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RESUND

Ha oxidac¥o de actcares redutores con foﬁs cu-
pricos, s tabela de Lane - Eynon exibe uma falxa de
4,85 - 5,20 e@s/mol para a glicose e 7,25-7,48 egs/mol para
lactose. HNa presenca de 1 a 25 g de sacarose/100mnl de
solucio, encontramos valores minimos de 5,0 e 5,7 egs/mol de
glicose. A tabela de Hammond apresenta, a partir de ng de
éwido cuproso, 5,21 - 6,20 eqs/mol de glicose e 7,21-7,30
eqs/mol de lactose. Com bhase na discrepincia desse valores
obtidog das tabelas atualmente em uso, efetuamos um estudo
de oxidac¥o de acucares redutores com cobre, conplexado com
tartarato em meto alcalino.

& taécnica adotads levou em conta 3 modificagio
40 nétodo ofictal de Lane - Eyndn, empregando a titulacio do
agucar ;Gm a2 mistura do oxidante em lugar de titular o
reagente com solugfo da amostra. Sistemas de reagentas <com
concentracBes wvaridveis de base foram usados para Lentar
entdntrar condicBes ideals para obtengio ‘de oxridaches
estequiomdtricas. Solugles de cobre: tartarato : hidrdéxido
de s6dioc (Cu:T:0H ), na proporg¥o 1:2:3 forneceram resultta-
dos estequiomndtiricos de oxidacgic para monossacarideos
normalmente presentes em alimentos, gendo determinada 2
oridachs estequiondirica entre 1 mol de acicar e 4 moles de
cobre. Para dlgsacar{decs comno lactose; ancontrog—se

proporgdo entre acucar & cobre de 1:6, sendos o nmelhor
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zistema oxidante Qu;T:DH = }1:4:3, Fot também estudada =
establlidade doz reagentes oxidantes, variando-se proporg¢des
entre agente complexante e metio alcalino. A estabilidade do
reagente varia inversamente com a concentragio de hidrdxido
de azédio, sendo gque sclugles Cu:T:0H::1:2:3 ¢ 1:4:3 poden
ser armazenadas por até b meses, sem apresentafem depdsitos
de Swxido cuproso ou alteracBes de sua coloragio.

Alguns sirtemas de eletrodos foram estudados
para avaliagio do ponto final da titulagBo através de
titulacic potenciométrica. A reag3o complexa , envoivendo
reagdae de oxi~redugic com precipitagio, efetuadsa a
temperatura de ebulig¥o, forneceu resultados promiggores conm
o enpregoe de eletrodo de cobre. Bons resultados foram

obt idos guando um eletrode de calomelano serviu de eletrodo

de referdnclis imerzo em soluclo de KCL, mantida a
tempperatura ambiente e conectada ao frasco de reagdo
fervente por meic de ponte zalina. DSistemas @e eletrodos
cobre/cobre, com eletrodo de referéncia imersoc em solucho

contendo ifonsg Cobre (11), separado da solug¥o fervente por
uma membrana de vidro, t,ambgm levaram a resultados
promigsores.

0 método digspensa a colocaclo de solucgBo de
acdcar na bureta e se aplica perfeitamente a técnicas
micrométricas de laboratdério microbioldgicos e Hiocguimicos.
Alfquotas contendo no minimo ix 10 mol de agucar redutor

podem ser titulados semn problemas. Sacarose, quando

presente em nivels de concentragic a2té o dobro da
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c&ncentr;c%o do agdcar redutor n¥Eo of erece qualquer
interferéncia.

Técnicas de cromatografia Ifguida de alta
eftciéncta (C‘]L.J%E)_r "identifigaram dcido fdérmico, deido
oxblice e &cido glicélico entre os sub-produtos ds oxidagHo
da glicose com fons cipricos.

{is acucares redutores gltcese e lactose foram
também estudados frente 2 oxidag¥o com hexactanoferrato
{111} de potdssio (HCFPY em meic alcalino. Sistemas de
oxidacg®o em pfesenca de hidréxido de sédio em concentraglies
varigvels foram scubmetidos & oxidag¥o & tenmperatura de
ebullc3o, por titulac3o com soluglo de agucar. O HCFP n3o

mostrou nenhuma tenddncia de parar =z oxidag®o numa regiio

gstequiomdétrica. Observou-se o comportamento dos compostos
formiasto, glicerol, lactato, piruvalo, manitol, tartarate e
sacarose, guando tratados en condigles de oxidagdo

semelhantes aos aglcares redutcoras, detectando-se seu poder
de reduclo wna presenga de fons féerricos . Titul agc3es
potenciométiricas de lactose, ut.ilizando eletrodos de platina
2 tuhgsténio, forneceram bong resultados para monitoracio da
oxidagio Com HOFP. 2 alternativa utilizando
2. 6-diclorofenol indofenod sddico como indicador fornecau
Stimos resultades, com viragen dé verde-1imfo para incolor.
Kcido fdrmice foit identificado c%mc gub-produto de oxidag¥o
de lactose e reagdes envolvende é,a e 10 eildtrons foram de-
tectadas por técnicas espect%c?otométricéé, conforme  a

concentrac®o de hidrdéxido de géd?c utilizada & as condigleas

de oxidagdo.
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CONTHIBUTION TO THE STOICHIOMETRIC DETERMINATION

OF REDUGING SUGARS

In the oxidation of reducing sugars with cunric jans,

the ;abte cf Lane — Evnon exhibits a range of 4.85-8.20 egq/male

fpr giucose and 7.2B-7.48 eg/mole fer lactose. In the presence
of | to 25 g of sucrose/100 mL of sciutian, we find minimum

valves of 5.0~5.7 eq/mole of giucose. The table of Hammond,
wich 15 based on mg of cuprous oxide, gives 5,.21~6.20 eq/mole
of glucose and 7.81-7.30 eq/mote of lactose. Benause nf  the
discrepancy of these vatues obtained from tablies in current
yse, we undertook a study nf the anxidation of reducing sSugars
with copper complexed with tartrate in alkatine medium.

The technigue adopted proposed 8 modification ef the
officiat method of Lane and Eynon, usthag a titratton of the
sugar with the oxidizing mixtére in place et tltrating‘ the
reagent with the sciution of the sample. Resgenlts with variable
concentrations of base were used tp try to fing jdeal
conditions for obtaining stoichitometric oxidations., Solutions
gf cooper:tartrate:sodium hydroxide {Cu:T:0H) in the proportion
izé:S_ furnished stoichiomelric oxidatiop results for
monosaccharides normatiy present in foovds, & stgichiometry of 1
moie of saugar and 94 moles of copper being getermined. For
disaccharides tike lactose, @ sugar—copper proportion of 1:B
was found, the best oxidation system being Cu:T:0H = 1:4:3,
The stability of qxidizing reagents was also stuﬁied, varying
the proportions Dbetween cnmplaxlng.agent and the aikaiine

medium.The reagent stability varies itnversely with the sodium
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nydroxide concentration, but snlutlung of Cu:T:0H::1:2:3 and
1.4.3 can be stored for up te 8 months without showing deposiis
of cuprous oxlde or changes in thelr color. |

Some electrode systems were studied for detecting the
end opoint of the titratlon trough a patentiometric titration.
The camplicated reaction of pxidation—reduction with
pregipitation, 6arried gut at the bolling polnt, gave promising
resuits with the copper glectrode. Good results were pbtained
when & calemel ejectrode, immersed in KGI satutiun at room
temperature and ssrving &3 a reference electrode, was connecied
tg the réactlon flask with_the boiling sotution by & salt
pridge. Systems of 'cnpper/copper glectrodes, with the
reference eljectrode immersed in @ sglution contaeining copper
{11y ions and separated from the bolling spiution by a glass
membraneg, also ted to promising results.

The method dispenses with piacing the sugar splution
in *the buret and appties pe}fectty te micro technigues of
bBicchemical and microbiological !abaraturigs. Aligquetls
containing # minimum of 1 % 18—5 motle ﬁf regucing sugar tan be
titrated without probiems. Sucrose, when present at levels up
to double the coencentration of reducing sugar, do not offer any
interference.

The technigue of high pressure 1iguid ehromatography
{HPLG) identified formic acid, pxalic acid and glycoiic acid
among the sub—products of the oxidatiaon nf glucose with copper.

The reducing sugars giucose ang lactose were aiso

stuydied with respect to oxidation by patassium hexacyano—
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ferratefill) in atkatine medium{ KHCF).Oxidizing systems with
variable concentrations of sodium hydroxide were submitted To
reduction &t boeiling temperature by titration with sugar
‘solution., The KHCF did not show any tendency te step the
reaction in @ stoichiometric region. The behaviar of the
toitowing iloens and compounds was ohserved when treated ‘under

conditions of oxidation simiiar +g those for reducing sugars 1o

getecet their reducing power : formate, glycerol,lactate,
pyrigvate, mannitol, tartrate and sucrose. Potenltiomelric
titrations af lacttose, utilizing platinum and tungsten

electrodes gave gaoq resuylts for monitoring oxidations with
KHCF. The atternative method using the sodium saglt of the
ingicator 2,6~ dichiorophenclindophenal yielded excetient
rasults with a color change from (iime—-green to coloriess,
Formate was identified as a sub—product of the oxigation of
lactose andg reactions involving 8, 8 and 10 electrons were
detected by spectrophotometric techniques, according te tThe

concentration of spgium hydroxide and the condlitions ot

prigation,



SUMARIO

INTRODULGHD cuwwwvvnnmavnnunsxnuwonnmsa

REVIGHS BIBLIOORAFICA . cvvnmwnnwnsxa

MATERLAL
111i-1

Ti1-4.4

TIi~i.4
ILr-:z
rii-a
1114
FIi-4.4
11i~4.1.14

111-4.8 .4

ry

Pii-a.1.3

ITE-3.4.4

TIT-a.4.5

EE: M[Ef'rol:}ogn BWOMoA B oW N W K oR N W MR B N

Tnetrumentacio. covennnnouse

Medidan sepectrofobtomdtrics

Medidos g pH oo pobengiad
Medidas eletrol ML icd8an

Medidae cromatonrdfiogs.

REAUENT E B wwn nwmm s wna e ns
Boluctes pRdrA0acanunvnana
Mt Ol S s wnw s v s nanounson
Suidugho com fons Odpricos

Mt odo oFicialennnennsonas

setodologis sdaptadaradtedos

volundétr icos

A3Titulacio de solugho de cobre com agdo

BB oW

@

gy meio xlealing de concentragin varigvel ...

By Titulngfio de solugio de
proporeoes  waridveis  de
Bidranido de 000 cenvann
Determinagia  de {ons cder
complenionslriftsveacuroas

Poterminagho  de Tons odpy

Bt nr

oobire,

[N}

Eamriara

OB oM oMo oW oM H R R Eoamowodd i

[ el

o u omom

Foon

i

OB

T

L]

Ly g

Honowomomom oA Mopowm oA a

2

R

[EEE

sapectrofobonetria de abasorcio R 1V - A,

Titulagho de agdoar redut

LTI E

T aBRenes

1 e

EEETEY DI  n W on omow omomon o6 MR o om R R 8 B N MR MM W B KB H KRR RN R

iy

i9

1%

20
#0
a

fo

oy
Foa

Lo )
::? [}

G4

24

MLz

]

e
[



Tri-4.1.4

TI¥-4.4.7

Iri-4.4.8

.E, :{3:"«‘% l! i » (9

Titulacho de sgione redutor gwm equipamenio

2 T g

ORI

»

=

Fatadn  de oxidagio de algung  redutores

7 o .-.f y g an
T8I CPT IL0% s v v n e s v rown s a A pR s R

Titulagoes potencionStricRS s s s ananuonos

Tratamento das anostras poorn deterninas

a(;l,itff:ii*' FLCR U o .4 Sl I R g

TI7-4,1.410 Deterninagio de doido FOrmico.ceauwws

(TI~4.4.44 Métodos cromatoardf 08, asansanunnnnnan

1ii-4,2

Tii-4.2.%

Tii—-4.2.2

Tii-4.3

I~

-4

IV-i.1

LS R

Iu-4.2.1

RIS S,

cronatogralia on PRPElawraccaannannaua
cromatografis gm camads delgdadleeee s s
cromatasratia Piauids de alta eficiéng
Oxidagho con feryvicianeto de pobdssig.
Método volumdirico por pobenciomelyrias
Mét odo Eaﬁwntrmetamétricmuﬁu"anngmﬂa“
fibetudo da 1aCiOBBananavwnennwusnannas

B)Fetudn de oulros redulorés.cerwvanas

Tratanento estabtfabico dos 4d200% . 0 eana
RESULTADOSR F DIGLUSEA 0 e cneununansans

YZwoidagho de aedcar por fons Cdpricos. .

Metodn oficinlemsnkauncnsnsnansnmnnsnun

Metodoloais adaptadasndtodos volundtrioos

Titulacio de cobre com solusio de amedoar

meio alealing de coscentsagio var idvel. ..

El

ST ]

O

&

ooso%

Titulagio de moalugho de agdonr com mistura de

1

L]

]

w2

28

a5

34
34
34

o e
3%

solucie de CusTiNaGH en proporgies varidvels..3v



T3 .:2.3

IW~1.2.4

ITY—1.2.58

V-4 .2

FR VIS WP

IT¥-1,8.8

-5, 8.9

V-t .2.40

Fu-—-3.2.44

LTRSS QTN B2

JAVEIA N

V-2, 0.

P2 L

Vi

Titulagan

BRERY BT s n s hn ks
Titutnghe de agucne

ComerUialcorns v anun s

de agifoayr redualor na pressnes

=it o

&y

Determinacio de Tong Cudlld s excesso

complexionetr B weun e

DeberpinagBo de Vone odpricos gm

oo especbrofobtomebs ia de

Fotudeo de

fong CUpr 08 ammauna
aplicagho do wmédbodo.
F o U mG O B s cwmwm s nnwn

Titulngdes potenciondlrionsg.

abaorgihe atfmica

I I LI I TR T

axidagioe de alguns

B omom oW om N

o BB B R W

mouonm o oEoH oD

o

reduabores

Determinagho de doids FOrmiteenarenamnan

Mdt odos cromatogrddiong

Gritdagio de agtoares por

(15T de Potdesio (MOFFY..

Fotudo da oxideagieo por

polenciomndl F 0O s s voannua

Eabtudo da

widagio de lacios

pupectrofotondiyr i€0e ey s e oa

COMCLUENES s v onenvso o

REFERENLT AN

BIRBLIOGHAFITAS .

{4

T

w o

&

mett cacd

CLAE Y. na v

o I O I ]

BEHUBH50

Hemao tanagferrato

volumdty ion

por método

WM oR B od o MoK oW oMM

MoMomosolom odh 1Mo H

oW owomom W oW & a5 W

n

e

T L N T R L N R E

eguipanent o

O T T L BT T L R T O

o

MW oNoBom

i

Mo o8

om

aad

[RE
o

54

Lo
whuh

Sid
¥
70

7

v

90

Lo

5

(Fa



Il -y NTRODUGACD

A determinacioe de acdcares redutores e agdcares
totais & uma prdtice amptamente utilizada em faboratdrios
gqufmicos que analisam progutos atimentfcios. Esta
determinag8o pode ser efetuada com O objetivo de caracterizar
uma amostra,‘ acompanhar uma rea¢dp quimica ou enzimatica, ou
afnda avaliar o estado de maturacfio de uma culturs. OQualquer
que sela o obletiva, o ideal € efetuar a determinagfo de
manelra répida, eficiente & com baixo custo.

A tédcnica mais simpies empregada em laboratdrios
de andéiise de alimentos ¢ controle de qualidade de progutes
atimentfcios € o métodﬁ volumétrica de;&éﬁéiéQQﬁﬁ?(1583).

A tend&ncia de escolina d;;f;mwhééggo explica—-se
pelos recurses irrisdérios necessdriocs 2 sus implantagloe.
Quaiquer iaboratério carente de recursoes ou de equipamentins
spfisticados pode, sam probiemas, ﬁdatar esta metadoliogia.

0 método de Lanewandn para determinacao de
aglicares redutores € um métedo f{mpar na andliise volumétrics
porgue o reagente {seclugso alcatina do pﬁmpiexa de f{on
céﬁricn com tartarato) ¢ colocado no frascéﬁé a amostra na
bureta.;iﬁ reaspiko ndo seque uma estequiometria definida & 0%
produtes de oxldacho dos agdcares sin desconhecidos.

Apesar do método fornecer resuitados razogvels

g candigﬁes pem padronizadas, apresenta desvantagens comsg &



variagfo da estequiometria <conforme o teor de acgdcar e
interferéncia de Bacarose. Pgra cdlcuios recorre—8Se ao Uso
de tabelas.

5 tabele de Lane~Eynen (B2.017~ AOAC 189B0) exibe
yma faixa de 9,89-5,20 equivaientes/mol para glicose enquanto
gque para lactose 7,25-7,498 equivalentes/mol. Na presenca de ]
a 25 g de sacaross/i00 mL de sslugdo encontramos valores
minimos de 5,0 8 5,7 s8g./mol de gliicose. Valores minimos ds
concentragdo referentes & tabela apresentam para a frutose
4,8 eg./mot e para maitose B,15 eqg./mol. .. -

A tabela de Hammond (AQAC-i380) apresenta, @&
partir de mg de G6xidp cuprosc obtidos da oxidag@o com fons
chdpricos , §,21-8,20 eq./mol de glicose & 7,81-7,30 eq./mol
ge lactose.

B estudo mais detaihado de método tem como
pbletivo uma modificacfo gue permite titulacdo com 0 reagente
de cobre na pureta e smostra no frasce, em meio oxidante
menos intensc, com obtencdc de reagdes esteguiométricas com
acfcares redutores comuns.

gutra reagfc de comportamento pouco estudado é a
axidache de acfcares redutores através de f(ons férricos.
MAGEDORN E JENSEN (1823) propuseram esta reacio na presenca
de hexacianoferrato (i1i{1) de potdssio, também denominado de
ferricianetos d8 potdssio, em meip fracamente alcating.
iniciaimente o métode fol utiiizado para determinagédo de

amostras O sangue. A reagho efetuada em excesso de meic



oxidante e utilizando o recursoc da jodvemetria para dosagem de
fons ferriclaneto residual, lteva & estequiometris 5,08 entre
o oxidante & o redutor {giicosel.

