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DETERMINACAO POR CROMATOGRAFIA GASOSA DE ACUCARES EM FRUTIFERAS
DE CLIMA TEMPERADO?

ALEXANDRE COUTO RODRIGUES?, FLAVIO GILBERTO HERTER?, VALTAIR VERISSIMO?,
GERALDO CHAVARRIA®, JOAO PETERSON PEREIRA GARDIN®, ANGELA DINIZ CAMPOS’

RESUM O - Asfrutiferas de climatemperado apresentam o fenbmeno da dorméncia. Na saida dadorméncia, hdaconversdo do amido paraaglcares
sollveis, como substrato para a retomada de crescimento na primavera. Visando a maior compreensdo da fisiologia das plantas em respostas a
eventos, como as variagles climaticas, estresses e problemas de adaptacdo, desenvolveu-se este trabalho, no Laboratério de Fisiologia Vegetal da
Embrapa Clima Temperado, com o objetivo de descrever uma metodol ogia para a determinacdo das concentracdes dos agUcares soliveis (frutose,
sorbitol, a-glicose, B-glicose e sacarose), em tecidos vegetais de frutiferas, viacromatografia gasosa. O cromatografo utilizado para as andlises dos
acUcares por essametodologiaé o GAS CHROMATOGRAPH e acolunado tipo Packed Column J. K. de 3,2mm de diémetro por 2m de comprimento,
empacotada com Silicone SE-52 Uniport HP 80/100 mesh. Através da cromatografia gasosa, obtém-se eficiéncia e resolugdo cromatografica, para
andlises de aglcares solUveis, sendo, desta forma, vantajoso e executavel esse tipo de andlise pelo método descrito.

Termosparaindexacéo: carboidratos, poméceas, metabolismo.

GAS CHROMATOGRAPHY DETERMINATION OF SUGARS IN TEMPERATE-ZONE FRUIT TREES

ABSTRACT - The temperate-zone deciduous fruit trees present the phenomenon of dormancy. In that period, there is the conversion of the starch in
soluble sugars, as substratum for the resumption of growth in the spring. Seeking to better understanding the physiology of the plants in answers to
events as the climatic variations, stresses and adaptation problems, this study was done in the Laboratory of Crop Physiology of Embrapa Temperate
Climate, with the objective of describing a methodology for determination of concentrations of the soluble sugars (fructose, sorbitol, a-glucose, 3-
glucose and sucrose), in tissues of fruit tree, through gaseous chromatography. The chromatograph used for the analyses of the sugars was the GAS
CHROMATOGRA PH with the column of thetype Packed Column J. K. of 3,2mm of diameter for 2m of length packed with Silicon | F-52 Uniport HP80/100
mesh. Through the gaseous chromatography it is obtained efficiency and chromatographic resolution to soluble sugars determination, being this way,

advantageous to use this methodol ogy.
I ndex terms: carbohydrates, pomefruitsand metabolism.

A mobilizagdo dosaglicares sol ivel's, ligadaaeventos climéticos,
como atemperatura, tem grandeimportancianos estudos de adaptagéo de
frutiferasde climatemperado. No Brasil, estdsendo utilizadaadeterminagéo
de aglicares em frutiferas para estudar os problemas advindos dafatade
frio hibernal (Herter et a., 2001). Devido aimportanciada determinacdo
desses aglcares, algumas metodologias tém sido estudadas, dentre as
quais, as fundamentadas nas técnicas cromatogréficas.

Tais técnicas de separacdo permitem determinar a composi o
de misturas complexas de diversas substancias quimicas, com grande
eficiénciaereprodutividade. Pode ser conceituadacomo um método fisico-
quimico de separacdo, no qual os constituintes daamostra sdo separados
por particdo em duas fases, uma moével e outra estaciondria. Na
cromatografia gasosa, a fase mével é um gas quimicamente inerte em
relagdo afase estacionaria e aos componentes da misturaa ser analisada.
Estatécnicapossibilitaaandlise deindimeros compostos, dentreosquais,
0s carboidratos.

Outros métodos sdo usados para a determinacdo de aglcares
ndo-redutores, pela diferenca entre os aglicares redutores (conforme
metodologia de Nelson, 1944, e Somogy, 1952) e os aglcares sollvels
totais, determinados pel areacdo com antrona(Hodge & Hodfreiter, 1962),
embora 0s resultados sejam menos precisos do que os obtidos por
cromatografia.

