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Método de determinacao de acgticares redutores
aplicavel no sistema de pagamento de cana-de-agucar!"
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar um método colorimétrico
de analise de agucares redutores (AR) baseado na sua reagdo com
cloreto de trifenil tetrazolio, de rapida execugao, que pudesse ser apli-
cado nas usinas de cana-de-acucar. Como a pureza do caldo de cana
apresenta alta correlagdo com AR, desenvolveu-se, neste trabalho,
uma equagao de regressao linear (AR/RJ) que foi comparada com as de
Sao Paulo (AR/SP) e Paraiba (AR/PB). A equacdo AR/SP, adotada
atualmente no Rio de Janeiro, apresentou inclinagdo muito acentuada
em comparac¢do com as demais; isto indica a necessidade de se criar
equagdo propria para cada regido produtora de cana-de-agticar.

Termos para indexag@o: tecnologia do actcar, indUstria agucareira,
colorimetria, método de analise.

Method for determination of reducing sugar applicable
on sugarcane payment system

Abstract — This work aimed to evaluate a colorimetric method of re-
ducing sugar (RS) analysis based on its reaction with triphenyl tetra-
zolium chloride, which is of fast operation and suitable to be applied
in the sugarcane mills. As the purity of sugarcane juice presents high
correlation with RS, an equation of linear regression (RS/RJ) was
developed, and it was compared to other equations developed in Sdo
Paulo (RS/SP) and Paraiba (RS/PB). The RS/SP equation, which is
currently adopted in Rio de Janeiro, showed a higher downward slope
in comparison to the others, indicating the need to create an equation,
which is proper to each sugarcane producing region.

Index terms: sugar technology, sugar industry, colorimetry, analytical
methods.

Desde a safra de 1998/99, o sistema de pagamento de cana-de-agucar no
Brasil se baseia no contetido de agucares totais recuperaveis (ATR), que séo
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constituidos de sacarose e acuicares redutores, frutose e glicose. Em face das
dificuldades para analise direta dos agucares redutores do caldo (AR), ado-
tou-se, para o Estado de Sao Paulo, uma equag@o de correlagdo linear entre os
acucares redutores e a pureza do caldo, em substituicdo a determinagdo direta
de AR pelo método titulométrico (Lane & Eynon, 1923). Entretanto, de acordo
com Fernandes (1999), ndo se deve empregar a equagido quando se desejam
resultados mais precisos, ja que a regressdo € variavel, dependendo das con-
dicdes de cultivo, clima e variedade. Apesar dessas diferencas, as comissdes
técnicas dos Estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo decidiram adotar essa
mesma equagio de regressdo, por ndo disporem de série histdrica contendo
dados consistentes, para elaborar uma equagdo propria. E, ao contrario do
Estado de Sdo Paulo, ndo facultaram as unidades industriais a determinagdo
direta dos agticares redutores pelo método titulométrico (Lane & Eynon, 1923)
para efeito de pagamento de cana. No Estado da Paraiba, outra equacéo de
regressdo linear foi obtida para as varidveis AR e pureza do caldo (Melo &
Lima Neto, 1999).

A determinaco dos agucares redutores pelo método titulométrico (Lane &
Eynon, 1923) tem sido preterida pelas comissdes técnicas de pagamento de
cana, por causa da morosidade da técnica. Mesmo depois de ter sido adapta-
do por Horii & Gongalves (1991), o método de analise de AR pelo Redutec nédo
¢é capaz de atender a demanda das industrias que recebem um grande niimero
de fornecedores, uma vez que em algumas delas é comum realizarem-se cerca
de 500 analises por dia. Outros métodos de analise de acticares redutores tém
sido propostos, como o de Somogyi & Nelson, por Amorim et al. (1979). Melo
(1982) propde um método colorimétrico para determinagéo de agucar redutor
em presenga de sacarose. Neste método, a solugdo acucarada tratada com
cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio desenvolve cor, em virtude de sua reagdo
com os agucares invertidos. Gabriel (1971) descreve um método para localiza-
¢do de enzimas, produtoras de cetoses e aldoses, em gel apos eletroforese,
com base também na reagfo de 2,3,5-trifenil tetrazdlio com agtcares redutores.