Butros ahteres, efetuando a mesma oxidaclo, em
pH mais haixo, determinaram a propor¢éo Fe(itl)!glicﬁse entre
5,06 e 7,7 evidenciando a conhecida faltas de estequiometria

desia oxldacdo.

Estudasg espec{f#cos desta oxidac8ie com Jons
férricos torpam-se necessdrios para yerificacgio da

viabilidade em andiises rotineiras.
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Complexo de cobre divalente com dcido tartérice
em splucdo alcalina, denomina—se sojucdo de Fehling. 0 primeirs
registre da soluclo de Fehiing data de 1850 {(apud, MUNSON £
WALKER, 1908) e a partir de 1878 enconira-se publicagbes na drea
de determinacfo quantitative Qe mopossacar{dess, expiorando esta
técnica de nkidacéu de aglcares.

BROWN, MORRIS E MILLAR (1887) empregaram solugéo
ge Fehling para determinacio de acdcar reduter por gravimetria,
convertendo gxido cuproso s dxido cdprico.

MUNSON £ WALKER (1808) wutitizsram 0 mesmd
princfpio, determinando @8 concentraclo de agdcar através de
tahatlas gque expressam mg de 4xido cuprose esperadoe para giversas
concentracoes de aclcares.

BERTRAND (1808) apds formagho de OXido _cupraaa,'
sygeriuv modificac8oc submetendo O §xido & dosagem volumétrica com
saniucho dcida de suifato férrico e titulando o sulfatop ferroso
formado, por permanganometria.

4 LANE E EYNON (1823) propuseram um  métods
volumétrice para determinacéio de ascdcares redutores recorrendc 8o
.
usg ds gagf_de_mg}iiggg comp indicador. 0 métodn proposto Titula
solugso de Fehling & temperatura de epbuiicdo com soluclo de acdcar
cigrificade. O reagente cetprico apresenta—se instdvel & recoerre—se
ag uso de misturas 1:1 de sotugBo contendo tartarato dupleo de

sddic e potdssic em meio atcatine e splucho de sulifate cdprice,

conhnecidas como spluples Sexhlet A4 e B.



GFNER em 1828 (apud,MC DONALD E TURCOTTE . 1847)
tntrodyztu o use de resgentes de baixa alcalinpidsde para
determinagdo de agfcar invertido. Hidréxide de sddio fol
syhestituldo por éarbﬁnatn ge sddioc e dinhldrogenofosfato de sddio.

LUFF~SGCHOORL €1831) utitfizando o meamo tipo
de reagente, ampliou & spiicacdo do métedo, para acdcar invertido
em amostras contende até 45 mg de egdcar, recorrendo & dosagem
jodométricea. 0 auter avaliou @ interferéncita de 1 & 5. g de
s@carose.

Algumas modificapBes dos métodos baseados na
oxidagBo de agdcar em presenga de fons cldpricos tiveram aplicacdo
sréticae durante algum tempo} MG DONALD £ TURCOTTE (1847)
gfetuaram um estudo sobre as modificagdes do método de Ofner,
reaiizadas por JACKSON £ MG DONALD (1843). Refazendo diversas
guantificagcoes com O método mqﬁiftcadu, 0% aytoresg reconheceram
gue s precisfo do método fol aumentada‘peia acidi¥icacBo com 4cidoe
acético antes da adicho do tudo e subseguente gdigho de 4cido
ctorfdrico. Assim a oxidag8o répida de cloreto cuprosc em soiucéo
gcida foi eliminada, Amostras de actcer com teores de 5,0 a 25,0
mg de acdecar ijnvertidc apresentaram boa preciséo nag auséncia de

sacarose. »

HILDRETH E BROWN ¢1842) modificaram o método de
Lane~Eynon. & modificagdo consistiu ng adi¢io de uma aifquota
de amgstra desconhecida diretamente & uma gquantia determinads de
saiuclio de Fehling p&dronizaﬂa,' compietango—se @ redugdoe pela

titylagho da misture fervenie com splugho padrfo de agdcar



invertido. A vantagem desta modificaclo resumiu—se na utilizagao
de uma solucBo padr§c para todes titulagdes, eyitando mudancas de
buretas entre determinagoes.

MC DONALD (1848,1848,1952,1953,1865,1857), como
membro de uma Comiss@o Internacional de Unifermizagcdo de métodos
de andlises de acdcares, apds avaliar uma série de métodos,
recomendou gue se continusasasem as pesquisas sébre ¢ método de
Lang—Eynon, paois apesar de Ser amplamente utilizado, apresentava

problemas relacionades com 8 determinag o de acfcares redutores na

sem um métode modificado adegquadd Y

resotiycBo do probiema.

Titulaches complexiométricas wutiiizando EDTA
podem ser empregadas para a determinacdoe indireta de aghcar
redutor. Autores como STREET {14958), HENNART (1585) ¢ NARASARAJU,
RAG E SINGH (1871) descreveram métodos ytilizando este oprincipio.
Amostras contendo até 30 mg de agdear, tratadas com splughes de
Fehiing, paderiam ser sybmetidas nd nio & uma Filtragho pars
dosagem posterior com solucdo de EDTA. 0s éutureﬁ determinaram &
refaclo gtomos de cobre/dtomos de glicose igual 8 5,0, conforme
AOAC.

soMDGYT (1845) desenvolveu uma metodologis
para direcionar as medidas de concentracdoc de sgicares redutores
por oxidacBo com fons cépricos para o campo da coiorimetria. Pars
tanto, utiiizou dissolucko de 6xide cuprosc em excesso de s80lucho
ge fesfomuiibdatd, medinﬁn a intenss coloragho azul formada €
correlacionande com teores de acfcar presente na amgstra,

NELSON (1844) fez uma modificacio no método de



SOMDBBY (1845), tornando~a colorimétrico, sem &jterar su8d

precisio. n método colorimétrico apresentava & limitacao de ser
apilicdvel 8 solugbes de agdoar oxidadé trangparentes e
refativamente incoiores. Neste, o cobre reduzido pela reacio com

reggente de arsenomolibdato produzie um complexp mais colprido @
mais estégvel gue ¢ produzido peio fosfomolibpdato. A spltugBo de
cobre empregads eres bastante estdvel, sendo & mesma do método de
Somogy! (1845). A abserbincia do complexo formado deveria ser lido
a SBD am num tempo méximo de 40 minutas, A amostra nfo poderia
canter tenr de glicose syperior a 0,8 mg.

WAGER (1954) mostrou gque p reagente de Somogyl
de 1845 satisfazia o métadﬁ modificado se fosse tomado o cuidadg
de se excluipr rigorosamente o ar durante as gperacbes de mistura,
agueciments ¢ resfriamaento. Wager aconselhou também o uso de
reagente de baixa alcatinidade e verificou auymento da abserbdncia
do compiexse com o tempo, sygerindo medidas colorimétricas a tempos
de reacdo constante.

AING1HURU (1959) elaborou ums adsptacio do
métnde de Somogyi-Neilson para determinacio de lactose em tlefte,
podende ger aplicado na presenga de gacarose.

FoOLIN E WU (13818) elaboraram um método para
determinacio ds dextrose Ccom interesse particuiar na éreé: de
medicing e bicguimice utitizando & propriedade de reducfo do
complexo nexacianpoferrate (1f1) & ‘nhexacianoferrato ({12 na
presenga de monossacar{gdeos. Apiitcdvet na falxas de 5,0 a 35,0 mg

dextrose/100 mbL o método fol utilizado durante muitos anes §em

mudtficaptes.



HAGEDORN £ JENSEN (1823) propuseram 3 reacdo do
agdcar em presenga de ferricianeto de potdssio em excessn, em meio
fracamante atcaling. 0 excesso de ferricianets era entdoe
determinado por ipdometria € & conversfio completa acelerada por
{ens zingo & potdssio como xz ZQT[Fe(CNJé}Z, Foi observado gque a
reacHo entre ggdcar & ferricianeto nao gcorria
agsteqguipmetricamente g a gquantidade de agdcar deveria s
determinads empiricamente por tabelas e calculada por melo de
fatores, 0s autores avaliaram também pargmetros como a8
concentracie de ferricianeto, alcailnidade da sotugdo, tempo de
aguecimento € votume apropriado de reagentes da mistura. Foram
considerados fontes de erro @ fuz, por destruir ferricianeto em
solugdo atcalina e a reoxidacho do ferricianeto.

FOLIN em 1828 fez uma modificaclo neste método
haseando—s€¢ . na mudganca de coloragde de amarelo (ferricianeto)
para incoiog {ferfucianatn),- fazendo o agdcar, apds ser oxidado
por ferricianeto de potdssio, ser daterminade colorimetricamente
come 82ul da préssia {ferrocianeto férricol. Esta modifica¢do,
empregada para determinache de acdcar em 0,1 wmi de sangue,

aumentoy & precisgo daes medidas.

HAWKINS £ VAN SLYKE (18238) determinaram
#

 agbcares redutores em amostras de S&ngue € uring, ytitizando comp

préncfplo apenas @ propriedade da descoioracho da solu¢Bo de

ferricianeto ¢e potdssioc peio agdcar, 0 método baseava~se N

obtengio, através de curvas padrbes, de tempus de redugde (=8

guente) da.solucdo de ferriclanels por solucio padréo de glicose,

(s autores detectaram tempos de 100 a 300 segundos cnme



suficientes para tornar ingotor & solugdo  de ferricianeto
guallficande o método como bem répido para propostas cifnicas.
Foj detectads precisBo da ordem de 5%, compensada pelag simplicidade
ge equipamentss.e rapidez de detecgBo para contrelie de pacientes
hipp ou hiperglicémicos.

FORSFEE (1938) introduziu o uso de <colorimetro
fotoeidtrico para determinacho de gliicose em amostras contendo até
0,4 mg , baseado na oxidaclo por ferriclanelo.

| ALOM F ROSTED (1847) efetuaram modificagbes do
métoedo de HAGEDOHRN E JENSEN (1883),..recnrrenda a¢ usc de sistemss
tampfes de carboenato/bicarbonate, pH 8,8 , pH 10,8 ¢ NasPo 4 /
NaZHP04 pH 11,8, detectando proporgles de Fef#il)i glicose 7,73 ,
5,72 e §,03 respectivamente . Em confentragdes bem maiores de
oxidante (0,04 M) em refaglo ao métode :Briglnal (0,0UB?&) a
onidacdo de écﬁcar também varioeu, sobretudo para a mattose. Na
determinac&ew de a¢dcares redutores por meig de tartaratn de
eabre, obtiveram resultades mais reprodutiveis, porém atnda
discrepantes. Novas modificag¢fies empregadas por estes autores
através do uso de selucBes de carbonato de potéssio/bicarbonato de
potéssio, gue naixa © pH de 14 para B,3 TFforam capazes de
agtabiiizar o complexo scsrbonato-cobre., Em diluicdes foram
obsarvadas precipltacdo de carbonatp de cobre & instabiijidade apgs
aquecimentn. A composigdo do reagente Foi limitada peia
concentragac da mistura K1§03IKHGQ3, Melpores resultados foram

observados com relaglo equimoiar gos dois compoanentes, gbtendo-se

. +2 - -2
a proporgioe Gu : HOOz: €03 = 0,1:1:1,



¢ aestude da influénclia do pH e do temps de
agueciments sobre o0 equivalente de redugBo de diferentes agdicares
mostrou gque o sgquivaiente de redugdo aumentava com .o tempo de
sgueciments & decrescia com ¢ aumento de pH, nas oxidagies com
fons cépricos. Gatactose @presentou equivétente de redugcBoc menor
gque glicose. 0 tempo de aguecimento ideal 8ituou-se ne falxa de
40 a 50 minutaes, Foi observado gue o equivalents de redugcdo né&o
depengia do teor de agdcar nas fairas de 10 & 30 mg para
gaiactose, adﬁcar invertigno e qfidoge. Entretante, verificoy—se
que © equivatente de reducdo de laclose aumentava na presenga de
exLesso de fons cdpricos {BLOM E ROSTED, 18477,

SMITH (1852) elaborou um estudg de determinacéo
de  agdcar invertido & seacarpse em produtos de panificacio
ytitizando ferriclaneto de potéssio. Apds eliminagéo da proteflna,
08 fiitrades foram tratades com soiugho de ferricianetns
aguecidos &m banho maria e dﬁsauns por ipdomatria. 0 autor
comparou resultados obtidos por quatro iaboratdrios para & meama
amostra & todes, comparadaes com o método de MU&SGH~N&LKER
(1808),tevaram & uma superestimacde dos teores, embora Q8
resuitados nio fossem t8o discrepantes entre sit. Foi recomendado

“gue se cuntinuassem es5tudos neste campo.

Apés MALAPRADE (1828) ter observado gug dcido
periddice age sobre glicdis fornecendo aldeide férmico & 4cide
fdrmico, FLFURY E LARGE (18327 estenderam asté prapriedade para o0
estude de glicase, dcido tartgrico, frutese, &Scido gluclnico 8
poti~dglcoots. Observaram qée p fon periodatoc n@o age sobre

dicopis simples e 4cido glicdiice, mélico e cftrico. Atualmente
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gxistem diversos métoedos que empredam esta uxida;éo_ com §Gcido
periddico para determinagfc de acidcares redgutores.

RODELLA'(1Q?9}, utilizando oxidagho de agdcares
pein  {an periddato, eiaborou um estudo & moptouw um sistema de
andlise entalpimétrica, asdaptando dispositives para propaercionar
yma marcha analftica simplesg é répidé. Estudando solughes puras
de giicose, frutoese, xilose, galactose, arabinose € ribose ne

sistema desenvolvido, detectou—-se precisfo da ordem de 1,5 %. Para

tante empregou sinal de variag80 de tempersturs correspondente
aps estlgios iniciats da reacdoc com fon periondsto. 0 autor
QUSRruUguy tinearidade entre 0 sinat de variacdo da temperatura e

concentracho de aglcares, sendo & técnica empregada inclusive pars
determinacdo simultfines de glicpse ¢ frutose o Apiicagdes em caldo
de cana e comparscoes com método de Lane—-Eynon mostraram ser a
técnica &nfaig!métrica adeguada & determinagho de aglcares
redytores. Medidas para melago foram supericres 3s obtidas pelo

métode referéncia, sinal de gue substBncias interferéntes estavam

presentes.
DREYWOOD ¢1846) descreveuy peia primeira vez o

comportamento da& antrona (3,10-dihidro—8-oxeantracenol}, um produto
ge redugdo da antraguinona, frente a carboidratoes. g sautor
observouy gque em meie sulfgrico & antrona reagia com muites
carboidrates produzinde uma cor azul esverdeada caracterfstica.
MORRIS (1948) mostrou gue este colorscéo eavarueadé cbedecia a iei
" de Beer a SP0 nm parea carboidratos como glicose, para glicogénio e

meitose.

SATTLFR F ZERBAKN (1848), estudando @& resacho,

confirmaram gue a coloraclo era devido & formagho de compostos de
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furfural na pressnca  de fcide " sulfdrico, particuiarmenie
hidroximetitfurfural g furfural. Diversos pesquisadores
trénsfermaram ¢ métode qualitative em quantitstive, gsurqindo
técnicas aprupriadas para determinacde de sacarose, giicoggénig,
factose, amido, & cé!uiase, metitecelufose, dextrana, pentoeses,
cetohexose, méltﬁse, 4cidos urfnicos, deoxiacdcares & glicosfdeos.

Carboidratos e gseus derivados, 0% gquais ndo
produzem Ffurfural, a@apresentaram, nesta reacho uma jarga faixa de
cores diferentes. A velocidade de desenvoivimento da coloragao
variava em muitos agdcares que tivessem estruturas similares.
Fstas diferengas |Impediam o uso de antrona na determinagdo de
carboidratos  totais em_muitas misturas de agdcar. No entanto,
eatas mesmas difsrencas foram utitizadas como vantagem na andlise
diferencial de miaturs de agdcares. O método de antrona fol muito
gmpreqgado fy determinacfo guantitativa de uma série de misturas de
carboidratos tais comg amido € celuiose, deoxihexose & dcido  d-
galagturfinico, d-xilese ¢ d~deoxi-d-ribose e derivados de 4cido
nucidice, Gﬂgatéctose e |-ramnose (SATTLER E ZERBAN, 1848).

DUBOIS gt at €1858) descreveu 0 método
colorimétrice fenoi-sulfdrico para determinagdo de agdcar totatl.
A ausBnecia de interterdncia na presenca de solventes usualmente
_empregadcs em técniéas ge cromatografia em papel & camada deigads,
transformou~0 num método apropriado para determinagdo de aglcares
isniados através de cromatografia. UOs autores extenderam sua
apijcagho 5 determinagho direts ¢e lactese em queijos e leite

porque caseina, eamipodcide, 4dcido lético e doido cftrico, nas
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guantigades encontradas nestes produtos ndo interferism, Através
de aquantificagBe & 480 nm, o método apresentou—se sensfvel nsa
faixa de 10 a 70 pg de a¢dcar.

| GCompostes nitro~arcmdticos como dcido plerico,
proguzem, conforme THOMAS E BUTGHER (18243, na pressnceg de

apdcares redutores em meic afcalino, a gquente, solugiies de

coioracdec vermelha intensa. & mesma propriedade se estende @
gutras compostos C GO g~4-dinitrofenct, geido 3.8-
dinitresalicflico, goido 3,6 dinitroftdiico. Normaiments &
formaglo de cor obedece & el de Beer. 0 método também se aplica

5 determinagfio de acgficar invertido.