Estetrabalho foi desenvolvido com o objetivo de descrever uma
metodol ogia paradeterminacdo de aglcares sol iveisem tecidosvegetais,
especialmente defrutiferas de climatemperado, viacromatografiagasosa.

A partir de 2000, iniciou-se aandlise de carboidratos em tecido
vegetal de pomécess, por cromatografiaagas, no Laboratdrio deFisiologia
Vegetal da Embrapa, em Pelotas-RS. Isto foi possivel gragas avinda ao
Brasil do peritojaponés, Professor Hiroshi Gemma(Institute of Agriculture
And Forestry, Tsukuba-Japdo), dentro do Projeto JICA, bem como a
treinamentos de curta duragéo, realizados no Japdo por pesquisadoresda

1 (Trabalho 126/2004). Recebido:07/10/2004. Aceito para publicagdo: 08/04/2005.

Embrapa ClimaTemperado. Asandlisesdas concentractesemmg g'MS,
dos acUcares sollveis (frutose, glicose, sacarose e sorbitol), foram
padronizadas para as condi¢des brasileiras com base neste treinamento e
nas metodol ogias adotadas por Rakngan (1995) e Kobashi et a. (2000).

O cromatografo agas utilizado foi um Shimadzu GC-14B, com
coluna(Packed ColumnJ. K.) de3,2mm dedi&metro por 2m decomprimento,
empacotadacom silicone (SE-52 Uniport HP 80/100 mesh) e com detector
deionizacdo de chama. A temperaturadoinjetor foi de200°C evelocidade
do gés de arraste (nitrogénio) de 5Smm/min. A temperaturainicia foi de
160°C, subindo a 250°C nos primeiros 18 minutos, finalizando aos 32
minutos.

Os padrdes utilizados e respectivos tempo de retencdo foram:
padréo interno de pentaerythritol 548", frutose 10'95”, a-glicose 1249”7,
sorhitol 1350, B-glicose 14' 11" esacarose29' 94"

O material vegeta utilizado para a determinacdo de aglicares
sollveis foram gemas florai s de poméceas. Na preparacéo das amostras,
as gemas foram coletadas, rapidamente congeladas em N liquido,
armazenadas em ultrafreezer, posteriormenteliofilizadas e moidas.

Paraaextracdo dos agUcares, subamostras de 500 a 1.000 mg de
tecido foram incubadas a80-85 °C, por 5 min, com 5mL de etanol a80%,
centrifugadas por 10min a 6.000 rpm e separadas do sobrenadante. O
precipitado foi novamente centrifugado com 10ml de etanol 80%. A partir
da mistura dos dois sobrenadantes, foram determinados os agUcares
sollveis. O precipitado foi armazenado paraandlises de amido.

Posteriormente, foi evaporado o sobrenadante a 45°C, em
rotavapor R-114, até ndo conter mais alcool. Apds, transferido para um
béquer e completado com aproximadamente 20ml de &guadeionizada.

Esses volumes foram primeiramente filtrados em colunas
contendo aresina IR 120 (catidnica H*) para eliminar aminoacidos e, a
seguir, emresinal R 400 (anidnica OH) paraeliminar &cidos organicos.

No processo defiltragem por resinas, asamostrasforam recebidas
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em bal & volumétrico até completar o volumede 50ml, com aguadeionizada,
adicionada superiormente a coluna. Nos 50ml eluidos de cada coluna,
foram adicionados5ml deZnSO, 0,5N (5%) e5ml deBa(OH), 0,33N (5%),
para a precipitacdo e remogéo das proteinas por decantagdo, e posterior
filtrag&o com papl filtro qualitativo.

Dofiltrado, 20mL foram transferidosparaum cadinho deporcdana
e mantidos a 240-270°C, até secar. Uma pequena quantidade foi passada
para vidros de injec8o, com adi¢do de 1ml de pentaerythritol (1Img/ml,
acUcar-padréo interno), e novamente submetido ao aguecimento (200°C),
até a completa secagem, tendo-se o cuidado de ndo promover a queima
dos aclcares. As amostras foram transferidas para um dessecador até
serem utilizadas.

