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Dosagem de açúcares redutores com o reativo DNS em microplaca
Microwell plate-based method for the determination of reducing sugars  

with the DNS reagent

Resumo

O método colorimétrico mais amplamente empregado para a determinação de açúcares redutores utiliza o ácido 
3,5-dinitrosalicílico (DNS) como agente oxidante. No entanto, essa metodologia clássica demanda grande quantidade de 
reagente (DNS), amostra e tempo. No intuito de reduzir custo e tempo empregados nos ensaios, adaptamos o método clássico 
de DNS, realizado em tubos, a um rápido e econômico experimento em microplacas de 96 poços. Os resultados obtidos 
com essa nova metodologia foram comparados a análises por HPLC em 60 amostras, oriundas de cultivos laboratoriais de 
leveduras vinícolas, e diferiram em menos de 10%. Assim sendo, esse novo método, que pode ser considerado validado em 
relação ao método padrão e a análises cromatográficas, revela-se um ensaio rápido e de baixo custo para a determinação 
de açúcares redutores.

Palavras-chave: Açúcar redutor; Frutose; Glicose; Leitor de microplaca; Levedura.

Summary

The most used colorimetric method for the determination of reducing sugars uses 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 
as the oxidizing agent. Nevertheless, this classic method expends significant amounts of the reagent (DNS), sample and 
time. Aiming to reduce costs and time, we adapted the classic DNS method, assayed in tubes, into a rapid and economic 
experiment in 96-well microplates. The results obtained with this new method were compared with HPLC analyses in sixty 
samples, obtained from laboratory cultures of wine yeasts and the data differed by less than 10%. Thus, this new method 
can be considered to be validated in relation to the standard method and chromatographic analyses, and reveals itself as 
a rapid and low cost assay for the determination of reducing sugars.
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1 Introdução

Açúcares redutores são carboidratos que possuem seu 
grupo carbonílico livre, capazes de se oxidar na presença de 
agentes oxidantes em solução alcalina. Essa oxidação ocorre 
apenas com o monossacarídeo em sua forma linear – que 
está em equilíbrio com sua estrutura cíclica. Assim, o carbono 
carbonílico, denominado anomérico quando na estrutura 
cíclica, é oxidado a um grupo carboxílico. Por outro lado, os 

carboidratos cujos carbonos anoméricos estão envolvidos em 
ligações glicosídicas, sendo incapazes de assumirem a sua 
forma linear e, portanto, de se oxidarem em solução alcalina, 
são denominados açúcares não redutores, como exemplo, a 
sacarose (SILVA et al., 2003; NELSON; COX, 2014).

Dentre os açúcares redutores, duas hexoses particularmente 
importantes para a indústria, especialmente a de alimentos, 
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são a glicose e a frutose. Esses carboidratos são dois 
dos principais monossacarídeos presentes em processos 
fermentativos, dentre os quais se destacam a produção 
de vinho, cachaça e etanol combustível (BASSO et al., 
2008; STAMBUK et al., 2008; TRONCHONI et al., 2009; 
BADOTTI et al., 2010; CORTÉS et al., 2010; SANTOS et al., 
2011; DÁRIO, 2012; DELLA-BIANCA et al., 2013). A glicose 
e a frutose são monossacarídeos de seis carbonos (hexoses) 
que se diferenciam pela forma cíclica e pela posição do 
grupo carbonila presente em suas estruturas. A primeira é 
classificada como piranose, por apresentar anel com seis 
carbonos em sua forma cíclica, e como aldose, por seu 
grupo carbonila apresentar-se como aldeído. A segunda 
classifica-se como furanose, pois assume a forma cíclica 
em um anel com cinco carbonos, e como cetose, pois 
seu grupo carbonila apresenta-se como uma cetona 
(MORRISON; BOYD, 2011).