COALSTAD (1848 desepvoiveuy um método
eletrométrico para determinar sacarcse e agdcares redutores
ysands solugBo de Fehling, sem ciarificacdo prévia da amostra.
Parsa eliminacBo das impurezas, o sutor sugeriu ¢ usc de carvao
animal. O metodo potenciométrice utifizava eletrodo indicador em
contato cem umad sclugldo canfendu o agents complexante £ 3uifato de
sddiv, em ceis dotada de uma parte porosa gque atuava como ponte
gsaling. 0 eletrodo de referénzia, dOo mesmo metal do indicador,
oy sels, eletrodo ¢e cobre, em gontato com a solucho de Fehling e
sob sfervurs sofria adiglo do aclcar, Mo ponto final da
titulacho, o etetrodo indicador imerso em volucho atcaslina de [ons
de c¢obre de coacentracdo iInfinklesimal, apresentava através do
sistema mugancga de paelaridade. Este fato, detectado por uso de um
galvanfimetro resultave na medida da concentracBo de agdcar.

FRAMPTOR et &/ (1951) empregarem & reagso de

Kiiiani, que consiste ng adigBs de cianeto ap grupe carbonilico
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dos scdcares como métodoe analftlco, efetusnda & hidrdiise alcalins
das cilanidrinas formadss e titulando a aminiag Ltiberada pars
guantificacho.

HalogBnios pxidam acdcares em meio alcatino. Sob
condigfies especiais pode-se quantificar aidoses, ee estas forem
axidadas guantitativemente a dcido ald8nico, conforme COLLINS
(1853). Ppde—-se empregar o i8do come oxidante, <cuio excesso ¢
determinado pelo tiossylfato ou colorimetricamente segundo MILLER
F BURTOM (1358).

SKELL F CRIST 1854) utitlzaram a proprisdade de
reducho de borohidreto sobre o grupo aid&fd{co.das agdcares parsa,
ap6és reagBo, determinar o teor de reagente ndo consumido através
de medicio do volume de hidrogénie produzido pelo agente redutor,
na presenga de dcido.

Acdcares redutores podem também ser determinados
pur sals de cério, sendo & reagho conduzids em meio ajcaiing e sob
ebuticﬁa, tituianda*se‘ o excesso de {on cério nBo reduzido com o
fon ferrose, segundo FORIST E BPECK (1858). Pode-se estimar @
consumo de perclorato de cério por titulagho com dcido oxdiico ou
{on arsenite conforme SHARMA (18B8).

Alguns métodos potenciométrices gncontram-se
disponiveis nae ltiteraturs, PAPASTATHOPOULLDS, NIKOLELIS E
MADJ ) IDANNOU  €1377) descreveram um método potenciométrico para
determingcio de asgtcares redutores em amostras contendo .25 & 2,0
mg de glicpse., Ampsiras tratadas com reagente de Stanley—8enedict

(sutfste de cobre, dcide clftrice e carbonato de sgdaio ) foram
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submetidgas & aquecimento. 08 compostos formados foram tamponados &
pH 4,1, termoustatlizados e submetides & leitura em potencidmetro,
At}avés ge método de adigbes sucessivas, novas medidas de
sptencials eram_famadas, empregando efetrodo seietivo de cobre. A
ascolha do tampfio acetato de sddio-dcido acétice pH 4,1 fel devido
B abseruacéd de que este tampho nfo apenss alustave o pH mas
também servia comp descompliexante de cobre ge todes aganfes
complexantes fortes, segundo observaclo de SMITH E MANAHAN (1873)-

Na estudo de melago, defrontamo—nos com
problemas inerentes ao meio. Meiagos contém materinis caloridos
resuitantes da decomposicdo térmica da sacarose coenstituindo—se em
mais de 22 % de matéria diallizdvel. 0 peso motecular gestd na faixa
ge 10.000 & 50.000 Dailtons. Es;es compostos cotorides  possuenm
grupos reduteres que podem interferir na precisio das medidas
baseades nas prapriedades de acdcares redutores em gsogltuches
aleaiinas. Cotdides com gargas positivas e negatives contribuem
com -aproximadamente BS % na cor do melago interferinde em métodos
coforimétricos a pH varidveis (JANSHEKAR E MOR,18777.

A técnics gue pode ser empregade & o métods de
HOFFMAN (183372 modificado péra minimizar as interferéncias das

impurezas,. Segundc © autor, @ glicese é oxidada @& dcide gluplnico

com soliupgho de hexéciannfa?rato {111), 08 acordo com & EQUAgE0:
~3 ) wd} +

+ + 9F N3 H._ .0, + Fe{GN} + 2

g 6 H}ZBB HEQ 2FelC 5_;Ea566 12°7 2 Fe 6 H

Um sistems automiticoe por anélise de Tluxo

dotadn de unidades de didlise por membrana, termgstatos, bombas
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dosadoras, fiijtros adequados para leitura de absorblncia a 425 am
e registrador fol utifizado por JANSHEKAR E MOR 1877). 08 autorss
empregaram hidrdéxido de sddio, ao invés de carbonato, para evitar
formacio de gés carbdnice no fluxo. As amostras foram hidrolisadas
antes’ de serem analisadas & o métode foi otimlzado para aglcares
redutnres na faixa de conpcentracBo de 1 a 89 g/L. Tendo em vista o
gecréscimo na intensidade da colorag#e, o métedo apresentou
desvios significativas' para amostras com balxs concentragho
{abaixe de 1 g/L). Estudes de recupera¢do para diferentes
aghécares mastraram que rafinose n8o pode ser determinada por este
método. 0s autores Justificarsm sua menor recuperacho devido
nidrgiise incompleta. Tentativas de aumente de tempo, temperatura
ou concentrache de dcido para completar a hidrdéiise fevaram ]
destruiglo dos monossacaridess. Sacarose e arabinose apresentaram
ppa recuperaglo, segulidos em menor valor peta frutose, galactose e

manose,
PASQIMIN at gt (78BS}, desenvolveram outro

métode Fisico-quimico. s auteres determinsram acdecar redutoer
total em caldo de cana utitizando andiise por inlecho de fluxc e
deteceln refratométrica. No sistema, apenas 200 yL de amostra de
caido de cana diluide 1:3, invertido e descodoride com carvao
ativo eraﬁ introduzidos em fiuxo carregador constituido de solucdo
de HO!. Fol observads uma faixa linear dge regsposta no intervato de
5~ % de acdcar redutor, porém & curva de calibregho poderia ser
utitizada até teores de 10%. Peor este método foram possfveis BO
geterminacfes por hora. A comparacio com o métode coiorimélricso

de Sompgyi-Nelsop reveiou uma diferenca de 2 % entre og resultades
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eptidos. A porcentagem de recuperacdo de adi¢hes de sacarose em
caldo de cana foi de H8 %.

Myjtos outros métodos utitizadops na determinagéo
ge aglicares redutores sde encontrados na fiteratura, envolvendo
reagentes especi{ficns & técnicas fisico—quimicas. Nag Tabela |
destaca~se uma listagem das publicaches nas ﬁttimas duas décadas,
exciuindo—-se a grande maioria de métodes enzimdticos e métodos

envolvendn cromatografia Ifguida de alta eficléncia.

TABELRA 1
REVISXO DE HNeETODOS

AKD ' ME£TODO REFERERCIA

1964 Rovis3o de mdétodos e aparclhagons para BOSSET , BLANC L PLATTHER
a dogagen de lactose e seus produtos de

1974 hidralise.

1874 Complextiométrico {(EDTAS SANDELL

1974 Argontimdétriceo {(semi-microl SOLIMAN E BELAL

1975 Colorimétrico usande hidrazida do dcide GRASSERT E OERTEL
p~hidroxibenzdico

197§ Fotométrico com reagente hidrazina AVIGAD
fivoraescanina

1974 Fotomdtrico com 4- amino-3-hidrazina o REINEFELYD 24 aif.
mercapto~1,2,4 ‘Ltriazol como agoenbte
colorindtrico.

1977 Espoctrofotomdtrico por variagio de pH MEUR £ RAO
ubttdizando Acide nitrosalici{lico.

1977 Fotométrico usando dcido hidroxinitroan- SOLONIEWICZ E TEODORCZYK
traguinodissuifdnico o .

1977 Eletrondtrico, com cletrodo zelelivo
de cobre ' PAPASTATIIOPOULOS
HIEOLELIT E HADJICANNDU
::zz:z:ﬁz,.*:t::r::m:.“»"':==m-"':xzﬁzzzm::r..ﬂazzzzgzmzzzznazzzzmﬁx::::xznﬂ:mzmzz:m:::
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TABRBELA | (cont.)
REVIZXD DE N£TDDOS
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1377 Polarografico KRAUSE N
1980 Espectrofotomdbrico -~ com método indire- SHANIRE E HAIMOUD
to usande fenociftalfna como reagente.

1981 CLAE - fase reversa PALLA oo
1985 Foloméirico com azul de totrazolium - ROBIN E TOLLILER
aplicacdo em creomabtografias de permeacio
om gl
1381 Espectrofotomdirico. modificacie do
mdtode Park-~Johmson PORRD wr a7,
1331 CLAE ugando complexos do borato om
cromatografia de troca 18nlca ¢ HONDA =¢ a7z,

2- clanoacetamida.
1982 Espectrofotoméirico com outros compostos SOLONIEWICZ E

nitroaromaticos : TEODORCZYE ..
1982 Flucoromdétrico pds coluna de CLAE MIKAHI E ISHIDA
utilizando arginina
1982 Elctromdtirice com cletrodo sensivel a DIAHANDIS E
periodate HADJT 1GARROU

1983 Amperométrico. para deteccBo em cromato- WATANABE £ OIRQUE
grafia llguida

1883 Polarografia do pulso difecrencial SULAMAIN E AMIN

1983 Tituvilomdtrice ugsando 1-(5-Bromo-2-
piridilazo}? 1-3- diaminobenzeno como BAUDIRO E HARDNE
indicador e

1984 Voltamdtrico - uso de ferricianeto de HANGOS - MAHR E PUNSOR
potédszic em anilises de fFluxo.

1384 CLAE - com coluna derivatizada WNUKOWAKI

1984 Potenciemdtrico indireto PALANIVEL FE RIYAZUDDIN

1385 Cromatografia gasosa - deotorminagio LEHRFELD - »

gimultlnea de dcidop alddnicos ¢ aldoses
1283 Enzimdtico com enzimas imobilizadag-~ MASOO¥ E TOUNSHEND

determinagdio simulténea de acdcares por
injecio de fluxeo
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(11 ~ MATERTI AL E METODOS

t1i~1. INSTRUMENTAGACD
111~1.1. MEDIDAS ESPEGTROFOTOMETRICAS

Espectros na regiao do visfvei foram obtidos
inteilatmente em um espectrofotimetro Zeiss—MAQii1l com indicadar
PMQ-~t! & subseguentemente com um egpectrofotometro Perkin-
Fimer—Lambda 3. Aéhmedidas foram realizadas em cubetas de vidro

de 1,000 cm te @spessuryg.

Eapectrofotémetro de absorglo atdmicae modelo SP-
Boh-series o da Pye Unicam ¥fol utilizado pare medidas de
cancentfscﬁes dos {ons cdprlcas.J

Fspactrofotdmetre na regifio infra-vermeiho modelo

267 da Perkin—Eimer fo! utifizado para obtencg&o #o0s espectros

ne
{11-1.2. MEDIDAS DE pH E POTENGIAL DE REAGAO

g pH das soluces foi medido através de pH-melro
Beckman medelo 55-2 com eletrodos de vidro e calamelang.

Titulacbes potenciométricas foram efetuadas neste
equipemento utliizando~-se eletrodes de piatina {(Beckman) o
tyngsténip (Beckman) ou oytros eletrodos de cobre, preparados

ng jaboratério. Quandoe necessdrio, fol acoplado um reglistrader
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Perkin—-Etmer modelo 58 so potencifmetro.
{11—1.3 MEDLIDAS ELETROLITICAS

Eietrodeposiclo gde c¢obre sobre elgtrodo de
piating fol reatlizada com um aparefhg de analise gletrolftica

Fdgerpach Gorpoaration,

}i1-1.94 MEDIDAS CRUMATOGRAFICAS

Cromatdgrafo a tfquido de alta eficliéncia da Hewiet
Packard com detector uljtra-violeta {210 nmy e cromatégrato &
g4s da Perkin Etmer, Sigma 30D com detector por tonizagado de
chamag foram utilizados para identificagho de sub produtos de

gridacBo.

t1i~2 REAGERTES
0s reagentes & soiventes sutitizados foram de gray
pa ansiltico das marcas Merck, Siama, Baker, Cario Erba, BDH e

Rigdsl .

{1i~8 SOLUGOES PADRAU

sotughe de &cido ciabfdrico: a padronizagho de soluclo padrio
de dcide clorfdrice foi realizada sequndo BACGCAR et ai(1878)
com carbonato de sdédio anidro previamente aquecido em estufé 8
P70-°C por 1 hora. Fenslftaleina € verde de hrachresni faram
ytitizades como indicadores.

sgiluclo de hidréuido de sdédio: fol preparada a partir de
sgltcio 50 % (p/p), filtrada em amianto e tratada com cioreto

ds bhéric, para eliminar carbonalo residual.
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Partindo~se de frasco lacrado de lentiihag de
hidrdxige de sddio, preparamos também sotucédo 50 % {p/p) com
dgua Fervida., Filtramos em amianto e 100 ml desta sobtucdo foram
submetidos ao tratamento com solugdo saturada de hidrdxide de
périoc, sob agltacde constante, Esta solucéo centrifugada ¢
gituids foi padronizada apés um dia de preparacao. A
pedronizaclio foi efetuada em pH-metro, com HGY padronizado e a
concentracio calcuiada a partir do ponto gde equivaléncia.
resultades Fforam comparades com padronizagho na presengas de

Giftatato de potdssio.

Sglupio de sulfato de cobre: Fartindo-se de soiucho de sujifato
de cobre aproximadamente 1,0 meiar, transferip—se uma slfquonte
ge H0,00 mbL para o frasco de efetrodeposigfo. Apds dijuicéo,
adicionou~se = mL de 4cldo sulfdrico concentrado e 0,8 mi de
icide nftrice previamente fervido, para liberagdo de dcido
nitroso, Utilizande 0,85 empdres, agitaglo constante e 44
minutps, efeltuamos etetrodeposicfo sobre eletrodo de piatina
(cdtose) previamente tarado. Apfs este tempo, o volume da
sclugBe foi aumentadc para recobrir mals uma parte da haste do
eletrode & fetupu~se mais 30 minutos de eletrétise. A solugdo,
completamente incolor, Juntamente cbm & auséncia de
gparecimento de gotorache de cobre spobre a nova porgio  de
piatiaa ne eletrodo submerso & uma indicacdo de eistrdtise
completa. 0g gletrodos tavados e SeC0s5 apresentaram
eiatrodeposicBo homodBnea e de aspecto 3edosl. Apds pesagem do

ejetroda, Tfoli csicuiada & concentragfo de cobre na splucho

griginai .
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f#igumas soiugdes dikuidas de cobre, apbhtidas &
partir da solugde etetrolftica fsram padronizacdas pelo método
iodométrico, segunds PIERCE et &14185681.
Sgiuglio de tiossuifato de sédio: preparada com dgqua fervida g
utilizande 4,0 mbL de -clorofdéemio/Litro de solugso como
conservante, a saolucdo fol pasdronizada com bicremato deé
potdssio previamente dessecado a 2009, Na presen¢a de 4cido e
excessn de jodets, tituiou—-se o odo fiberade com tiossulfato
ge sdédio.
spiucho de acdcar invertido: 8.5 & de sacarose previamente seca
foram dissalvidos em 80 mL de dgua. Adicionou-se S i de dcido
clarfdrico concentrado. A invers@s foi esperada ocorrer durante
uma semana B temperatura ambiente e 8¢ apés este tempa,
preparau—-se uma solugho padrio, elevapdo—se © yolume & 1,0 L. A
verificacho da inversdo da sacarmse ol reatizada por feituras
da solugle resultante em polarfmetro, tendo—se emy.vista 8
peorréncis ge¢ mudangas no poder rotatérioc - das soiughes
nidrotisadas. Esta solugdo 4cida mantem—s58 inatterada por ifongo
perfodo. Al fguotas desta soiwcho devem ser previamente
neutraltzadas, para nBe interferirem no meio sgicagiing  ds
grigacio. A inversio da sacarese a B0 % segue o seguinte
comportaments para 0correr cnﬁpietamente: 17,% horas em solucho
g,0t M HCI: 1,8 horas em sotuche 0,1 M HOI e 8,7 minutos em

spiucho 00,7825 M HGH.
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tii=-9 METODOS

Fara estudo dos acdcares giicose e iactose,
geterminamos a umidade ,depois de agquecimente em estufa a vdcuo
s 60-70 °C, conforme métodc 31.005 do "Official Methods of
Rnatysis”™ (ADAC — 1884).

Frutose foi seca previamente em estufa a vacuo e
deixada em dessecador & vadcuo, % temperaturg ambiente durante
uma semana, pars infcio de trabalho.

Us agcdcares foram utilizados sem purificacée

prévia.

11i=4.7 OXIDAGAD COM [ONS CUPRICOS

{11=4.1.1 METODD OFIGIAL

Primeiramenie foi efetuado um estudo de oxidaghe de

agticares redutpres segundo método de Lane~Eynon (31.042~ AOAD).

i11-4,1.2 METODOLOGIA ADAPTADA : METODOS VOLUMETRICOS

4 Tituiagho de salujgao de cobre com agdcar em meic alcalinn de

concentracgio varidvel. ,
L partir de solughes de agdcar 0,01 M e sclucdo de
NaH padronizads, sem carbonata ,0,700 M prep8rou—se soiugies

de HNaQH e acgfcar ns proporc8e 1:1 em vérias concentracdes de

MaOH .Fsta mistura sempre Foi preparads pouces minutos antes de

se efetuar a determinacBo. Alfgquotas de solugioc com f{ons
clipricos diiuidas a 25,0 mL foram submetidos & fsrvura e
titutadas com soiucBo de agdcar atcatina, sot agltacdo
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constante. Préximp 80 ponto d& viragem fo! adiclionadoe 1 mb do
ingicador azul de metilteno. Utiiizou—se burets de ponte dobrada

parg evitar safda de vapores diretamente socbre @8 torngira.

BY Titulaglo de soluclo de aglcar com propor¢fies varidveis de
cobre, tartarsto & hidréxide de sédie.