Na preparacdo paraainjecdo, as amostras foram submetidas ao
aquecimento em chapa quente (200°C), em capela, com 1ml de pyridine,
para solubilizagdo, 200ul de hexamethyldisilazane (HMDS) e 100pl de
trimethylchlorosilane (TMCS), paraametilagdo. A pds comegar aemissao
debolhas, foram deixadas por aproximadamente 1 min, paraaformacéo de
um preci pitado branco. Apésresfriamento e decantagéo por 30 min, 2ul da
amostrafoi injetado no aparel ho.

A concentracdo de cada aglcar (Fig.1) foi determinada por
comparacdo a area correspondente ao acUcar-padréo interno
(pentaerythritol), registrada pelo integrador. As concentragdes foram
g ustadas a0 peso e ao volume de dilui¢do de cada amostra, de acordo com
aseguinteférmula: [Ca)=(2,5[Cc]/ M)1.000, onde[Ca] éaconcentragdo do
acUcar en mg.gtMS, 2,5 o fator dediluigéo usado no preparo daamostra,
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[Cc] éaconcentragéo do aglicar calculadapelo cromatografo, emmg, M a
massadamostraem mg e 1.000, o fator de correcéo.

Os resultados de agUcares solaveis, em gemas florais de
poméceas, sdo apresentados no cromatograma (Fig.1), onde estao
registrados o nimero da amostra, o tempo de retencéo de cada aclcar, a
area e aturacorrespondentes ao pico de cada composto e aconcentragdo
do aglcar quefoi utilizadanaférmula, parafinsde calculos.

Deacordo com Ciola(1998), acromatografiaagéstem enorme
potencialidade devido a sua eficiéncia, facilidade, baixo custo e
possibilidade de analisar misturas voléteis de alta complexidade, como:
aclcares, gorduras, 6leos essenciais, inseticidas residuais, etc.

Andlises de aglicares sollvels também podem ser realizadas
atravésdacromatografialiquidadeataperformance (HPLC), obtendo-se
alta preciso, porém especidistas da area de andlise instrumental sabem
gue os custos das andlises e do equipamento de cromatografialiquidasio
mais elevados em comparacdo a cromatografia gasosa. Portanto, a
cromatografia gasosa, neste tipo de andlise em tecido de frutiferas, € a
maisindicada

A metodologia descrita, através da cromatografia gasosa,
mostrou-se adequada para andlises de aglicares solUvels em tecidos de
frutiferas, sendo técnicae economicamente vidvel.

Conclui-se que, através da cromatografia gasosa, obtém-se
eficiénciaeresolucdo cromatogréfica, paraandlisesde aglicares solUveis,
sendo, destaforma, vantajoso e executavel essetipo deandlise pelo método
descrito.

**% CALCULATION REPORT *x

CH PKNO

1

TIME AREA HEIGHT ~ MK IDNO  CONC NAVE
2 1.013 20797828 1093786 S E

3 2414 18415 2934 T

4 2,75 2337 405 T

5 3.014 3162 227 T

7 4.088 3961 287 T

9 5.066 7209 834 TV 1 0.0181 PENTA
10 5.488 399027 39175 T R 1 PENTA

15 7.606 2198 17 TV

17 8.558 1697 9% T

18 8.827 4671 237 TV

19 9.278 2066 185 TV

21 10.031 6692 428 T

22 10.952 963152 38813 T 2 3.1321 FRUTOSE
23 11.533 150110 9016 TV 2 0.4881 FRUTOSE
24 11.939 143941 8240 TV 3 0.3913  A-GLUCOSE
25 12.49 1430472 90390 TV 3 3.8886 A-GLUCOSE
27 13.503 13639 135460 V 4 4.8112 SORBITOL
28 14.114 1211295 95013V 5 5.4409 B-GLUCOSE
29 14.613 35695 1747V

30 15.199 6905 497 v

31 15.477 13426 471 v

32 16.181 10562 s v

3 16.745 18781 600V

34 18.03 89306 1739V

35 19.169 23334 699V

36 19661 59197 2017V

37 20.6% 18799 515V

38 21.386 34648 464 v

39 22642 10611 301V

40 23.939 34946 864 v

41 25.317 9503 mr

42 27.494 4010 1

43 29.942 1428270 36412 6 5.5505  SACAROSE
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FIGURA 1 - Cromatograma de andlise de agUcares soliveis por cromatografia gasosa, em gemas florais de pomécea. Embrapa Clima Temperado.

Pelotas-RS, 2004.
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