Em virtude do seu largo emprego na indústria 
fermentativa, a detecção desses carboidratos nos mostos 
mostra-se importante não só no início dos processos 
citados, para se saber o percentual teórico de etanol 
que pode ser obtido, como também durante e no fim da 
fermentação, para se avaliar a velocidade de consumo 
dessas fontes de carbono e o quanto de açúcar deixou de 
ser fermentado, reduzindo a eficiência do processo e/ou 
alterando a qualidade do produto final – como a possibilidade 
de ocorrer refermentação após o engarrafamento de 
bebidas. Além disso, no caso do vinho, por exemplo, a 
detecção desses açúcares redutores no produto final pode 
ser necessária para a classificação da bebida em seca, 
semiseca ou suave (FERNÁNDEZ-NOVALES et al., 2009; 
NEGRULESCU et al., 2012). Do mesmo modo, pesquisas 
realizadas nas áreas de fermentação e de química de 
carboidratos dependem de uma medição acurada dos 
níveis desses açúcares, sejam elas direta ou indiretamente 
ligadas ao interesse da indústria.

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) é 
hoje, entre os métodos mais difundidos para quantificação 
de moléculas, o que garante maior precisão na medida de 
concentração desses carboidratos em solução. No entanto, 
um cromatógrafo a líquido e suas colunas ainda estão além 
das possibilidades de muitos laboratórios. Para contornar 
essa falta, também são amplamente utilizados métodos 
colorimétricos para dosagem de açúcares redutores; entre 
esses métodos, o mais comumente utilizado é o descrito 
por Miller (1959), que, com ou sem adaptações, detecta 
esses carboidratos através do reativo DNS, que contém 
ácido 3,5-dinitrosalicílico como agente oxidante.

O método de DNS foi inicialmente empregado 
para medir açúcares no sangue e na urina (SUMNER, 
1921; SUMNER; SISLER, 1944; GONÇALVES et al., 2010; 
TEIXEIRA et al., 2012). Mais tarde, Miller (1959) aperfeiçoou 
o ensaio, de modo que seu protocolo foi o mais empregado 
por muitos anos, com diversos fins, e o mais citado na 
literatura. O ácido 3,5-dinitrosalicílico (agente oxidante 

presente no reativo DNS), sob condições alcalinas, reage 
com o carbono carbonílico de açúcares redutores e se 
reduz a ácido 3-amino-5-nitrosalicílico, um composto 
corado cuja absorção máxima de luz se dá a 540 nm 
(GONÇALVES et al., 2010; NEGRULESCU et al., 2012).

A dosagem de açúcares redutores através de DNS 
requer, entretanto, mesmo nos protocolos (adaptações) mais 
econômicos, considerável volume de reagente e, em sua 
maioria, leituras individuais de amostras em espectrofotômetro, 
demandando dispêndio significativo de tempo e dinheiro 
em cada análise (SUMNER, 1921; SUMNER; SISLER, 
1944; MILLER, 1959; LEUNG; THORPE, 1984; BREUIL; 
SADDLER, 1985; SCHWALD et al., 1988; HU et al., 2008; 
SAQIB; WHITNEY, 2011; DÁRIO, 2012; TEIXEIRA et al., 
2012). Assim sendo, no intuito de diminuir os custos com 
a dosagem desses carboidratos e acelerar a análise de 
amostras em processos produtivos e/ou laboratórios de 
pesquisa, adaptamos a referida metodologia para leitura 
em microplacas de 96 poços. O presente manuscrito 
apresenta, portanto, um novo método de Dosagem de 
Açúcares Redutores que demanda menos amostra e reduz 
significativamente a quantidade de reagente e de tempo 
empregados nas análises. Os testes foram realizados 
com amostras provenientes de crescimentos celulares 
de leveduras em meios de cultura contendo glicose ou 
frutose como fontes de carbono.