Foram preparadas solugfes de sulfato cdprico,
vartarato dupio de sddie e potdssio e hidrfxids de sddio,
variande—se @& proporcéo de tartarateo de 1 a 5 em reiagdo  ap

cobre. 1] mesme Foi efetuads com a solugdo atcalina,.

i1 i-4.,1.3 DETERMINAGAD DE [(ONS CUPRICOS EM EXCESSC POR

COMPLEXIOMETRIA

Sem utifizagéo de indicadores alfguotas
conhecidas ¢ge saluglo de {ons cdpricos foram submetldas ago
tra?amentﬁ com teores conhecidos de agdcar, de Tal maodo gue a
solupgho contivesse fons cdpricos em excesso. Dais métodos Toram
gtitizados:

A Titu?acﬁa do filitrado obtigo da reapdv em msic 4dcido
tamponade a pH 5,0 com solucdo padronizsda da EDTA, prfparada
segundoe FLASCHKA £1884), utilizando PAN como indicador {(viragem
ge résec vioidceo bara verde).

BY TituiacBo do filtrado obtido da oxidagdo com aglcar , Cam
solugBo de FEDTA em meioc Dbasico utijizandy murexidsa como

indgicader (viragem de alaranlado para violdces).
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1i1-4,1.4 DETERMINAGAQ DE [ONS CUPRICUS EM EXCESSE0 PFOR

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO ATOMICHK.

Solugfes de glicese (18 mg? resuitantes de
titutaches na presencs de fons cdpricos foram submetidas &
fFittrag8o do dxido cuproso Tormado. 0s filtrados foram
acigificades e dilufdos a B0 miL e uma alfgueta de 1,00 mb foi
dijuida novamente & 100 miL. Empregou—-se esta difui¢gdns para
teitura em espectrofotimetro de absorgdo atémica, nas seguintes
condighes: |

comprimento ¢e onds : 324,88 nm

fenda : 0,1 mm

altura do gueimador : 1,0 ¢om

splugfo padrac de cpbre: preparada & partir de 1000 ppm.

Fgi utilizada solugBo de 5,0 ppm para acerto de absorbéncia 1,0.

11~4,1.5 TITULAGAD DE AGUCAR REDUTOR NA PRESENGA DE SAGARDSE

sclupbes de glicose, sacarese e agifcar invertide

foram preparados nas seguintes cencentragbes:

Glicose (GY = 180 mg/100 mi

Sacaraose (83 = 342 mg/100 mb

Acbcar invertido (A1) = 342 mg/100 mL tratados com HGI,
neuytratizados e ditutdos a 500 miL.

Alfguotas de diversas concentragfies de Sacarose
foram adicionadas & uma quantidade fixa de splucén gds gijcose
ou actdcar invertido. A avaliacBo da alteracéo da esteguiometria
fei obtida peis tituiagdo destas misturas com splugio de

suifate cfprice, rartarato duplpo de addic e potéssio e
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hidréxido de sédio nas proporgles 1:4:3. Para simplificacéo da
gescrighoe desta mistura oxldante, consideraremos a notagho
Gu:T:0H onde as cargas serdo omitides, para faciliter a

redagso.

11i-49.4.8 TITULAGAD DE AQUCAR REDUTOR EM EQUIPAMENTO

COMERGI AL

Saiugfes de agdcares 0,01M de glicose, ifactose e
xitose foram testadas na presenca de Cu:T:0H=1:4:3 em aparetno
g marca comercial Redutsc, da flrma Tecnal. Fste eguipsmento
f0i cedids pelo fabricante para testar o comportamento da
reagho.

0 equipamentn & dotado de um sistems de aquecimento
par vaper e frasco reator de vidro que sefre agitacho continua
peio borbulhamento ﬁe VEpor na ﬁmﬂstra. 0 escoamento ¢a amoestre
titulada contendo o dride cuproso € efetuadu aytomaticamente
por diferengs de pressdo no frasco reacionali. 0O ponto idea] de
squecimente d@a amostra fol obtido mantendo—se a caideira sob

fervura constante.

t11-4.%.7 ESTUDOG DE OXIDAGBO DE ALGUNS REDUTORES COM  TONSB

CUPRILDS

Para estudo da extensdoc de oxidagfio com cobre na
presenca de aggcar redutor foram avaliados isojadamente 035
sequintes compostos : #dcido fdrmico, dcido sucefnico, &dcido
tartérico, dcide oxdlico, gcigo léctice, 4cido npirdvico,

gliceroi, sorbitol e manitol.
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Foram preparadas splucies 0,20 M de todos
cempoastos, tomando~se o culdado de neutralizar as solugdes
d4ridas e té-itos na forma de sal. Alfgquotss de 30,00 mb de
solucho de cobre 0,200M, 2,0 mib de solugBo de tartareto 2,0 M e
3,00 wmi de - soiucfo NaOH 2,000 M (Cu:7:0H = t:2:3) foram
adicionados s solugbes dos compostos redutores., Apds
sagpuecimento em chapa por 5 minutos, gifuiu~ss a 8BO0,0 mlL.
Giluicgdes 1:1000 foram .gsubmetidas & feitura am

espectrofotimetro de absorgdo atlmicsa,
i11~4.7.8 TITULAGOES PUOTENCIOMETRIGAS

Foram testados diversos eletrodos na avétiacﬁa da
ponte +finat! d¢a tituiegdo ns oxidacdc com cebre. Em Todas
titulaghes empregamos soluclies Gu:T:0H = 1:2:3 ou 1:4:3, com
concentrache de cobre igual a 0,04 M, preparada no dia da
dgeterminacdo. Foram utilizados 0s seguin%es gietrodos: suifeto
de pratafsul feto da gobre preparado N taboratérin,
piatinal/pliating (€ adaptado ne clircuito gtitizado pars
determinagfo biamperométrice do s!stema de Kar{ Fisher, com
apiicacko de 10 my), piatina/tungsténio, fio de cobre/fio de
cabre recoberto com oxide cuproso, cobrefcalemelianc {cofn uso de
ponte salinal) e Qtatina/ago ingx.

& montegem d¢o¢ eletrodo de Ag,5/Cus foi reaiizads
utilizando carvdo de pilha como suporte. O carvido fol tratado
com HOU por  uma noite, apds ser submetido a processos de
favpgem e poiimento da superffcie. Apds este ‘tratamente, O

cliindro ¢e carvic fol encaixado em tubo dge tefion, delixando—se
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exposte 2,% om, Fsta parte exposta sofreu tratamente com
soluclo saturada de suifeto de sédie, soluglo satursds de
nitrate de prata e soluglo saturada de suifate cdprico,
iptercaladas por javagens.

Para conectar o eletrode ao potencifmetro recobriu-
'se'a parte interng da haste de teflon com mercdrio € adaptou—se
na interface um fig d& cohre. Eletrodo de tungsténio Tol
adotedo como refaréncia.

Eietrudué de ac¢ce 3B1B foram preparados segundo
MARTINS F CAPELATO (18837, sendo polidos com iixa de daua A-B0O
entre as detevminacdes. Fletrodo de Tungsténio foi utiltizade
comp referéneia.
11i-4.1.8 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS PARA DETERMINAGAD DE AQUCAR

REDUTOR

z.000 a 5,000 g de amosiras atimenticias,
previamente Secas e trituraﬂa; foram tratadas com 50 & 200 mb
de dicool etfiico BD%, previamente neutratizado com carbonato
de célcie. Csrbonato de cdgicio foi adicionado B solucio para
gvitar hidrdiise do agdcar. Apfs 1 hera de extra¢ldo em Ddanho-
maria a 75 OG, o 4icpol foi evaporado até volume minimo. Foram
necessérios o noras pars se detectar SBusncia de odor
a&ccéf%cu. As solugbes Ffiitradas sofreram adigclo de &guas e
foram aguecidas a SGOG para precipitar toda massa inaglidvel.

Apfs adiclo de acetato bédsico de chumbo, as
amostras foram delxadas em reppusc durante 115 minutos e
filtragas, screscentando—3se gxaiato a0 fittrade até

precipitacho de todo chumbo. Testes negativos de chumbp Taoram
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efetuados @ o pH acertado sntre 7 e B._ Apds ditulgdo a2 2850 mi,
aifguotas de 10,00 mi foram titutadas com solugdc fons clpricos
0,04 M na presenca de tartarato e hidrdxido de sddio.

t mesme Tratamenta fol efetuado em amnsfras, sem
adigho de carbopato de caiclio, para comparacdo dos resultados.

Filtrados das amostras ciarificadas faram
submetidos & inversBo da sacarcse. Alflquotas de 50,0 mi foram
tratadas com 5 mb de HG) concentrado e deixadas em banho maria
@ SOCE por £ horas ou durante 24 horas & temperatura ambiente.
ApGs neutralizacho foram difuidas & 100 mL e 5,00 8 10,00 mbL da

amastfas foram lgualmente tlituiadas com o sistema oxidante,

1i1-4,1.10 DETERMINAGAD DE ACIDO FORMIGO

A verificacho da existéncia de dcido Tdrmice ou
formiato como sub produto da axidacéa' foi efetuada
preliminarmente seguindgo -a técnica. de destilacho £
regpnheciments descrita por GUAGNINI & VONESCH (1859).

Amostras contendo 18 mg de glicose foram utitizadas
para .axidacﬁa. Apds Fittrecgio e iavsgem, o Tiltrade foi
acigificage & pH 1,5 € difuido 8 voiume conhecido,

Siiucéo padronizada de dcido fdrmico, contendo 1
g HOODOH/100 mb foi ulilizada para preparacho de curva padréo
ng svalliscdo colerimétrices comoe gquelate férrico a 520 nm.

0 método baseado na esterificagie do dcido férmico
s formiato de etifa com subsegqguente destitacg8o 8 reconhecimento
come percigrate férrice, segundo GUAGNINI E VONESCH {1858)
getects 50 @ BOO mg de 4cido f6érmico sendo gue outros Acidos

rarboxiiicos, atfs—cets acidos, @aideidos € acdecares redutores
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ndo intsrferem.
gutro método utilizado para glicose ¢ lagtose ol a
regucio a formaideide na presenca de magnésio em pd &
identificagho com dcido cromnp
g ' trépico {Gloﬁs N32 08 82. 2H 28),
segundo GRANT (1848). Na presenga de 4dcido fdrmice, 8

splucao torntg—ae vioieta, podendo ser dosads

gapectrofotometricamente,

Ef1-4.1.11 METODOS CROUMATOGRAFICOS
Cromatografia em papgl
Fijtrados agunsos da oxidaglo de glicose com
solugho de Cu:T:0H = 1:2:3 obtidos de titulagdses
estesuiométricas, sem uso de indicador, foram concentradas e
adidificadas para aplicaglo em papel wWwhatmann no. 1.
Ds seguintes sistemas foram e¢tijizados :
#) Para dcidos carbnxf;icoé € cetowécidos
Sgivente: n—-butanol, dcido acético e fgua (10:2:5:)
Gromatourafia descendente e asscendente &m camara saturads
Heveladores testados: azul de bromofeno!
azut de timo! 0.2% + vermelho fenol 0,2%
. {manchas de &cido rdseo e fundo amarelo)
2,6~diciorofenctindofenct sbdice
?apresentanﬁa fundo rdseg azulado com

manchas brancas, apis aguecimento, foi o© dnico revelador para

dcido 8 cete glucdnicvo).

Amostras aplicadas : &cido pxdiico, dcide 2- cetogluclnico,

dcido sucefnico, 4cide fédemico, dcido tartérico & misturs de
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pridagdo.

B) Para agdcares:

Splvente: n—butanol, dcido acétice e dgua (10:2:8)
Cromatografia descendente

ffevelador: Nitrato de prata/KoH

Amosiras gplicadas, ggiiceres puros, mistura de oxitdagdo.

Cromatogratia em camada deigada

Foram testadas placas de celulose (D.C.Ajufoilen
Celutose) placas preparativas de s{iica (Kieselge! BO PF 2B4-
Mercky e pilacas analfticas de sfiica (TLGC-Kieselge! 80 GF 254 -
Mercky.

Apds aplicapgo das ampstras em piacas preparativas
de =si{iica, previamente aftivadas ¢ apds eluicho e secagem go
spivente, parte das placas foram reveladas. Faixas de siiicsa,
de intaresse, s8Mm révalagﬁn, fﬁram ragpadas, extraideas com
dous, aquecidas e flitradas. Frapfes aquosas retiradas das
piacas foram liofitizadas e <com O gxtratoc obtido foram
preparadas pastiihas de KbBr, parg leitura em espectrofotbimetro
infravermelho. Pastlinas transparentes e humagénéas foram
utitizadas para registro dos espegtros, empregando—ss ¥iime de
paliestireno para calibragBo. Espectros foram oblidas cCom

fepnds 5, velogidade de varredurs tenta & constante de tempo 3.

Cromatografia ifguide de alta Eficiéncis {CLAE?
Sub produtes da oxidagho foram submetidos ao estude

para availaclBo em GLAE.

Fara oiminuir a interferdncle dada pelo tartaralo,
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preparanos solucho ge Gu:T:0H na proporgas T:%:¢3.

Utitizandos 4dgua Mitii~Q, 9ue constitue—se em um
sistema da Milipore de tratamento de dgua para anflises em
absorgdo atdmica e LLAE, preparamos ag solugles inicliais de
cobre, tartarato e hidrdxido.

As seguintes samostras foram Apreparadas em dgus
Miji{i~Q para Injecas em GLAE,

Solucdo padréo de glicose anidra 0,01M,

Sojugfo padréoc de frutose secs 0,01 M,

Soluglo de tertarato 0,2M + OH (1:3),

Sglugdo | ge tartarato + hidrdxido de sédio, na mesma
concentrachio que na amostra, apds fervura durante 5 misutos.
.Sesucén fiitrada do oxidacd0 esteguiométrica de giicose, (3B
mg) dituida a 100 mi.

Sptuygho Filtrada da.nxtﬁacéo estegquiomdtrica de frutose {18
my 2 aifﬁida g Bl mi.

Ditluighes convenientes em deido sulfdrico, pH 2,0
foram submetidas & fteitura em sistema CLAE isocrédtico, apés
filtracko em membransg de fase aquosa. A separacic foi
afetusda em <coiuna de trocs l8nica  Aminex HPX87-H 8 qhaé;
gtittzandns gcide sulfdrico 0,00 M como fase mdvei. Empregoau-
se sistema isocrdtico com detetor de ulitravielets (210nm) 8
fndice ge refragdo am série. |

Os cromatagramas oebtidos foram comparades com
splucies padrles de 4civgos, inletados ne mesmo diag € NS

mesmas condigdes.
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i1i-4,2 OXIDAGAO COM FERRIGIANETO DE POTASS10 (HCFP)

f1i-4.2.1 METODO VOLUMETRICO

Todas - ms titulacglhes foram efetuadas com burets de
ponts dobrada para evitar gue & torneira ficasse diretamente
sphre a safda dse vaperés da soluc@o.

Em erigameyer de 250 mL prepargu—se misturas de
5,00 mbL de Fe(CN)EB (},200 ¥ com atfguotas pre—determinadas de
NaOH parg obtencdo de diversas propartﬁes de OH/HOCFP. As
splugfes foram submetidas a aquecimento sobre chapa glétrica

com aglitegho € tituilocu—-se a mistura fervente com sclugao de

acdear 0,01 M até descoramento da solucdo,

fii~4,.2.8 METODO VOLUMETRIGO POR POTENCIOMETRIA

Foram utilizados dols procedimentos:
&) conforme item anter!of, adiciopands solucdo de §.5 em 0.5 mb
no infcio e}de 0,1 em 0,1 mL préxime ap ponto de equivaléncia.
0 gluste inicial 4o potencifmetro fol efetusdo apds fervura da
sglucio, com adigho dge 1,0 mbL do redutor. Sempre que possivel,
FECOrrey—se as uep de erienmeyer para cglocacdo dos &
etetrodns, a fim de evitar evaparagio demasiada da salugdo

durante & tituiacho.

H) Titulou-se com splucho padriic de nidrdxido de sddio solugdes
dp HGFP e agdcar, variando—se 08 teores de oxidante conforme
contos desejadps. Utilizou-se elelrodos de Pt e W, comparanda-
sg o0 pontd de eguivaiéncia obtido potenciemetricaments com @

viragem visual de aiguns indicadores. Fovram testados azul de
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metiiaeny, fenoltftaleina, vermeiho neutro e Z,8~
diciorafenolindofenol gddice comn indlicadores. £ técnica

empregada foi a mesma descrita snterigrmente.

Iti-4.2.3 METODO ESPﬁGTRGFGTUHETR!GU
L) Estudo da {actose:

Em baltfo volumétrico de S50 ml adicionpu-se 5,00 ml
ge soiucBo de HOFP 0,200 M, 4dgua destilade e aifquotas
varidveis dg  hidréxido de sédio 0,400 M. A adiglo de NaOH
diretamente & soilugfo de HOFP acarretava uma mudanga de
coloracio oriainal. Portanto, @a diiuig8o antes de adiglo de
MabH foi uma etaps Obrigatdria. Ai{guptas conatantes ou
vasridveis de solugdo de tactose ©,01M foram juntadas ao baldo
voiumétrico e dituidas., 0Os baibes com tampa foram submerscs em
hanho matia 8 98 “f durante o tempo dessglado (S minutos a 1
horal, & agitados casuaimente. Depois}ue resfriados, foram
gifuidos a 50 mL e homoyenelzados. Alfguotas de £,00 mL foram
em seguida ﬁiluidas g8 50 mL e submetidas B ieitura
sapactrofotométrica a 420 nm cnntra.ésua. Brancos especff}cnﬁ
para cads tipﬁ'ae'estude foram prepargdons, sem oxidanie. As
ipituras Joram efetuvadas com fenda 0,3 mm {largura Ye banda
gapectral de 7,é=n&}. | |
B8) Estudo de outres redutores:

Sotucbes estogue de #cido fdrmice, 4dcide oxélice,
manitol, tartarate, é&cido léctice, sacarose, dcido pirdvico,
sprbitol e giicerol foram preparadas na concentracfo de U,025M.