No presente trabalho, uma adaptagdo do método de Gabriel (1971) foi de-
senvolvida para possibilitar analises quantitativas de acucares redutores, vi-
sando sua aplicagdo na determinacdo desses compostos em caldo de
cana-de-agucar. Nesse método, que denominamos TTC, sessenta amostras
de caldo clarificado podem ser analisadas simultaneamente, por meio de
microplacas e uma leitora de microplacas. Depois de tratado com o reagente
cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio em meio alcalino, a amostra € aquecida por
3 mina 100°C, e o conteudo de AR ¢ quantificado espectrofotometricamente.
As principais vantagens deste método sobre o tradicional (Lane & Eynon,
1923) sdo: facilidade, simplicidade e rapidez no preparo do reagente, rapidez
na analise e a possibilidade de analisar simultaneamente um grande niimero
de amostras.

O objetivo deste trabalho foi testar o método do TTC, avaliando a sua
aplicabilidade nas usinas de acucar para efeito de pagamento de cana.

Os resultados analiticos de agucares redutores do caldo obtidos foram
correlacionados com os respectivos valores de pureza, obtendo-se uma equa-
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¢do de regressdo linear que foi comparada com as equacdes originadas em
Sédo Paulo e Paraiba.

O ensaio foi conduzido a partir de amostras coletadas no laboratorio de
pagamento de cana na Usina Santa Cruz, localizada no Municipio de Campos
dos Goytacazes, no Norte Fluminense. Os valores de brix do caldo e pol do
caldo clarificado com subacetato de chumbo, usados na determinagdo da
pureza do caldo, foram coletados diretamente dos boletins de analise do labo-
ratério de pagamento de cana. Uma aliquota do caldo clarificado de 103 amos-
tras foi coletada em frasco de 1,5 mL e levada em banho de gelo para o Centro
de Biociéncias e Biotecnologia, da Universidade Estadual do Norte Fluminense,
onde foi analisada pelo método colorimétrico (TTC).

Para a determinacgéo do AR pelo método do cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazdlio
(TTC), as amostras dos caldos clarificados foram diluidas 20 vezes, e analisa-
das em triplicata. Cinqiienta microlitros das amostras diluidas foram coloca-
dos na microplaca tipo MaxiSorp (Nunc) de 96 pocos, seguido por 200 pL do
reagente de TTC (0,05% de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazoélio dissolvido em
NaOH 0,5N). A microplaca foi tampada e aquecida em banho-maria a 100°C,
por 3 min, para o desenvolvimento da cor. A absorbancia foi determinada em
leitora de microplacas Dynatech a 550 nm. Solugdes de 0,5 mg/mL de frutose
e glicose foram misturadas na propor¢éo 1:1 para obten¢do da curva-padréo
de AR; alta correlagfo linear (R2 = 0,9981) entre a densidade Optica e a quan-
tidade de AR foi obtida na faixade 8 a 18 ug de AR.

Das 103 amostras de caldo, vinte e trés foram analisadas no laboratorio
industrial da Usina pelo método titulométrico (Lane & Eynon, 1923).
Os resultados foram comparados com os obtidos pelo método do TTC.

A Figura | apresenta a dispersdo dos valores de AR determinados pelos
métodos TTC e Lane & Eynon (1923), obtendo-se um coeficiente de determi-
nagio R2 = 0,80. Esse valor pode ser considerado satisfatério, tendo em vista
que se trata de comparacdo entre métodos distintos, colorimétrico e
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Figura 1. Dispersdo entre os agucares redutores (AR) do caldo de cana-de-agucar

determinados pelos métodos de Lane & Eynon e cloreto de trifenil tetrazolio (TTC),
com R?=0,80.
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titulométrico. Em andlises quantitativas de carboidratos, o colorimétrico &
usualmente empregado pela praticidade e confiabilidade (McCready et al.,
1950; Dubois et al., 1956; Jermyn, 1956; Hodge & Hoftreiter, 1962). Por outro
lado, areacdo de Fehling, que consiste num método titulométrico e no qual se
baseia 0 método de Lane & Eynon (1923) foi originalmente desenvolvida para
realizar andlises qualitativas, mais do que quantitativas (Nelson & Cox, 2000)
e algumas inconveniéncias do método sob aspecto operacional que geraria
alguns erros de determinagéo foram enumeradas por Zago et al. (1992).