2 Material e métodos

2.1 Crescimento celular

Foram realizados ensaios de crescimento celular 
com cinco linhagens de leveduras diferentes, previamente 
isoladas de produções de vinho colonial não comerciais 
(de pequenos produtores) da região oeste do Estado de 
Santa Catarina. Cada linhagem de levedura, após pré-cultivo 
de 48 h, foi cultivada por 34 h em frasco Erlenmeyer 
(a 28 °C sob agitação de 145 rpm) contendo meio sintético 
líquido (0,67% de base nitrogenada) com 2% de glicose 
ou 2% de frutose como fonte de carbono. Ao longo de 
cada cultivo, seis amostras foram coletadas em tempos 
pré-determinados (0,0, 9,5, 15,5, 20,5, 22,5 e 34,0 horas de 
incubação) e centrifugadas, e seus sobrenadantes foram 
utilizados para a determinação do consumo de glicose ou 
frutose pelas leveduras. Tendo sido avaliadas 5 linhagens, 
cada uma delas em 2 condições diferentes (meio com 
glicose ou frutose como fonte de carbono), tivemos um 
total de 60 amostras, que tiveram sua concentração de 
açúcar dosada por HPLC e pelo novo método de DNS 
proposto no item 2.2.

2.2 Dosagem de glicose e frutose

A dosagem de glicose e frutose consumidas durante 
o crescimento celular foi realizada através de um novo 
método colorimétrico, objeto deste manuscrito, adaptado 
do descrito por Miller (1959). Nesse novo método, em vez 
de em tubos, a reação se processou em microplacas de 
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96 poços (de fundo chato – TPP), conforme o seguinte 
protocolo: em cada poço das microplacas foram 
adicionados 25 µL de amostra (conforme a necessidade, 
diluídas 20, 10 ou 2 vezes com água destilada, de modo 
que sua leitura ficasse dentro da curva de calibração) 
e 25 µL do reativo DNS (1% ácido 3,5-dinitrosalicílico e 
30% tartarato duplo de sódio e potássio em 0,4 mol/L 
de NaOH), os quais foram pipetados com micropipetas 
multicanal de 8 ou 12 canais. As curvas de calibração, 
com cinco concentrações de glicose ou frutose 
(0,2, 0,4, 0,8, 1,6 e 2,0 g/L), foram montadas em todas as 
microplacas lidas. Depois de pipetados amostras e reativo, 
as microplacas foram seladas com filme plástico (AccuClear 
Sealing Film, T796400, E&K Scientific) e levadas a banho 
fervente por 5 minutos. Em seguida foram resfriadas em 
gelo, o filme plástico que as selava foi retirado e 330 µL 
de água foram adicionados. As microplacas foram, por 
fim, levadas ao Leitor de Microplacas (BioTek ELx800) e 
as amostras foram lidas a 490 nm (com um feixe emitido 
por vez no centro de cada poço). As concentrações, em 
g/L de glicose ou frutose, foram calculadas com base na 
equação de reta gerada a partir da curva de calibração, 
utilizando as medidas de absorbância obtidas diretamente 
em planilhas do Microsoft® Excel. Apenas para efeito de 
comparação, duas curvas de calibração foram obtidas pelo 
método clássico (tradicional), também com 5 concentrações 
diferentes de glicose ou frutose (0,2, 0,4, 0,8, 1,6 e 2,0 g/L), 
da seguinte forma: em cada tubo, foram adicionados 
1,0 mL de amostra de concentração definida e 1,0 mL 
do reativo DNS (1% ácido 3,5-dinitrosalicílico e 30% 
tartarato duplo de sódio e potássio em 0,4 mol/L NaOH). 
Em seguida, os tubos foram aquecidos em banho fervente 
por 5 minutos e, posteriormente, resfriados no gelo. 
Por fim, foram adicionados 7,5 mL de água a cada tubo e 
as absorbâncias foram lidas, individualmente, a 540 nm.