£m balfies volumédtricos de 50,0 mL foram adicionados
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10,00 mL de cada um dos redutores acima, 5,00 mb de HOFP 0,200
M, 10,00 mbL de dqus 3,20 mL de NaCH 0,408 M. 0Os frascos foram
sybmetidos ae aguecimento em banhe maria a 8B Cg por 10 , 30 oy
50 minutos. Apds resfriamento e dlluigdo, retirou—se allquota
de 2,00 mb & diluiu-se a 50,0 mb. A sofucgHo assim obtids fol

lida & 920 nm contra Agua e corpigida com & média de 3 brancos.

fi1-4.3,. TRATAMENTO ESTATISTICO D08 DADOS
| Dados da relaclo cobre/apdcar foram obtidos de 3 &
§ determinacles e submetidos ao teste @ para vreleli¢do de
resuitados. Apds o teste dos valores suspeilos, fol caiculada
a média das determinaclies @& cada coendigdo para o0s valores X
inciyigos, a diference entre cada valor x, 8 média aritmética
% de todos efes e em seguida (x — K)° (BAGCAN et al.,1378).

(0 desvio padrao fornecido pela equagao:

sl (x - XV
no—

onde n® ngmaro ds determinacbes (graus da libeardade}, calculado

3

para cada condigan, fol utiiizado peia cédicuio do desvio padrio

gda média Snidadu peia sqguagdo:

sm::is IR “

6 intervain de confianga da média fol obtide @
partir de

4 = X ¥ 5/§RTT ou U= K & % %m
ande T variou conforme graus de |lberdade n e Fol refiradu de

tabeias para B5 % de probabiiidade ou 45 % de canfianca.
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iy- RE S ULTADOS E Di1SCUS S EQ
fy-1 OXIDACAD DE AQUCAR POR [ONS CUPRICOS

f¥=-1.1., METODO OFIGIAL

A gtapa preliminar congsistiu em dominar a
tdenica oficial do método de Lane—Eynon € avaiiar & estequiometris
abtida experimentalmente. |

Amostras contendo 50,0 mag de glicose em 30 mi de
dqgua foram testadas com 25 mi de sciu;ﬁc Soxhiet A e B8 (1:1) e
obteve-se para B repeticdes estequiometria média de 4,33, vaior
este bem prdédximo ao calculado da tabela de Lane—Eynon.

Catculas das cpncentracﬁes dgas sofughes
propostas pelos gutores indicam que a proporedo Cu:T:0H & de

1:4,49:-8,0.

Iv-9.2 METODOLOGIA ADAPTADA: METODOS VOLUMETRICDS E

ESPECTROFOTOMETRICOS

j¥=-1.2.1 THFULAGRD DE GOBRE GOM SOLUGRD DE ACUGAR EM MEID

ALGCALING DE SUﬂGEﬁTﬁACADIVARI£VEL“

Avaiiou—-se 8 influégncia da concentracho da Dase
ng desempenhn da oxidagdp titutande—se solugds de coebre  com
misturs 1:1 de sotugBo de glicose ¢ higréxide de sddio. Gom O
voiume geste na titultagfo, calcuiou-se & reiacdo Culaglcar. A

Tavela i mostra 08 resuitados obtidos para a glicose, sendo que
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TABELA f! ~ ESTUDO DA VARIACAD DA RELACAD Cu(11)/8

EM FUNGARO DO MEID ALGALING (%7

O /Bilcose Culit)/Glicose
“““““““““““ as - ve

5,0 2,00
5,50 e, 20
6,0 c, 38
7.0 e,78
2,0 3,14
5,0 3,51
18,0 %, 05
1.0 4,28
e, U 4,20
4,08 4,55
18,8 5,07
18,0 4,498
e, 4,73

{%) Dados obtidos nag presencyg de Tartarato adicionadn ao erienmever, na
proporgdo  GCu:T=1:4,9 e com titulagcho de solupBo de fons clpricos
com misturs 1:1 de soiluc8o de agitar:-NadH.
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OH
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G
INFLUENGIA DA CONCENTRAGAOD DD MEIO ALCALINOD

NA DXIDAGAD DE SOLUQAC BDE GLIGOSE

Dados obtidos etravés de  titulagho de

splugdo de {ops cupricas com mistura

1:1 de avilugdo de glicose:NaldH,
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g proparcle de tartaerato utitizada neste experimente foi de Qu;T=
1:4,49. & Fiag, 1 reatga & tendéncia da oxidagio de gligose

permanecer prdx%mé de H,0 a vatores elevados d¢ alcatinidade.

f¥y~1.2.8 TITULAGAD DE SOLUGAD DE AGQUCAR COM MISTURA DE SOLUGAD OF
Cu:T:NalH EM PROPORCDES VARIAVELS .

-4
F,oxi0 mo f de giicose foram sumetidosg ag

tratamente com solugdes de concentragides diferentes da utiiizads
peios métedo oficial, Através dos dadps obtidos Ccom misturas de
agdear e hidrdxido de sddio pode—se claramente denotar ague &
concentraglo da soluclo aicalina € wum fator predominante no
controle «a estéquiametria. Porém, & establilidade do reagente
atets a determinaghe e seris interessante a obtengdo de “uma
mistura oxidante eficiente que pudesse aer armazenads gor iongo
perfode ., pranta para o uso.  Tendo em vislg .este ghietivo
iniciou~s5e o estudoe através do preparo de misturas de solugho
gcontendos {ons cép?icas, tartarato dupio ge sddic & potgssio e
hidréxide de sédioc em diversas proporgies.

Mae presenca de szul de metileno @ susdncia de
cotoragle azul ne solugho contendo dxido cuproso indicou & final
dag titulaglo.

Tituiagbes sem’ indicador e Com 2-B-
giciorofenolindofensd shdico, gue apresenta e potenciatl de oxi-
reducho prdoximoe aoc azul de metileno, foram reallizadas observando-se
08 seguinies matizes na solucdo Titufante .
sem indicador :  azul esverdeado, verde clarc, verds escyreo, -verde

garapa, verde amareiado, marrom clars e marrom avermeihadgo.
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Em presenca de 2,B~diciorcftenoitndofanot sddice: rdseo~violdceo,
cinza ctarn, cinza esbranguigado, verde ctlargpo, marroam claro,
vermeiho tijoio.

& fabela £ i1 mostra G refacdo fons
cdprices/acdcar pare alguns sacarfdecs em concentragles variadas
de misturs axidante., Apds tratamento estatistice detectou-se
desvio padrde entre 0,07 ¢ 0,27 , sttuando—se os intervalos de
confianca da média entre 0,071 ¢ 0,18 para proporgles Gu:0H = 1:3.
5 esteguiometria Gufacldcar pars hexoses come gilicose, gsordose,
frutose, manose e galactose, para proporgle Cu:DH=1:3 situou~se na
faixs de 4:1. Sorbose apresentouy valores mais baixos.

SojupBes de mistura de oxidante 1:1:3 mostraram-
sg inatédyels, havendo hecessidade de malor concentragado do
comptexante, Proparches 1:¢ entre cobre e tartaraste apresentaram-
se bem estdveis, sem denotar variaglc na esteguiomelria de
oxidache, fornecendos na prética bos visugalizagdd do ponto de
giragem. A .titulacBe das hexoses exigiv em média B minutos de
FEELEO.

Goncentragdes de NaDH um pouco acima da
praporgio Gg:0H:-1:3 ievaram & resuitadoes de g3tequiometria
giscrepantes. Hesuitados ohtidos pars galactose Ja indicarsp
gstequiometria bem diferente. Para as hexoses estudadas, parece
ser limitante, na concentragle de cobre empregada, 2 proporgheo 1:3
entre p oxidante € o meio bésico.

Um estudo mals detalhado com grande ndmerc de
solughbes oxidantes de diversas concentragdes foi efetuade pars
lactose, representada nas tebelas pelo simbolo La (Tabeia V).

& amastra dge acdcsr am erienmever foi tituladsa
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TABELA 111

ODXIDACED DE ACOCARES REDUTORES COM MISTURA Cu: T: O

ko iy i Al ek WAR R R s A AL Mk A AW AR T TR S . e, Tk k. ek it ik AR Ky i o ok ke kA AT AL MR WS MRS A AR A MR Y MG S FRL M AN ST AR VR B T N R R s . e e e el . o e

RCUCAR Cu:T:0H Cufily X INTERVALDO CONFLAHCA
ICu 1= 0©,04HK Acgdcar DA HEDIA
CLICOSE 1: 1,0 :3,0 4,09 0,18
1: 2,0 :2,0 3,96 0,12
1: 4,0 :3,0 4,08 - 0,16
i: 4,5 3,2 3,66 0,18
MANOSE 1: 1,75:3,0 4,29 0,18 ,
1: 2,0 :3,0 4,17 ' 0,13
1: 4,5 :3,2 2,83 0,21
SORBOSE 1: 1,75:3,0 3,67 0,17
1: 4,5 :3,2 3,12 0,34
FRUTGSE 1: 2,0 :3,0 4,10 0,10
1: 4,5 :3,2 3,47 0,10
GALBCTOSE 1: 1,75:3,0 3,85 0,11
1: 2,0 :3,0 §,17 o,0%
1: 4,5 :3,2 5,76 0,43

A Ml Tt S Y i b . Hr b T TP S AT o e S AR PR VIR S SR RS e Y T [ e e i bk ke S LA i Lk AN PR TP W N A T TR AR TR W RV A TR SRS . e ek s ke el A AR W WA S M A N e

f%y Madia de b determinacdes
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#el&w@ﬁmra gxidante mantendo—-se o vn}ume inicial ap redsr de 30
mi., Bitaicbdes das amostras mostraram gue 2 cindtica da reacdo £
altersda, tornando—se bem mais ifents que & oxidacdo normal,

s resultados mostram que na equagdo exats de
estemismetria Cu:0H = 5:2,25 ¢ impossivel ogorrer oxidegfio,
iniciwese ¢ estude cem 1:2.5 gue ainda ndo forneceu meio alcating
syfiveste 5 oxi—-reducfo. 56 @ partir de valor 2,75, foi poss{vei
efetwr a Titutacdo. A medide aque a congentracho de hidréxido de

addiz s mistura oxidante aumenta, ghserva—-se mennr estabilidade

n. Todas solugdes na proporglo 1:% de Cu-OH apresentaram

dura¥EeE a titulaclo escurecimente da sofugho em contato com vapor

Ftos giaranjados £m repouso . Apds poucas sgmanas

58 4xido - cuprose ne frasco em  gue se  encontravam

gyidenciando & instabitidade. Soiugles preparadas com

até 1:4:4 de Gu:7:0H apds 6 meses de estoque &

ambiente, apresentaram*se azul ifmpidas, sam gualquer

tems

éep 5 establlidade de soplughes oxidenies com proporchHes
variges de tartaratc & base pode ser verificads na Tabels V.

F possivel establiizesr o reagente wutiitzando

pro minima Gu:T de 1:3.5, mesme pars usy protongado, SEm

#

wmde de gquardar o frasco em geiadeira.

Togas soiugBes mais caoncentradas em termoes de
melosEml ing, @&ilém de serem preparadas no momento #o usoe, foram
refrewdas enoguante se processavam o8 Urabalihos,

Peta tabeia 1Y gbservg~se gug o aymento da

atcd@dadte do meioc aliters & estequiomeiria da lactose para

valaswais baiIX0s.



TABELA 1V
ESTUDD DO COMPORTAMENTD DA OXIDAGAEG DA LACTOSE EM  MIGTURAS

DE OX{DANTE OE DI{VERSAS CONGENTRAGDES

Vator médini{%x) intervalp confianga

(%} Média de 4 determinagies
{(x%) NHo ocorre uxRidagho
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Cu-T:8H
Cufit}/iLa ga médisa
1.2,0:2,58 Xk
2,75 6,549 .08
2,586 B, 48 0,21
3,04 8,26 0,51
3.20 B,30 g,38
3,84 &,2c 0,45
1:2,85:2.58 k%
2,75 B,34 1,3%
3,048 6,83 3,84
-3.,50 §,30 G,85
4,60 §.50C 0,86
=4, 54 k5,85 §,08
0,08 5,886 G.82
3.0:2,55 * ok
2,75 §,45 4,283
3,480 §.84 4,28
2.58 8,75 ii,493
<, 88 8,54 3,33
85,08 5,87 a.,60a
{:3,5:2,58 2
2,75 7,05 0,24
-3,00 6,87 0,48
: 3,588 &,6¢ 8,30
-4, {6 B.3% 4,88
-5, 00 6,17 0,48



TABELA IV (continuaghal
ESTUND 0O COMPORTAMENTO OA OXI1DAGRO DA LAGCTOSE EM MIBTURAS

DE OXIDANTE DE DIVERSAS GUNGERTHﬁGGEQ

Cu:T:0H Valar médio(*x) intervaio de confianca
qu{iidiLa da média
1:4.0:2,50 & &
2,78 6,567 4,28
: 3,00 8,15 0,15
+ 3,50 & ,44d g,34
: 4 80 . 5,288 g,08
45,80 G, 08 0,26
-5 G0 5,29 8,38
1.4 ,8:2,80 *k
-, 85 LR
2,75 8,386 0,48
:3,04 8,436 g,88
:3,20 86,00 g,31
: 3,80 &,8B& 0,57
I 4,80 g,83
5,80 4,85 &,31
1:5,0:2,80 e
2,78 g.50 1,00
«3,040 FL 01 - 0,36
3,50 _ g,585 o §.,80
« 4,04 . f,1¢ 0,23

(%) Média de 9 det&rminécéeﬁ
{w%)Y niEo ccarre pxidagho
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s desviogs padrﬁes‘catcuiades varijaram de 0,03
(1:4:4) & 0,73 (1:2.5:2,78)., 03 maiores desvios padries foranm
opservadns com o0 usp de soclugdes oxnidantes gue apresentavam
sroporehes menores de tartarsato ¢ base, devendo—se evitar uso de
sglugfes Cu:0H 1:2,8 sy 1:2,78.

Par motives de estabilidade gas sclughes
inicials devemos evitar também o uso de sotucdes Gu:0H = 1:5.

Titutando—se solu¢doe 0.01M de aglcar com seiugho
de cobre 0,09M na proporgfo 1:4:3 (Cu:T:GH) temios na pratica  gue
paras catda 10,0 mL de sotu¢ho de acdcar, & sdicio de excesso de 1
gota do Titulante acafreta yma variacdo de $,02 na estequiomelria.
oy se}é, 0,5% do valor esperado. Assim, 8 adi¢cdn de 0,5 mb aiém
do permitido, de fd4cil! ocorrénecie pela md detecedo do indicadar,
pode fevar a erros de H%.

Observamos também gue se ¢olocarmos  Indicador
.préximo ag ponto de viragem, como recomenda Lane - Fynon, oy seia,
quUando @ safucée estd bem vermelha, hé gssto excessivo de Bolucho
titulante. A prétics tfevou—nos @ uma methor wvisusliizagho da
viragem guandop adiciugamus indicador apds adigcho de metade do
¥l ume tptat., gquando o0 #xide pressnte caracieriza-se pels
cotorag8n alaraniada. A soiuc@o deve estar sempre fervendo para
eiiminar boihas de ar em contate com o indicador € nenhuma g9ote de
dgua deve ser adicionada durastle @ titulagho. Oxidacho da lactose
deve saer efetuadas sam tempo maior que o gasto para @ giicose,
mantendo—se & sluste de aquecimgntn da chaps sempre no mesmo pontc
para se eviLar grros. 0 sistema de oxidasfo & compiexo & aiégm de

reayerer condicfes padrdes parsa gue se mipimizem 08 e6rfoes, erige
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TABELA v
ASPECTO DE SOLUGODES OXIDANTES DE fONS CUPRICOS

ARPOS SEIS MEBES DE EBTOCAGEM A TEMPERATURA AMBIENTE

Gy T = 4H ASPECTO DA SOLUGCAD
1 - 1 o B depésitﬁ alaranliade

1 r 2 : 3 azrul i{fmpido sem depdsito

1 < 3 : 3.5 elevadas gquantidade de depdsito
1 . 3 B gepfsito alaranjiade |

T : 3,8 : 2,78 sem depdsito

1 : 3,6 - B sem depdsite

1 : 3,8 :3,% azui Iimpido, sem depdslto

1 : 3,5 ¢+ B depéslto altaraniads

1 : é : 2,78 sotluc8e 1impide

1 4 3 gzul l{mpido, sem depdsitso

1 s 4 : 3,5 gzu! Ifmpido, sem depdsito

1 ;4 ] azul lfmpido, sem depdsite

1 O depésito ataranlado )
1 4,5 :« 3 . azil i1fmpido, sem depdsito

1 :4.,5 - F,B | spolugae sem depdsito
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¢p operador habitidade visual parsg dgfecgdoe do ponto f}naz g8
sridacdo.

Rons resultados foram obtidos com soiugdes

Cu:7T:0H = 1:2,5:9,5 ; T-4,0:3,0; 1:4,5:2,2 . {0 primeivro valor,
ng entanto, pode ser eliminado beia instabilidade do reagente,

restando as duas outras opgabes.