A Figura 2 mostra os valores de AR dos dois métodos plotados em razdo
dos respectivos valores de pureza do caldo de cana. Os valores de AR obti-
dos pelos dois métodos variaram de maneira bastante semelhante, em fungéo
da pureza do caldo. Nota-se que os valores de AR determinados pelo método
de Lane & Eynon (1923) foram superiores aos de TTC, em todas as amostras
analisadas. Essa diferenga possivelmente deve-se ao fato de o primeiro méto-
do ter sido empregado em caldo cru, e o segundo, em caldo clarificado, uma
vez que o processo de clarificacdo causa certa perda de todos os compostos
contidos no caldo. O caldo cru, que se oxida rapidamente, interfere no método
do TTC, que € colorimétrico. Além disso, como a pol € determinada no caldo
clarificado, optou-se por fazer o mesmo para quantificacdo do agtcar redutor
pelo método do TTC.

Houve correlagéo linear negativa entre o AR, analisado pelos dois méto-
dos, e a pureza do caldo (Pz). Os valores elevados de pureza sdo caracteristi-
cos da Regido Norte Fluminense, apesar de terem sido obtidos no més de
outubro. Com os dados, obteve-se a equacdo de regressdo linear entre os
teores de acucares redutores (AR) e a pureza do caldo (Pz): AR =4,5193 —
0,04457Pz+0,1325 D, onde D = 0 para TTC e D = 1 para Lane & Eynon (1923).
A equagdo permite que o contetido de AR, determinado pelo método de TTC,
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Figura 2. Porcentagem de agtcares redutores do caldo de cana-de-actcar analisado
pelos métodos de cloreto de trifenil tetrazdlio (TTC) e de Lane & Eynon, em razdo da
pureza do caldo.
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seja corrigido para o valor que seria obtido pelo método de Lane & Eynon
(1923).

A relagdo entre a pureza do caldo (Pz) e o agucar redutor (AR) foi linear nas
trés localidades: Sdo Paulo (AR/SP = 9,9408 —0,1049 Pz, R2 = 0,92), Paraiba
(AR/PB =3,4372 -0,028 Pz, R? = 0,91) e Rio de Janeiro (AR/RJ = 4,5193 —
0,04457 Pz, R2=0,47). O valor do coeficiente de determinagéo da equagio
AR/RIJ ¢ significativo a 1%. O seu valor inferior aos das equagdes AR/SP e
AR/PB deve-se ao fato de ter sido obtido a partir de dados individuais, en-
quanto os ultimos foram determinados a partir de valores médios.

As equagdes AR/SP e AR/PB apresentam divergéncias significativas com
relacdo a valores extremos de pureza do caldo. Ambas foram obtidas a partir
de 16 mil pares de dados. Em Séo Paulo, o trabalho foi conduzido utilizando
amostras de cana limpa e recém-cortada durante experimentos de variedades
de cana. Na Paraiba, ao contrario, as amostras de cana foram coletadas direta-
mente dos carregamentos no momento da entrega nas usinas pelos fornece-
dores.

A equag@o AR/SP, por apresentar maior inclinagéo (0,1049) do que a AR/PB
(0,028) e aAR/RJ (0,04457), ¢ a que exerce maior influéncia, quando aplicada
para apuragdo do preco da cana: quando o valor da pureza do caldo for baixo,
o valor de AR sera o mais alto; por outro lado, quando a pureza do caldo for
elevada, o valor de AR sera o mais baixo. Ainda por essa equacio de AR/SP,
verifica-se que quando a pureza atinge o valor 94,76%, o valor de AR se iguala
a zero, e, a partir dai, torna-se negativo com o incremento da pureza. Segundo
Stupiello (2000), os menores valores de AR do caldo podem chegar a 0,15%,
dependendo das condi¢gdes de cultivo. No ensaio realizado, duas amostras
apresentaram valores de pureza superiores a 94,76% e, conseqiientemente, 0s
valores dos agucares totais recuperaveis, ATR, calculados para essas duas
amostras, ficaram decrescidos dos valores negativos de AR da cana (ARC),
obtidos de acordo com a expressdo: ATR = 9,26288 PC + 8,8 ARC (Consecana,
2000).

Conclui-se que a operacionalidade do método TTC viabiliza o desenvolvi-
mento de equacdes apropriadas para cada regido produtora de cana-de-agtcar.

O método proposto possibilita a determinagdo direta de AR em pesquisas
que envolvam precisdo analitica.

A equag@o AR/SP ndo ¢ apropriada para ser usada na Regido Norte
Fluminense.
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