavel porque leva a uma maior
dispersao da amostra, evitando-se assim as etapas de diluicao

FIA
0,13
0,13
0,15
0,15
18,1
22,5
17,1
18,4
13,7
16,9
15,6
21,0
56,7
56,1
57,4

REF
0,14
0,16
0,16
0,14
17,3
21,7
17,4
21,8
13,2
15,9
14,8
18,6
58,1
58,6
58,1

prévia. A etapa de hidrélise da sacarose pode ser realizada em
linha, o que permitira que o sistema aqui proposto possa proces-
sar amostras in natura. Estudos neste sentido estao em progresso.
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