1y—=1.2.% TITULADAD DE AQUCAR HEDUTOR NA PRESENGA DE SACAROSBE
Para 0 estudo da influéneia da sacerose  na

titulacBo de agdear redutor foi testado intgcialmentes reacéo

negativa com solucBo de cobre. GConcantragdes da ordem de 100 mg
sybmetidas & tituiagieo cem solugdo Lu:T:8H = T:2:3 n&o
apresentaram gquaiguer ingfcio de aoxidagdo, Amostras fas

concentraches 1xTD"4mal de giicose sofreram adicfo de solugho de
sacarcse e misturas i:1 dos dois acGeares foram testadas. A
Tabelia Vi mostrs 0 comqortamento.estequiométrico para Gu:0H =
1:3,0. Nfic se observou aiteragfce dos resultados obtides com
agtGear puroe {(Tabela {1i),

& Tabels Vii reveia 0 comportamento da oxidagldo
de giicose na presenca de teores de sacarose em proporcies até o
dobre de sua concentragds inicial. Agdcar invertiﬁé também
foi testade por ests mesma misturaﬁ gxidgante, bem comg Seu
comportamento na presencs de sacarose. Qs dados da Tabela Vitl
mostram gue sacarese, na proporclo 1:1 e 1:2 & baixos nlveis de
concentracdo  de acyicar invertide no interferem sensivelmente na
estequiometria. Cailcuiando—se @& relaglo Qu/h.1. pefa tabeis de

tagne—Eynon, parag 1% mi de Solugdo Soxhiet, epcohtramos o wasibor

4,85,
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TABELA VI

ESTUDO DA INFLUENCIR DE ADICKD DE SACAROSE x SOLULCEC DE GLICOSE

KA ESTEQUIOHETRIA DE OXIDACKO COM COBRE EM CONCENTRACBES VARIXVELS

DE KISTURA DE OXI1DANTE

et i T e Y T T Y e A A A Ty e M AT e e ey e ok b e e A A AR M AR YL AL S TP T O T e e Mk ik ke Ak e Mo b i AL SRS AR A S AR I T A T e e men o ek i e A

Cu:T:OH Cu/AGSCAR (%)  INTERVALO DE CONFIANCA
DA HED1A
1:1,0 :3.0 4,16 | 0,18
1:1,1 :3,0 4,32 0,01
1:1,5 :3,0 4,20 0,37
1:1,75:3,0 4,18 0,13
1:2,0 :3,0 3,93 0,19
1:4,0 :3,0 3,97 0,15

(%) Média de 5 determinagBes

Amostrs ¢« G + 5 (1:12
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TABELA V11

COMPORTANERTO DA ESTEQUICHETRIA DE GOXIDACXD DE GLICOSE HA

PRESENCA DE SACAROSE CON Z0LUCED Cu:T:0H = 1:4:3

e e e i ek Ml M- WA WS i M AT T S PR VR SN S PR AR VAP A B AR M ok DA SME A MR, dhlr Bt skt ik Ak il il o . it el e e T P AR AR AR M e G AN A A e WA A e S e el ke

(%) INTERVALD DE CONFIANCA

AC S C AR Cu/G DA MeDIA
s Ly
G (ix1i0 & %10 moles? 3,54 G, 09
G {RXIéH mesl ) 3,94 6,08
G+ 5 €1:1,02 3,38 Q,16
G+ 8 £1:1,5 3,980¢ G 20
G+ 5 (1:2,M 3,56 G,19
G+ 8 (2:1,0 3,80 G,.04
X Media de 5 devermimacBes

TABELA Vi1l

TITULACXKO DE ACSCAR INVERTIDD (a.1.) COM SOLUCKD DE

Cu:T:0H = 1:4:3 HA AUSENCIA E PRESENCA DE SACAROSE

. it i i A A H VPV e ey e ikl <A R SR AL AP Y L S . e o ek W b e sk Ik b APLS AL W RS TR TR MY AR SR S o e [y e o e e e ey o e ey i b e i b ik, A e bt Sl v, St b e

* INTERVALO DE CONEI1ANCA
ACGCCBER Cu/d.l. DA MEDIR

y
AT, (1,0 xeiQ mol) 4,00 o,08

oY
A.1. €1,5 x 10  mol} 3,85 0,19

B
B 1. (5,0 %x 10 mol) 4,04 o,18
AL, + S (1:1) 3,94 0,20
A1, + S (1:2) 3,87 0,36

s s e e, e b b et b Y My e s e . e b ot Ak b rin b e W A Srh SR M R S M i e TR Mkt WAL i Mo bk b S e A A bk AR Wl Wk SRS WA AR T YRR A SR S W Nl T WA AR Mo SHA b A R T

* Heédiag de 5 determinagies,
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J¥~1.2.4 TIiTULAGRD DE AGUCAR REDUTOR EM EQUIPAMENTO COMERGIAL
E?etuqu;ae 0 estudo de oxidaglo de agdcar redutor em

um equipamento comercial seguado {tem 11i~-4.1.8, com a Tinatldade
ge verificar s8¢ €8 resultados obtidos com o métedo modificada se
ageguavam e se reproduziam no  sistema comercigl dlspénfuel.
Sailucdes de aldose, pentose € dissacar}deos foram testadas neste
équipamente. PYtilizou~se oxidacde com sotuegds de Cu:-T:0H=1:4:3. 0
tempo de titutachlo para cads determinacho fol de 4 a 7 minutes,
nic havendo neste caso, probiems de evasporagfo da amostra. Niveis
de 1 £ 10 s mot de gligose, foram tituiados sem probiema,
conservande a esteguiometria Gu:G=4:1 (Tabela 1X).

Observa—-se peios resyltados da tabeia que, stravés de

dados de intervalo de confiance da média, valores anteriormentse

phtidos Toram reprodguzidos.

(y~1.2.5. DETERMINACAD DE fONS CUPRICOB EM EXCESSO POR

COMPLEXIOMETRIA.,

Considerando a2 relagBo Lu:EDTA=1:1 esiudou—-se &
pnssibii&da&e ge titukar&cabre {113 em excesso no meio alesiing da
ouidacSoc de gilcose, comp um spgundo parémetre na avaliaglo da
esteguiometrie de rescac.

HENNART (18985) pgropfis g determinacéo de gilicose peis
mediga da guantidade de EDTA libérada ge seu compliexn de cobre
(i1), wapés reduclo de cobre {(i11) & dxido de cobredi). A  medida,
feita sem filtracho, peia tituisclo de EOTA com solucdo de sulfate

ciprico faz usp de murexida como indicador, com viragem bhruscs o
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TABELEA X
TITULAQDKG DE AQGCARES REDUTORES COM SOLUCRC DE

Cu:T:0H = 1:4:3 , EN EQUIPAMENTO COMERCIAL

ACUCAR QUANTIDADE (%) Cu (11) INTERVALO DE CONFIANCA
DE ACGCAR (mg) ACGCAR DA MEDIA
GL1COSE 1,8 4,00 0,03
g.0 3,84 0,30
18,0 4,08 o,23
27,0 4,19 0,06
¥1LOSE 18,0 4,34 0,28
LACTOSE 18,0 &, 04 o.07
36,0 6,16 0,30
% Hadia de 4 determinacBes [Cu 27 = O,04H
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perfeita., Mesie <caso, o EDTA atua como agente gqueitante, né&s
navende interferé@ncia por use do tartaratec. O autor recomenda o
métndo spenas para a faixa de 5 a £H mg de glicose.

intclaimente reatizoy~se determinaclhes em meio &cido,

0 dxldo cuproso formado dissolve—se em pH dcido & nio
é pess{ve;. efetuar determinacho de fons Gu(il) em sclugko sam
grévia Filtragho. Por putro tade , paertfculss de dxido cuyprose
agresentam—se finamente divididas, vretidsas apenas por fiitrns dg
piaca porosa de classificacho uitra~fina, ¢ Gue torna a preparacio
da amoatra extremamsnte maresa., A tituiacho & pH 4,7, na presenca
de PAN como indicador apresentou coioracdo inicial réses no
subrenadante devido & presence de tartarato. A viresgem para verde
¢ de diflci) visuatizagBo. OCélculos de estequiometria de oxidacae
por este método chegaram a valores préximos de 3,5 para & glieoseg,
com dificii reprodutibitidade. Mingsculas particulas de 6Hxido
cyprose e=m  solugio podem  se ;azer presentes e ocasionam uma
repxidechlo muito répida, levando a valores errfinens.

Para evitar modificagho do pH do meio apds oxidagdo,
reéorremﬂs a0 uso de murexijde come indicadar, Titulacbes com
murex:ga Ofo virsgem de vermeiho pars verde no  sobrenadante.
DiiwigBes das amostras epara Torhar 0 phH ¢o ‘meio entre B e 10
tornsram-se necessdrias. No entante, resultados de estequiomelria
niu foram ainda satisfatérics, chegande & valores 3,7.

Um terceira indicador fol testado: Ponceauw 3R , gue &
pH 8.0 fornece viragem de verde parg réseo com EUTA. Em presenca
¢e tampdo borato, detectou~se gue ests Titutacdo, sem prévia
fiftrag8e, & mescarada pela coloracdoe do Gride cuproso, tornando-

sg rféseop—-alaraniade. J4 sifgquotas da reatd0 apresentaram viragem
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a rosa-violdcesn.

Fxiste uma tendfncia dos pesguisadores gue estudam
oxidacio de giicpse per fons Gulil) em nfio isolar o Gxido cuprosoe
da reapho, etapa gue torna o método multo morosoe,

STREET (1858) propfis & determinacdo de agidcar redutor
com FDTA na presenga de tartarato empregendo solucde de cobre
1,5 mgfmi,

Amostras de gficose titutadas com so0iugBo de Ou:T:0H
=  Y:£:3 toram dilufdas até pH 8,0 ¢ novamente Tituiadas com
spiuglo de EDTA ©0,005M conforme STREET (19%8)Y. A mudanga de
alaraniado para réseo chegando & cor plrpura no ponte final Fol
ohservada nitidamente em presenga de teores inferieres a 10 mg de
aggcar. Para teares superigres, com maier formacloc de gxide
cuproso, a viragem & menos perceptfvel. Utitizou—se uma gplaca
ituminads internamenis para melhor -visualizagso. & cuor pﬂrﬂﬁra
fprmada desaparece graduaimente , dependendo d9 guantidade de
dxidga cuproso presente. fuandn o ponto de viragem é- muito
dgiffcii, uma nove diluvigho sg faz aecessérias Ndo obtivemos
resuitadoas conclusivos, para indicar & coumpiexometria comg  hod
menitoracho da oxideclo de agdcares através 0@ ietermina¢§0 ge
fons Cu (11> em excesso. A presenga de fons interferentes na dgua
Gestilada témhém ppde afetar os resultedes., Dentre esies pode—ge

destacar f[ans célcio, tornando—se necesadrioc o fratamento prévio

da amostra & use de &dgqua deignizada.



lv=-1.2.8 DETERMINAGAD DE fONS CUPRICUS EM EXCESSO
POR ESPEGCTROFOTOMETRIA DE ABSORCAD ATOMICGA

A técnica de espectrofotometria de absorgée atfmica
pode ser utliizéda para guantificar o teor de fons em solugda.
Peio Fate do eguipamento ser de fdcii acesso, recorremos &
utitizacso deste egquipamento com a finalidade de detetar @&
gsteguiometria ﬁa reacho via dosagem utiiizando excesso de fons
gdpricos.

Soiugles de glicose anidra e frutose seca foram
rituiadas com solucBo Cu:T:0H = 71:2:3. Amostras contendo o voiume
estequiométrico previsto e amostras contendo +1 e -1 mi de migturs
oxidante, foram avaliadas segundo metodologia descrita no [tem
fi1~4.1.4, 0 valor médio estegquiomédtrico obtido atravds desta
tédcnica Foi 4,12 para CuCliy/glicose e 4,08 para Gu(iiyffrutose.
Volumes superiores 8o esteguiométrico ievaram & obtencéo de
valores Inferiores e vice-versa, |

Embora & técnica sela mals sofisticada, a sua
ytiiizagho, a0 contrérig aa.determinacﬁo complexiométrica levou a
conciushes comprobatérias ﬂa.estequinmetria para glicose ¢ Trutose

na oxidagie com fons cilpricos.

{Vv-1.2.7 ESTUDD DE OXIDACAD DE ALGUNS REDUTORES GOM TONS

CUPRIGOS

A extensho de oxidacHo de fons cdprices pode 8er
avaliada através do estudo de alguns compostos reduiores, de tal
mode gque o comportamento destes compostaes frente 80 agente
cxidante pode ser extrapolado para o estudo do compartamento de

sxidacho de sub-produtos de reagio.
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Seguindo metodoinogia descrita no {tem 111-49.1.7
estudamos ¢ efeite da oxidagdo de alguns compestes com LCu:T:0H
=1:2:3 , baseads num meic ideal para ncorref oxidagdo, Tartarato
foi canslderadd cems branco e submetido b ieitura a friom & apds
‘gguacimento. Resultados de amostras acidificadas, analisadas por
espectrofotometria de absorgle atimice Indicaram sorbitol é
manitol como compostos suscetfveis & oxidagfo. Acido pirdvice,
dcido ldctico, Acide Térmico, glicero! e sacarose forneceram poder

redutor nulo. Manitol e sorbitoel apresentaram leye poder redutor.

1¥-1.2.8 APLICAGAO DO METODO

Testou-se aplicacBo do método para amostras contendo
1 a 850 my de glicose., Nip se obhteve poa reprodutibtiidade com
amostras centendo tepres inferiores 8 8,0 mg de agtcar,
represeantando nfveis abaixo de B x 10 ° mol de glicose.

Amostras com teores acima de 50 mg de glicose, se
presgentes em sclugdo extremamente difuida, fornecem problemas de
virsgem € ngcessita—se demanda de muito ftempo para' determinacio,
tornando—se As vezes invidvel. 0 ideal é enguadrar esta aliguotsa
contendo esta faixa de teor de agcar redutor em até @5 mL  de
sotucho a ser titulada. |

A faixa ideal de trabsiho situpou—s8e ao redor de’aﬂ mg
de agﬂcar redutor, onde sic gastos ae redor de 10,0 mb de 30lugaE0
titulante. Para a lactose, & faixa ideal apresentou—se anp redor

ga 3H mg.

Lane ¢ Eynon (1825,1927,1931) discutiram o efeito da

presen¢a de cdicio nas solu¢fies de acdcar. Acetato de chumbo
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neutro remove diversas substd8ncias, mas néc agdcar invertido. A
retirads de cdicio pode ser gpfetuada por adigfo de oxalato de
potéssic.. Esta eliminac&o também pode ser realizada pela =adigdo
de EDTA.

Se a retirada de fons cdtcio ndo for efetiva, no
método modificado acentua—se t&o fortemente que sclugdes de sgdcar
ciarificado, apbs a primeira gots de solucdn de cobre, torsam—se
eshranquigcadas, impossiveis de serem tituladas. Quandg isto
gcorre faz-se necessdrioc um segundo "tratamento com oxalato,
sequido de filttracgdo,

Segquindo metodotogia 18 descrita, extraiu-se acﬁcares
redutores de amostras aliment{cias e clarificou—se segundo método
pfiectal e modificadoe. Amostras centendo sacarose, nes teores
indicages também foram evaligdas para se Jutgar as diferengas.
Amostras contendn teores elevados, acima do dobro da concentragfo
de agdcar redutor, apresentaram grandes desvios. Jg na faixa
menar, as diferencas ndo foram significativas (Tabela X2,

| smostras tituiadas visuaimente, em teopres variados de
agticares foram estudados para caicuio de nfveis de recuperscio.

Neste experimento utilizou—se agdcares padries {Tabela X12.

I¥-1.2.8 EQUAGOES

Egquacies pbssfveis para oxidagho de jactose 03§

_presenca de cobre em meio alcatino com tartarato s&0 indicadas &

seguir.
Na prédtica vimos gque ha gstequiometria é impogsivel

pcorrer osidac80, portanto & necessgric um leve excesso de melo
alcaiinge para que a reacho se inicie,

Bentre a8 egyacdes propostas sao providvels as
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TABELA ¥
Teores ge agdcar redutor determinados pela método

aficial d& Lane—Eynon e pelo método modificado

% agdcar redutor

Amostra teor de gacarpse tane—Eynon mat, moedificado
A isenta 5,32 5,36 6,01
8 isenta 8,47 4,48 g,01
& | isgnta 3,18 3,13 0,01
0 34,68 65,48 7,88 0,01
E 30,52 4,113 4,88 g,02
F . 3%,18 8,31 5,81 0,02
& 33,88 | 12,66 13,14 0,02
H 21,00 11,55 11,840 0,02
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TABELA XI
RECUPFRAGAD DE AQUCARES REDUTUORES

PELO METODO DE OXIDAGAOD GOM {ONS GUPRIGOS

Teor de actcar Fajxa de recuperagéo
BLICOSE 1 mg 95,1 — 85,0 %
9 mg 10%,1 — 88,7
18 mg ag.B - 88%.8
bo mg 97,0 — 85,1
100 mg | ‘ 89,5 - 87,3
FRUTOSE 18 mg i01 =~ BE,8
36 ma 101,8- 89,5
50 mg 98,1 ~ 88,5
AGUCAR 89 mg ioG,7 — 88,0
INVERTIDO 18 mg 102 - 48,5
36 mg 98,8 -88 .1
50 mg 38,6~ 86,3
LACTUSE 17 mg - 1pg2 - 88,7
34 mg {00 — 9.8
50 mg 58,4 - 88,
128 my 85,3 — 88,8
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gquaches envotvendo 13 ou 15 OH. Relagéo Cu{it):0H para equagdes
(2).¢3), (B)Y, (7) e (3) £ 2,5 enquanto as eguacbes (4),(5) ,(8) e
(10) apresentam valores 2,20h; 8,17: 2,37 & 3.8 respectiv;mente.

Paras Frutpse e glicose, reaghes envolvendo 4 eldtrons
podem ser expressas similarmente como as de jactose, no qual se
enfoca & parte redutora da molécuia.