Com vistas a validar a metodologia de dosagem de 
açúcares redutores em microplaca, as mesmas amostras 
foram utilizadas para a dosagem de glicose e frutose 
através de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), 
nas seguintes condições: coluna HyperREZ XP ácido 
orgânico (Thermo Scientific), fase móvel com água, taxa 
de fluxo de 0,3 mL/min durante 25 min, temperatura da 
coluna de 20 °C e detecção através de índice de refração 
(IR-2031 plus, Jasco). As curvas de calibração em HPLC 
foram estabelecidas utilizando 4 concentrações diferentes 
de glicose ou frutose (2,5, 5,0, 10,0 e 20,0 g/L).

Todas as medidas foram realizadas em duplicata 
e os dados obtidos foram comparados estatisticamente 
por meio do teste t-pareado.

2.3 Cálculo de sensibilidade, linearidade, limite de 
detecção e limite de quantificação

A sensibilidade dos métodos empregados neste 
manuscrito foi medida pelo coeficiente angular das respectivas 
retas de calibração e a linearidade, pelo coeficiente de 

correlação. Os limites de detecção (LOD – Equação 1) 
e os limites de quantificação (LOQ – Equação 2) dos 
métodos foram calculados por meio das duas equações 
subsequentes (LONG; WINEFORDNER, 1983; CURRIE, 
1999; AMARANTE JUNIOR et al., 2001; BRITO et al., 2003; 
GONÇALVES et al., 2010):

( )×
=

3 SB
LOD  

m
	 (1)

( )×
=

10 SB
LOQ

m
	 (2)

Nessas equações, SB corresponde ao desvio padrão 
das concentrações do analito para a linha de base do 
método e m corresponde à sua sensibilidade.

3 Resultados e discussão

Em todos os experimentos realizados pelo novo 
método em microplacas, o coeficiente de determinação 
(R2) foi sempre maior do que 0,99, conforme pode ser 
visto nos exemplos apresentados na Figura 1, que mostra 
também, para efeitos de comparação, duas curvas de 
calibração obtidas pelo método clássico (Figuras 1C e D).

No intuito de validar o presente método de DNS em 
microplaca, as dosagens de glicose e frutose realizadas por 
meio dele foram confrontadas com a quantificação de ambos 
açúcares, nas mesmas amostras, através de Cromatografia 
Líquida de Alta Eficiência (HPLC). Em 60 amostras, com 
concentrações de açúcar que variaram entre 0 g e 20 g/L, 
os valores obtidos em microplacas diferiram em menos 
de 10% daqueles obtidos através da análise por HPLC 
(Figuras 2 e 3). Nessa comparação, ao empregarmos 
o teste estatístico t-pareado, independentemente para 
as amostras com glicose e com frutose, obtivemos, 
respectivamente, os valores de p = 0,40 e p = 0,28. 
Ambos os valores garantem que as medidas efetuadas 
por DNS em microplaca e por HPLC são significativamente 
iguais (p > 0,05), o que valida, portanto, o método aqui 
apresentado.

Os gráficos das Figuras  2  e  3 representam o 
consumo de glicose (Figura 2) e frutose (Figura 3) durante 
o crescimento celular de cinco diferentes linhagens 
de leveduras isoladas de mosto de vinho colonial de 
diferentes produtores da região oeste do Estado de Santa 
Catarina (cujos dados de caracterização bioquímica serão 
publicados em breve). Cada linhagem foi cultivada em 
meios sintéticos líquidos contendo glicose ou frutose 
como fonte de carbono. Cada ponto no plano cartesiano 
representa a concentração de açúcar restante no meio 
de cultura no momento (tempo) em que a amostra foi 
coletada durante o crescimento celular.