58p provévels equacdes envolvendo 10 OH gque resultam

formiato e carboxilato am salucdo ou ainda podemos escrever as

seguintes equagdes

Para glicose coo”
gHO_ é-G _
|

aogtt o+ 4 OH o+ e e 2000 2 Hy0

Para frutose

CH,OH coo- )
{E;Q + B OH ——— (;:1”—”-0 + 4 HQO +4e
¥

Aoyt 4 AOHT + de — v 2Cu,0 4 2 HO

A representacgap global das eguagdes serg

con”

§
- g
6 ouF +4 T o+ 9O0H — =0 +2Cu0 +6H,

scompanhamento da reacdo com cromatogratia em camada
detgada QU crumatografia em papel apresentaram sistema dgicanl

butfitco:dcido acdtico:dgua, R¥ bem distintps parva aécido oxdlice
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EQUAGNES PARA OX1QAGKD DE LAGTOSE GOM (ONS GUPRICOS

2z CuT, + 2 OH « 26 .. Cuy0 « 4T 4 HO
;2 CuTy *+ La _ + 5 OH——mCuy0 + =~COOH + 4T 4 3H,0
(31 4 CuTp,  + La + 10 OH oy 2 CupD + COD + HCOO + 8 T 4+ 6 HaO
4y 4 cuT, La + B OW .. 2 Cupd+ T€O0-C=0 + 8T &6 HO
coo
-
=0
—— - 1 -
(5} & CuT, + ta+ 130H W 3040 +  cop + 87T + 8 HO

{6} 8 CuT +tas 15 OH ey 3 Cu,0 4+ -co0” + ZHCOO + 12T &+ 9 H,0

(79 6 CuT, + L2+ 1B OH s 3 Cup0 + €20 + €05 o+ 12T 4+ 9HO

(8} & CuT, & L3+ 19 OH . 4 Cu,0 + coo” + G0 + IBT < 12 H0

-

(9) 8 CuT.” + L& 20 0H .4 Cu0 + COO + HCOO + €O, + 16 T 4 12 H0

(1w} 1o cwrg“' 4+ Las 35 OH . 5 Cu,0 + COU + 2005 T+ 15 H0 + 20 T
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(0,52), tartdrico (0,43), cetséacidos {comp 2-cetoglucinico -~ Rf
0,18), giicose €0,28), frutose ¢(0,31), lactose (0,13), gatactose
(0,24). Sacarcse e gecido férmice n&o apareceram na revelagfo.

A revelacho npara aclcares e outros opolidis foi
efetuyada mergulhando-se o cromatograma em splucdo de nitratoe de
prate ssturado em acetona-dgua e, em seguida, mergulhando o
cromatograma em solucéo de NalH. imediatamente egvidencia-se a
presenga de manchas marrom metdiica para acicares redutores,.

A reveiagéo para agdcares em cromatografia
descendante em papel mostros ouséncis tolal ge acdcar na
estequiometria da rea¢Bo de oxidacho com cobre i1,

Piacas preparativas contendo compostos da mistura de
nxidacdg de glicese, previamente etuidos foram separades &
progutos da reagdo sofreram processo de tiofiiizagho. Especliros
. V. obtides stravés de pestilhas de KBr indicaram, em diversas
srocies, bandas de estiramento simétrice C=0 a 1800 cm 1
Faoram ohservadas ainda 1380 - 13Bb om 3 { $ OH do RCOOH)Y: 1400
cm B ¢ { GHOH secundérios e grupos COOH): 1140 cm 1 {estiramento
C=0) para RGOOH ndrmal ; &820 om ? {estiramento G-HJ.

Nio foi possivel isolamento puro dos subprodutos para
identificacio compieta por técmicas de pspectrofotometria infra-
uermeiﬁa.

Embora o #cide 2-ceto giuchnico ndo tenha sjide
jsmiado da reagio e tenha sido detectado &cido farmico no  produto
fipal da resclo, € diffcil prever um mecanismo tompieta para

gridacia. Enotizacaon, beta et iminacgao, isomerizacho por

transferéncia de& hidreto s&c mecanismos paraleios passiveis de
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seorrerem com acdcares em meio alcalino.

ty-1.2.10 — TiTULﬁCOES POTENCIOMETRICAS

Um dos probiemas gquando sSe utiliza @ titulacéo do
apcar redutor com solheéo oxidante ¢ a deteccéo do ponte final. O
uso de eletrodos tem substitufdo com eficiéncia diversos sistgmas
anal {ticps de determinagdo de compostos orgénicos.

Vverificou—se . que metais sqpustamente inertas
respondem com diferentes vejocidades A razho das formas oxidads e
reduzida de ums substéncia em socluc@o. & platina responde
rapidamente, mas .aiguna gutros metais, como partigularmente
tungsténio ,atingem o potencial ge equiif{brio com velocidade mais
tenta. Assim, como $80 necessgrios apenas valores reftativoes  em
tituytacgho, pode—-se wutifizar o tungsténie no lugar do etetrodo de
reforéncia ususl, caso a titulagdo seja conduzida a yma velocidade
conagtante. st permite & eliminagho do eietrodo de’ calomeiang
cpm sua ponte saiina, de modoe a exigir menor reposigdo daste
canlunto mais resistente.

A curve obtfida € semeihente & dg uma titutagdo
potenciométrica padrdo, mas frequentemente a mudanga brusca g mais
aftida. Discutirémas o nsﬁ geste par de etetrodos metéiicos na
gdeterminacio de agdcar redutor cum.ferricianetu de potdssio. Para
g Caso especiai'de gtobre, testamos este par bimetdlico, titulande
lentamente solucbes de giicose e lactose com misturas Gu:T:0H,
perém, nfo constatamos gquajgquer viabilidade de uso.

Recaorremos & utitizagho de titutacho biamperométrica
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com dois sietrodes de platina que foram adaptadous do circuita de
Karl Fisher, com aplicaglo de 10 mV. Este gistema evidencioy
mudanca brusca de potencial no ponto de eguivaigéncia {(Fig.22.

Titulagdes potenciométricas efetuadas com estes
eletrodes, apds acerto da escala no zera com sojuclo de agdecar—
dgua fervendo, mostraram mudangss gradativas no potencial, porém
nada conciusive, Entre @s titulacghes,efetvamos tratamente com
nidréxide de aminia

Eletrados de #@eo0 Enuk passivados com lixa de &gus
(A-B00) wuttlizande tanto P1 guants W come referéncia, nao
forneceram resultados conciusivos, embora apresentassem mudanéas
de potenciatl durante a titulagho.

Eletrodos seletivos come fios de cobre foram montados
ap potencifmetro, tomando~se o cyidado de construif g eletrodo com.
cabo btindado. a4 titimpeza do eletrodo resume~se em iixar ou
merguihar em solucho.de dcido clorfdrice para eiiminacio de {xido
cuprosoe aderido durante 0 processc de nkidacéo. Obtivemos bons
resyltados gquando executamos titulacldes com solugdp de gijcose,
tendoa—se .CDMﬁ referéncia o eletrodo de calomelano tnstalado em
pecker separado por uma pente salina ,a fim de evitar o aumenio de
“temperatura. A atmosfera de nitrogdnic nio  interferiu  nos
resul tades . D perfil da titutacéo potenciométrica assim obtida
gcongta da Fig.d. ALEIX0 E GODINHO (1885) sugeriram 0 uso déste
etetrods de fdcii manuseio e de custo accessfvel,

Foram testados eletrodos de cobre merguihadoes em
ym mesme Frasco cdnico, dispostos de maneira qgue um eateis em
salugho de Gu +2D,1M interconectado & scliugBo de agdcar pot

membrana parosa. Buands conectados & um raqgistradar, mostiraram
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{(1:2:-32 Eletrodos de: PL/PL.
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mudancas de potenciails com tendé&cia a chegar a um patamar prdximo
dg ponte de equivaifncia , podende no  fulure desenvolver—se
técnicas adeguadas para Seu Uso.

As 'Figuras 4 ¢ B foram obtidas com auxilip de um
registrador acoplado a um potenc)Smetrg ,com adicdo automgtica Jda
amostra. A oxidagho de agdcar redutor tem a desvantagem de ser
muito Jenta, © que nos conduz & suger}r técnicas automdticas para
executd~ja. O wuso do pHmetro Beckman Expandomatic com bhureta
aytomgtica e registrador acoplados obtidos com Titulagdes de
giicnse e ‘tactese na presenga ge GCu:T:0H = 1:2:3 mostram—se
promissores.

0 ponto de equivaiéncia ap?esentuu pepguens gesvio que
possivelmente com alustes da técnica faciimente chegaréo ac valor
gsparado.

Para a determinagBo do ponto de equival@ncia em
titulaches potenciométricas, nGRaN(1BSE) desanvolveu um méiodo que
tem Tidp drande repércusséo no meio cientffice. Quando a curva
potencial e volume obtido através de tituiagdo potenciométrics
mostra uma peguena mudangs de potencial no ponto final, €& costume

etaborar um ardfice BHE/AV x volume ¢ tomar o pico desta curva

comae pontoc de eguivaléncia, 0 autor = propos  um método  de
transformac&o destas curvas por manlipuiagdes numéricas em {inhas
retas em cula intersecc¢ho se da o ponto dé eguivaléncia. Lim

tratamento ‘tedrico mostrou gue o método pode ser aplicado a
titulaghes, foarmac@o de compiexos e reacfies de oxi-reducho.
Para cada Tipo ¢e reacéo, GRAN desenvoiveu egquacoes

mateméticas & Ssugeriu expressdes para calcular € elaborar 0
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FIG., 4 TITULAGRO POTENCIOMETRICA AUTOMATICA DE GLICOSE UTILIZANDO ELETRODOS

DE COBRE E METODO MODIFICADO DE LANE-EYNON,

Petencidmetro utilizado: Beckmah exXpandomatic caom multititueiador
Metrohm e registrador scepisdgos

i8

Solugdo titulante Cu:T:0H=1:2:3
velocidade do papel:5 mm/min
massa de glicose tTituiada:|8,0 myg
afuste ng escaita em 2000 my
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TITULAGRG POTENGIOMETRIGA AUTOMATICA DE LACTOSE UTILIZANDO ELETRODOS

Fig.
NF GCOHRE - DETERMINAGARD GOM METODO MDODIFIGADD DE LANE - EYNON.
INSTRUMENTO UTILIZADO: POTENG {OMETRO BECKMAN EXPANDOMATIOC
ACDPLADD A TITULADOR AUTOMATICO E REGISTRADOR
ampstra: soi, de Lactose zr
eletrodos: fios de cobre
velocidade do papel B mm/min
aluste da escata a 2000 my
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gr4gfico de forma a obter linhas retas. Em 1870, o fabricante de
gletrodos Orion adotouy o8 principios desenvolvides por Gran e
aplicou~ps b determinacéo do ponto de equlvaléncia para eietrodos
sgietivos, desenvoivides pela Companhia.

Para elaborar uma curva de titulacéo {inear, ¥
neceséﬁrie converter os potenciais de eletrodos em concentragdo.
late pode ser efetuado peios cam;nhus: 1- pode"Se utilizar uma
curva de calibraclo para conpverter leituras de miiivolt =em
concentracfies : £ - pode~36 recorrer % escala logarf{tmica de uma
medida de um eletrodo de fons especlfico para calcular valoares ge
cancentragie diretamente: 3 - valores de conceniracdo ppdem  ser
pbtidos por adigi&o ou subtracfo de quantidades conhecigdas ponto a
ponto. Em todos & necessédrio Tazer corregies ocasicnadgas pela
elaporaclo de um papel especial denominado "Gran‘s Plot Paper”.
Fste permite gue o potencial do elstrodo posSsa  Ser graficado
diretamente, sem c&licutos prévjos e apresentam escata semi-
antiloa, com corregdo para 10% e 100% do volume.

O método de Gran para determinacdo de cobre por fon
saletivo detecia goncentragfBo abaixo de a.pg{L.

o tratamento tedrico de tituiacles com precipitaclo e
compiexiométricas com gletrodos setetivos indgicam que a
interferfncia com & resposta do detector e‘ o baixo valor da
cunstante' de equiifbrio ievam a erros substanciaimente maiores na
titulagdo.

Um +trabalho a ser realizado seria o desenveoivimentoe
de formutagdes tedricas para se¢ ovhter uma funclo de Grean adeguads
para este caso atipico, onde ocorre uma reacdo de oxi-redugdo &

temperaturs de ebuiigade (gue ao contrério da titulagdo
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tradicionai, a adig¢ho de titufamte nfo dilui a amostra pefo Tfato
destas estar se copncentrands por evaporacfio). seguida de formagho
de um precipitado. Equacbes para calcular com exatidéo o bnnta de
equivaléncla destas tituiagbes potenciométricas ainda néo estéo
disponf{veis na literatursa e.o presente trabalho apenas cantribﬁi

para 6s tipos de sistemas favordveis.
fy~1.2.11 — DETERMINAGAD DE ACIBD FORMICO

Fittrados obtidos da oxidagdo de glicese e jactose
com soluple Cu:T:0H = 1:4,5:3,0 #pés concentracho a voiume de 1 mi.
minimo, foram testados com dcidp cromotrépico segundo ftem 111 -
4.1.10. A solugdo adguiriu umad coleracdo violeta, indicandoc @
presenga de dcido fdrmico como sub-produto ge oxidagBo. A técnica
empregada segunde GUAGNINS E  VONESGH (1858) também Jevou B
confirmagdo de 4dcido  fdrmico como aubwpraddto ga oxigaglo da
giicoese & tactose,

para geterminacho quantitativa submeteu~se Tlltrade
da reagdo, acigificado a pH 5,0 a uma microdestilacdo a 50 mm Hg,
em banho de geio.

Sptugdes padronizadas ge gcldo firmico em
concentragdes de B gga/mL e 50 pg/mt  foram empregadas pars
eiaboragho de uma curva padrfo na faixa de 2,5 @ 50 Ng de dcigo
férmico 7/ 10 mL de sojugBo (A ¥

670

Nest}llados des fiitragbes de produtes de agxidagfo,
apds dituicdo @ 500 mi foram submetidos & reaglo com opercigrato
sérrico. Medigas de absorbfncia 2 420 em foram efetuadas para

al (gquotas diversas destes gestifados. Pars 0,1 mmol de lactaose,
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detectou—se ao redor de 23 mg de gcido fdrmico como sudb produts,

segundo procedimento descrito por GRANT (19287,

f¥-1.2.12 METODOS CROMATOGRAFIGCDS (GG e CLAE)

Cromatografia gésusa tem sido muito utilizada para @
determinacho de dcidos orgdnicoes. NO enfanta, a maioria dos dcidos
prganlcos ndo possul suficiente volatitidade &, pare tanto, exigem
preparagae de um derivado. Mais freaquentemente uliiiza—se a&
CONVErsao de grupos carboxliicos em ésteres metfiicos au ésteres
trimetiisiticicens e grupos hidrox{licas em ésteres
trimetilsiifcicos.

Segundo JAKOBS et al, (1877}, a separagéoc e
identificaclo de §gcidos orghnices em pacientes portadares de
distdrbia renal, foi possafvel qragas hs técnicas ge
cromatogrefia gasosa associada b espectrometria de masss (GG/EM)
com use de coluna capijar de SE-30 ( 25 m x 0,25 mm ). Utilizando

& mesma técnica, extralu—se os 4cidos orgdnicos do meio reacional

com agetasto ge etils, sybmetendo~se ao tTratamento com bBisS
(trimetitasitiidtrifluoracetamida {BSTFA} na presenca ge
trimetilciorasifano . A amostra sitanizada foi injetada em c¢gluna

48 SE~30 (2m % 1/8”) & temperatura de B0 a 110°C (0,5 %/Min). O
usp de coluna recheada de difimetro interno i{a" nic ievou a boa
resplucko dos picos, havendo uma tendéncia de ceto e hidroxi-
4cidos serem co—cromatografadoes: programagio mais lenta, além de
aumento de tempo de sndiise n&o ievou @ resuitadus_satisfatérias.
Detectou—se probiemas de abaixamento da resposta do getectar par

depasighe do composto silapnizante e determinamos por abandonar @
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tédenica. Aiém disse, a compieta faita de possibilidade dg
fgentificar 0s picos atrasvéds de espectrometria de massa,
desestimulou a8 continuidade do estude coam cromatografia gasosa.

RAJAKYLE <¢1881) sugeriu o wuso de cromatografia
{{guida para determinaclo de #dcido gluc@nico e outros dcidos
formadoé em oxidacdes binquimicas ou catal{ticas da giicose. O
aytor utitizou a separagBo em coiuna de resina de troca ifnica e
glujy com 4&cido sulfdrico ditufdeo. D método € baseado ng
cromatografia de parti¢do e exciusfo de {ons com wmonitoragéo de
4.¥. 8 210nm. 05 gcidos sfo separades em uma coluna recheada, com
resina catidnica {potiestireng aulfonado ~divintlbenzeno,
copolfmero H ). Utilizando 3 coiuna indicada pelo autor, cenhecida
como AMINEX HPYX—- 87, foi iniciado o estudo de separacio g
igentificacgho dos sub produtes ge reacho, através de técnica de
cromatogratia Ffquida de aita eficidncia (CLAED. Bem @
gesvantagem da exigéncia da extracio da amostra e posterior
siilanizacdo, o método tornou—se bem mals accessfvei,_

Trabathando—se com o fiitrado da reagéo e tomando-se
ceme referéncia algumas amostras, abgixe descriminadas, para
jdentificacée de origem de picos estranhos, efgtuou—se a
determinacdo cromatagrdfica por GLAE.

Amostras codificadas segundo  iegendas  abaixo,

encontram seus resul tados cromateardficos nas Taebsias X111 e Xill.

X = #gua destilada comum
A = 0O (~) frutose
8 = glicose anidra

Ai= soluglo de frutese (180 ma/100 mL?
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Bis sol. gticose (180 mg/100mL)
B = Sol. glicpse 1%
B0-1= Sal., glicose 2%

1 sol. tartarato + NaDH (antes do aguecimento)

Al

G2 = sol. tartarato + NaDH {apés aguecimente)

A soi. frutose (18 ma/ 35 mi) apds oxidagBo

H

B2A = spl., glicose (18 mg/10 ml) apds oxidacdn.

B2G= sol. glicose (18 mg/10 mbL) apds oxidagdo.

Detectou—se nas amustras branco, um componente com
tempo de retencho semelhante ao do dcido oxdlico.