O novo método também foi validado pela análise da 
sua sensibilidade, da sua linearidade e dos seus limites 
de detecção e quantificação. Como pode ser verificado na 
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Tabela 1, os valores indicam forte linearidade para todos os 
métodos avaliados. Quanto à sensibilidade, o novo método 
demonstra um valor maior que o método tradicional, o que 
indica ser ele mais sensível. Recentemente, Gonçalves et al. 
(2010) também desenvolveram uma adaptação semelhante 
ao método de DNS e calcularam esses mesmos quatro 
parâmetros. Em comparação ao demonstrado por esses 
autores, nosso método apresentou-se mais sensível e mais 
linear, com limites de detecção e quantificação inferiores.

Embora os protocolos mais antigos demandem 
grandes volumes de reagente para a dosagem de açúcares 
redutores em cada amostra, que pode chegar a 4,0 mL de 
DNS (MILLER, 1959; SUMNER, 1921; SUMNER; SISLER, 
1944; LEUNG; THORPE, 1984; BREUIL; SADDLER, 1985; 

SCHWALD et al., 1988), nos últimos anos vários grupos de 
pesquisa vêm propondo adaptações da reação com DNS 
a microplacas. Com exceção do protocolo padronizado 
por Gonçalves et al. (2010), entretanto, todos os demais 
protocolos em microplaca demandam de 2,4 a 6,8 vezes mais 
reagente por amostra analisada em comparação ao método 
proposto (DECKER et al., 2003; XIAO et al., 2004, 2005; 
KING et al., 2009; NAVARRO et al., 2010; RAMADA et al., 
2010; NEGRULESCU  et  al., 2012; WOOD  et  al., 2012; 
KIM et al., 2014). O protocolo de Gonçalves et al. (2010), 
por outro lado, embora utilize os mesmos 25 μL de DNS 
empregados em nosso método, demanda o dobro de 
tempo de incubação destinado à reação de redução do 
ácido 3,5-dinitrosalisílico pelo açúcar (para geração da 

Figura 1. Curvas de calibração com glicose (A, C) e frutose (B, D) pelo método proposto em microplacas (A, B) e pelo método 
clássico (tradicional) em tubos e com leitura individual em espectrofotômetro (C, D).
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cor), haja vista que aqueles autores procederam à reação 
em estufas em vez de em banho fervente, o qual permite 
transferência de calor mais eficiente. Uma comparação 
entre o uso de reagentes e o tempo de incubação em 
cada método é apresentada na Tabela 2.

Vale salientar que o tempo de incubação é crítico, 
especialmente nos ensaios em microplaca, para a 
manutenção da concentração das amostras, haja vista a 

evaporação que pode ocorrer na temperatura em que a 
reação acontece (WOOD et al., 2012). Assim sendo, um 
curto intervalo de tempo e o uso de filmes para selar as 
microplacas são essenciais para a precisão das medidas.

Outra vantagem do novo método apresentado sobre 
a maioria dos demais é o uso de apenas uma microplaca 
para cada 96 amostras. Na maior parte dos protocolos, a 
reação, por conta da quantidade de DNS empregado e 

Figura 2. Determinação das concentrações de glicose em amostras coletadas ao longo do crescimento celular de diferentes 
linhagens de leveduras de vinho colonial, através do método proposto em microplaca (●) e através de HPLC (□). Os códigos das 
linhagens são apresentados na parte superior central de cada gráfico. As barras de erro correspondem aos desvios padrões das 
duplicatas feitas em microplaca.
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da limitação de volume em cada poço, é processada em 
uma microplaca e posteriormente transferida a outra, para 
adição de água e leitura subsequente (DECKER et al., 2003; 
XIAO et al., 2004, 2005; KING et al., 2009; NAVARRO et al., 
2010; RAMADA et al., 2010; WOOD et al., 2012), conforme 
pode ser visto na Tabela 2. Nesse sentido, este novo método 
apresenta mais uma economia frente aos demais – metade 
do número de microplacas por 96 amostras analisadas.

É reconhecida a acurácia das análises por HPLC. 
Contudo, é sabido também que essas análises têm maior 
custo que as realizadas por métodos colorimétricos. Uma 
vez que os resultados obtidos apresentaram valores 
validados por HPLC, este novo método colorimétrico 
apresenta-se como uma excelente alternativa para 
laboratórios que não podem contar com (ou manter) um 
cromatógrafo a líquido. Ademais, graças à possibilidade 

Figura 3. Determinação das concentrações de frutose em amostras coletadas ao longo do crescimento celular de diferentes 
linhagens de leveduras de vinho colonial, através do método proposto em microplaca (●) e através de HPLC (□). Os códigos das 
linhagens são apresentados na parte superior central de cada gráfico. As barras de erro correspondem aos desvios padrões das 
duplicatas feitas em microplaca.
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em virtude do pequeno volume de reativo empregado, 
ele gera pouco resíduo a ser tratado.
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de pipetagem com micropipetas multicanais (possibilitando 
a adição dos reagentes a 8 ou 12 poços da microplaca 
simultaneamente) e da rápida leitura feita pelos leitores de 
microplacas (aproximadamente 100 segundos, apresentando 
imediatamente os valores de absorbância em planilhas 
do Microsoft® Excel), o tempo de realização do ensaio 
por meio do novo método o torna ainda mais atrativo.

O método apresentado neste trabalho também pode 
ser empregado para a determinação de outros açúcares 
redutores – experimentos realizados com xilose apresentaram 
a mesma eficiência (dados não apresentados).

4 Conclusão

O método padronizado através do presente trabalho 
se mostra validado, revelando-se um protocolo rápido, 
confiável e de baixo custo para a quantificação de 
açúcares redutores, com diversos propósitos. A economia 
é percebida também após cada ensaio, haja vista que, 

Tabela 1. Parâmetros de validação parcial para linearidade, sensibilidade, limites de detecção e quantificação, calculados para 
o método em microplaca, para o método tradicional e para o método por HPLC.

Sensibilidade Linearidade
Limite de detecção

(g/L)

Limite de quantificação

(g/L)
Glicose Frutose Glicose Frutose Glicose Frutose Glicose Frutose

Método 
DNS 

microplaca
1,3840 1,3361 0,9999 0,9998 0,0390 0,0741 0,1301 0,2470

Método 
DNS 

tradicional
0,6232 0,6898 0,9990 0,9996 - - - -

Método 
HPLC

2,4105 x 105 2,5012 x 105 0,9999 0,9999 2,6832 x 10–8 3,1520 x 10–8 8,9414 x 10–8 1,0502 x 10–7

Tabela 2. Quantidade de reagente e de microplacas utilizados em diferentes métodos de dosagens de açúcares redutores com 
DNS em microescala*.

Referência
Quantidade de DNS por 

poço (μL)
Nº de microplacas**

Tempo de incubação na 
reação (min)***

Decker et al. (2003) 150 2 10
Xiao et al. (2004) 120 2 5
Xiao et al. (2005) 60 2 5
King et al. (2009) 120 2 5
Gonçalves et al. (2010) 25 1 10
Navarro et al. (2010) 60 2 10
Ramada et al. (2010) 100 2 5
Negrulescu et al. (2012) 100 1 4
Wood et al. (2012) 171 2 1
Kim et al. (2014) 160 1 10
Novo método proposto 25 1 5
*Considerou-se como microescala os ensaios realizados em microplacas de 96 poços – nos métodos que utilizam tubos, a dosagem requer 
quantidade de DNS que varia de 150,0 μL a 4.000,0 μL (SUMNER, 1921; SUMNER; SISLER, 1944; MILLER, 1959; LEUNG; THORPE, 1984; BREUIL; 
SADDLER, 1985; SCHWALD et al., 1988; HU et al., 2008; SAQIB; WHITNEY, 2011; DÁRIO, 2012; TEIXEIRA et al., 2012); **Para um ensaio com 
96 leituras; ***Corresponde ao tempo destinado à redução do ácido 3,5-dinitrosalisílico pelo açúcar, para geração da cor.
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