As amosgtras oxidadas de glicose e frutose,
apresentaram componentes com tempo de retencio coingidente com 03
do &cido glicdiico, dcido ld4tico e dcide formicu. Dois componentes
n3o foram jdentificades e apresentaram tempo de retencho 11,84 e

16,5 minutos,
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TABELA %11 -~ RESULTADOS DE CROMATOGRAFIA LTGUIDA DE ALTA EFICIENCIA - Col. AMINEX HPkS?H £as%cy,

Elusnte:

ACIDO SULFORTCO 9,01 M

2mCebn-B-glundnics hmo;tra de  Gﬁcgge nggada ) }
o 5 B - gx 8 = 2 R g
42 ik = & o aifoa i 5% 5% A
¥ d o w o w Ry [y = i 6
a4 ) (= Fn) ool - T o =i e = BEEVE oo
il I [ i 4 O =™ e Ly — L
i e o ™~ o I -~ et o o R 1
= Mo 1 B a0 S ooy [ = o L
3 t 10:46 1015 16151 G52 T0:48 t0:54
Cxalico
Conc, 8,7 6,89 Z,4 5,5 5,3 16,8
t. 11:18
Cis-aconitico
T {Cone, 2,2
tr 12:09 12:08 12:08 12:08 12:089
Lrea 20,373 TA.ST3 132,378 137,33 391,729
L 12538 12:34 12134
Arma 4,158,388 423,085 209,508
I3 T2:82
Maleico L.
cone 0,46
t 13:10 135133 13:13 12:12 13:18 13:%5 "13:16
Tartdrice L :
Cone. &3 102,3 326,86 1.003,5 1.930 1.839 5.028,5%
t 14:72
Malico L
Conc.| @ 99,4
tr 15:83 15:68 15:62 15:62 1%:486 15:63 15:64 15:63 15:632
Frans-seenieden fo o 12,4 0,12 0,03 0,06 o,03 0,08 0,20 0,21 0,57
t, 15: 56 163156 16:54 16:56
frea 11.282 23.384 23.0G24 319,778
t. | 1827 .
Sucginico :
Conc.] 140,4
tr 18:78 18:78 18:76 18: 78 18:75
Glicdlico -
Zono. 87,5 9.1 1L G 17,4 49,4
tr 1%: 58 1%:63. 15:60 1%:463 18:R2 19: 66 19:65
Latico
Cono F3,2 6,5 5,8 1.3 &,1 1.7 11,1
tr 21:28 21:28 21,27 21,34 21,3
Parmico
conc 57,3 2,8 10,9 11,3 27,8
i z2:43 23:50 28150 22:41
Fumfrice r
Conc, 0,31 0,13 0,17 7,02
74
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TEBELA XLLI - DAUUD UBIAUUD LA JLranngsu

Lre Pl d Wy WEVEOET A edad Bad ] Wby B

T e N L™

o Oxdlico|, STET. Tartdrico| 20570 Glicdlico|Latico| Férmico |Diluicdo
Padrio ac., orgd Y. /concen 10,39 11,06 13,04 15,53 19,5 21,21
nicos tragdc ou ’
Padrio &o. 2-ce |Area 21 3.4 12,30 61 1e 76 62
to-glucdnico 409366
AZ-1 . 2 110,39 11,94 13,03 15,5 | 16,51 18,7 21,15 | 10 68
6.3 33277 1700,07 - 0,83 | 4445 | 157,6 28,5 | "0
AZ-2 . L1041 | 11,03 ) 11,9 13,03 15,54 | 16,47 18,65 21,16 6 22
- 14,6 0,88 117154 1821 0089 | 41043 | 174,2 57,5
A2-3 " 16,47 11,96 13,05 15,59 } 16,5 18,68 | 19,51 21,17 2 06 |
5 1485 290340 1800 0,002 (103131 00,6 | 56,8 | 56,6 ,
nod ; 10,43 11,96 13,05 16,5 18,7 | 19,5 | 21,19 o/o
10 149,04 | | 590018 1820 208480 | 95,2 | 66,5 | 73,9
N2 : 10,39 § 11,52 13,03 15,5 18,65 21,16
g 3 117.3 ! 72012 1191, 3 21489 1196 36,0 8/D
kel R R I LRkl 4408 | B G | ARE | ARE LA | weer |
- ! 10,41 | 11,96 13,05 15,47 | 16,5 18,67 | 19,45] 21,19 o /5
A2h-4 10 {465 1 360117 1252,5 0 04 149767 2000 | 44.4 | 52,5 /
- " 10,4 11,95 13,04 15,5 18,64 21,15 | 10 44
Ban- 2 i 20 4539 1067,1 0,05 120,4 40,8 0,
o ] | 10,4 11,92 13,02 15,47 | 16,48 18,72 21,18 0
B2A | 3 17,0 52182 1175, 4 0,14 | 22123 93,5 39,6 g
- % \ 10,4 11,95 13,04 15.44 | 16,48 | 18,67 | 19,44] 21,18 ) o
B2A=3 511, 215897 1345,9 0,06 | 56958 |. 69,2 33,8 | 48,4 ‘
- % " 1o10,4 11,95 13,04 15,44 16,51 18,7 19,47{ 21,2 S/
BaA=d I 3141834 1224,9 0003 112473 | 69,4 33,7 | 50,5 /o
; | . _
i
- ; " 10,42) 10,94 11,95 13,05 16,5 18,7 19,47| 21,21 2 o
B2C-3 | 5 6,9 0 13 | 145200 1179,6 33157 67,2 30,4 | 39,6 '
i .
T ) 10,43 11,95 13,05 18,68 | 19,53] 21,2 /D
BIC-4 0 4209 365248 1244, 1 64,5 28,4 | 37,8 /
| | l
Eludnte: H,50,0,01 M

|
t
|

A= frutose;B= Glicose;
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TABELA X111 {cont) - DADOS DBTIDDS DA SEPARACAD DE ACIDOS ORGANICOS EM CLAE <Colwna Aminex HEXBTH ~ 45 °C

1 Ci5- \ . Trans- oz s " -
p Oxalico Acon?tico Gliceose Frutose|Tartarico Aconiiico Glicdlico!Lidticn i Férmico (Diluigac
Padrio Lﬁ/ConceE ' : 18,75
tragao ou .
.ﬁreg - 54,5
» N 15,52 | .
X . 0,002 §/D
o 15,67 ﬁ
X ‘ | 0,026 | /D
Al " 14,80
. : 71,6 : ' : S/0
B1 " 13,74 _
B327 . -
BO n ' 13,96 15,74 '
87700 0,04
BO-1 " ' 14,03
170925
C1-1 " 10,37 13,05 . ' '
12 4y 5775,8 | 4,88
Cc1-2 ‘ "o 10,34 : ' 13,05
: o C12 18:5 : 5749,5 | 4,07
£1-3 " L, 10,34 1. 13,05 15,38 ' .
18,7 5801 ,4 1,004 ‘
02w " 10.39. ) ] 13,08 ’ ‘
12 1803 - losae’a 2,84

*g/D = Sem Diluigdc
X = 3gua destilade° A'= frutose B = glicose C= tartarato em meie alealino




{¥~2 OXIDAGRO DE ACUCARES POR HEXACIANOFERRATO (1112
DE POTASSI0 (HCFP)

iv-2.1 ESTUDD DA OXIDAQAD FOR METODO VOLUMETRICO E
POTENGCIOMETRIGO

Para avaliar o comportamente do fon ferricianeteo
frente & aclcares redutores, demgs infcio a wum estudeo
titulando inicialmente com solucdo de glicose, mistura de
HCFP e hidréxido de sédio em proporcgdes varidvels de base.

Fatas soiucdes foram Tituladas diretamente sobre
uma chaps de aguecimento & ‘temperatura de ebuligho,

considgerando pontoc de viragem a mudanga de coloracdo  de

amareln para fncoiar, correspondente Y presanca de
ferroctaneto. Optamos pelo usy de agdcar puro na burela e
mistura de gxidante e hase no frasco a ser titulsade. A

viragem desta titulscho ndo se apredentou muito adeguada
sendo de diffcil visualizagio.

A Tabeta XIV mostra os resuitados obtidos,

0 estude da variaglo da proporgdo OH/HCFP na
oxidacdc da galicose indicou gque abaixe do valer 1,5 é
impossfvel se efetuar & oxidagdo, por falta de meio plcalino.
& partir deste velor, observou—-se oxidacdoc com estequiomeliria
préximo de B moi de Fe(il1) para um mei de gitcpse., Estudos
geg oxidagio da glicose com HOFP a concentractes bem elevadas
de hidréxido de sédia (G:0H=1:40) apresentaram desvics ap
cedor de 3% em relagho & esteguiometria média a niveis

Ed

inferiores de cancentraciies de base.
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TABELA X1V
OXIDACED DE A¢UCARES REDUTORES GOM FERRICIANETD DE

POTASSI0.EM MEIOQ ALGALIND

vt ey o et e, i i Yo rhws b S e ke b W T T e s e dubir B WO MAK M ke ik A b A AN A L . e . T L O TR SRS AT S B LR PR AN T AN S W AR BN P e b b

AGUGAR OH ~ OH/HGFP volume (mL) HCFP/AG.
<omel ) Aglcar

GLIGOSE 1,853 1.8 FALTOU OH
2,087 1,5 22,35 6,17
2,208 1,8 22,80 §,02
2,482 1.8 a2a,70 6,08
2,758 2,0 22,40 6,15
3,448 2,5 23,10 5,87
9,642 7.0 23,50 5,87

FRUTQSE 2,068 1.5 23,00 5,98
2,208 1,8 . 20,80 6,83

LACTOSE 2,206 7.6 20,80 ‘ 6,63
2,482 1,8 18,80 6,96

a bureta: solucdo de agdear 0,01 M
-3
G erienmeyer: Fe(CNk = 71,379 mmol + DOH
conforme indicado

T
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Na concentrécéu indicada para as soluches
utilizadas neste estude t8ém-se gue excesso de 0,10 mbL  de
titutante acarreta decréscimg de 0,03 no vaior d8
getequiometria, vresuitando em erro de 0,5 %. Para desvios
estequiométricos na faixa +1 ocu -1, em relacao 4
gstequiometria exata, serao necessdrios erros de voiume da
ardem de 3 & 5 mb, erros estes imposs{veis de serem cometidos
por analistas acostiumados as técnipas vojumdtricas. Par este
fato, néo colocamos nas tabelas os desvios padrfes des
vol umes encontrados, pois a estequiometria néo sery
significativamente afetada por pequencs desvios de volumes
getetados ﬁormatmente pelao operador, em andlises de
dupticatas.

KRa tabela XtV obhserva—-se ainda um - estude
preiiminar da oxidagdo de frutose ¢ lgctose, indicandyn
esteguioemetria superior a 8,0 para os dois agdcares nas
condighes do testis.

Gomo a viragem visual de amarelg para incalor pode
gstar sulelta ] grros de visualizacgdo do gperador,
recorremos A utilizagde de um indicador, Partindo ﬁa
observacio de RUPPOLT (1878) imtroduziu—se @ uso GO reagante
2,86~ aiciarhfenalindufenci sddico, que, em presenca de
agficares produz coloraghdo azul. Esta cgieracho guando Tormada
na presencga 06 cetoses pode ser descorada pejo aduecimenta,
nio opeorrende este fenfimeno com aldoses. Haseado neste fate,
ytijizamos 2,6 = diciorofenclindefencl sddico (DCFi) como

indicador nas titulapdes de aildoses com HGFP.
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A soiugdo inicial do agdcar na presengs do
indicadoar & yerde timBo. Com o decerrer da titulagdo, 3
temperaturs de ebuligdo, notam-se matizes mais ciaros de
yerde 8té azul esverdeado. A partir deste ponto, modifica—se
para coloragBo azul 8 no ponto de viragem torna—-se totaimente
incolor ou amarelo claro, dependendo da concentracho inicial
do acdcar. Diversas titulagdes realizadas na presenca deste
indicador mostraram gue, nas condigdes do experimente, &
mudanga de coloragdoc ezul para incolor € detectado apds
adigdo de Qm excesse méximo de 0,05 mb do titulante.

Foj efetuado um estudo potenclométrico para
avalliar o comportamento deste indicador e o comportamento da
oxidacho de alguns agdcares frente ao HCFP. Segundoe LAITINEN
E HARRIS (19751} ¢ potencial padrdo de reducdn do
nexascianoferrato (i1i) de potdssio ¢ 0,355V sendo © prépric
sal um padrdeo primério.

Como a reacioe & efetuvuada & temperatura de
ebuligdo, buscamos eletrodss que pugessem suportar estas

temperaturas, sem afetar & precisio das medidas, Testes

efetuadsos com 0% eletrodos dispon{veis no taboratdrio
tevaram—ngs a um par ideal = gfetrodo de ptatinag & de
tungsténia {(ref.). ©Ds dnicos culdados tomados com esies

eletrodos durante o uso foram o tratamento 4o tungsté&nio com
nitrito de s6dio fundido, guando o melal 88 éprasentava
escuro © opaco e a imersio dos 2 eletrodos am solucéo dcida
para remogdo dos fons ferro, apés cada determimacfo. Algumas
vezes -efetuamos tratamento da platina com um abrasivo, mas

medighes antes e depois do tratamento mostraram ser
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desngcessgria esta passivagfo, pois a precisfdo das medidas
nde se apresentava alterada.

Sybmetemos amostras de ferricianeto de potdssio em
meio alcalino h. titutagdio potenciométrica com aclcares
redutores, sob aguecimento € agitagdo constante. inicialmente
as reagBbes foram realizadas a2 uma relagdo de 1,5 entre DH e
agdcar. Em todss titulacgfes foram anctados valores obtidos
visuaimente peio use de DCFI come indicador..

A reacdo com lactose mostrou-se mais lents dp que
a reagBo com giicose, ou sela, foi necessario adicho mais
ienta do reduytor ao oxidante,

A tTabeta Xv fornecs 63 vaiores da
gstequiometria da iactose obtida por titulagdes
potenciométricas. 0Us volumes de equivalentes indicados foram
sbtiges através de gréficos de potencial de reagle (mV) e
volume de solugho Titulante.

Os resultadeos mostram gque o us¢ de DGFI ¢
perfeitamente indicado para gxidagfes com HOFP pois coingide
com as- ieituras potenciométricas.

A Figura B mostra o perfil da curva de titulagde
potenciométrica do ferrigcianeto com jactose em mein sjcaling,
com adicéﬁ: lenta do tTitulante. Titulagbes realizadas
rapidamente levam a diversps estdgios de oxidaglo visiveis
por diferentes pequenos patamares na curva potenciométrica,
suygerinde etapas intermedidrias de oxidag8o. Em titulacdes
com Fe(ii) dicromsto. WINTER E MOYER (183%) opbservaram uma

dependédncia do potencial em funcgdc da tempo apds o ponto
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TABELA XV

TITULAGAD POTENC!IOMETRICA DE FERRICIANETO DE PQOTASSiIQ COM

LAGTOSE - ESTUDD DA ESTEQUIDMETRIA DA OXIDAGAD.

nol OH mmot OH vol. Lal{pot) mmoi{ HGFP vol. visual
mmot HGFP (mk ¥} mmol La {mL?}

,B5S 1,8 (%) - _

, 793 1,3 (%) - -

, 831 1,4 (%) - -
,068 1,5 28,00 4,76 - 23,00
207 1,8 21,80 &,38 21,80
, 395 1,7 19,882 7,05 19,55
, 483 1,8 | 19,85 ' 7,27 19,04
, 788 2,0 17,87 7,54 18,00
, 634 2,2 18,30 7,53 18,35
310 2,4 18,35 7,82 18,35
,8B2 2,8 18,35 7,52 18,35
S v anidmsae. T

ddia de @ determinagdes: La= ltactose = 0,01M
fetrodos :platina e Tungsténio (ref.)
ndicador: OOFI (soi. 0,1%).

CFP = 1,378 mmoi em OH conforme indicade
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E (mv)
10 -
Q.8 .
o0&l
e,7 L
06 |- /f Peq.
0,5 L
o4 |
0,3 L.
02 L
] A 1 i i 1
18,00 1800 20,00 22,00 23,00 25,00
Volume sol. lactose O.01M (ml)
FIG. 6 (Perfil de titulagdo potenciométrica(ferricianeto
' de potdsslo com lactose em melio alcalino}
(CH/HCFPE =1,8). Eletrodos = PL e U.
Ha bureta : gol, 0,01 ¥ Lactose;

No erienmeyer:sci. NaOH + HCFP (1,379 mmol) en ebulig¢3o.
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final da tituvilagho para dicromato férrico. O mesmo fato Foi
presenciafdo nags tituiaches com ferricianeo.

ROSS E SHAIN (185%56) as estudarem desiocamento
do potencial de eietrodos de platina em fungdo de tempo,
notarsm histerese em curvaes obtidas com registradores
potenciométricos, Justificando o fato de que embora platina
seja suppstamente inerte , apresenta oxidacdo., KOLTHOFF £
TANAKA (1854) mostraram que esta oxidaclio poderia ser tanto
gletroguimlcamente como gquimicamente devido 4 presenga de
oxidantes fortes como dicromate, <cério (V) ¢ permanganalo,
Conforme observagdes de VETTER E SCHULTZE (187Z2) apenas umsa
nequena quantidade. de oxigénipo encontra-se guimicamente
tigada, A penetracéu go oxigénio, dependente da forga do
campo, forma uma camada superficial de dxido gue graduailmente
envelhece. Esta camada de dxido permite ocorréncia de trocs
de eidtrons a uma velocidade dependente de sua gstrutura e du
par de oxi-redugBo envoivido,

0 gré&fico da Figura 7 vrevela o comportamento da
estequiometria da reaco em diferentes concentracfes de base
pasra @ oxidagdo de lactose com HOCFP. UObserva—se que também
neste casp, reacies efetuadas na retaclo OH/HMCFP 1,2, 1,3 ¢
1,4 nfio apresentaram pxiﬁagéu, pelta fattes de8 Dbase, mesmg
realizando oxidaglo direts g¢s sofucdo em chapa  de
aquecimento, O0s dados obtides nestas titulaghes iﬁdicam um
patamar a HGFPR/Le 7,82 para OH /HCOFP acima de 2,0.

Numa série d¢e titulagles efetuadas a OH /HGFP

2,0, com velogidade controiada de adicdo de jactose (0,3

mi/min), npas mesmas condighes e wutilizandp~se 08 mMEsSmMOs
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P16, 7 - Comportamento da estequiomctria da oxidagdo de
tactose com HCFP em concentracles varidvels de
hidroxide de sdédio.Dados obtidos de titulaglos
potenclomdiricas com eletrodos de Pt o W.
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reagentes, obteve-se 17,10 wmlL para 1,378 mmol HCFP) como
volume médio de lactoss O0,01M (6 determinagdes) . A
proporgho esteguiométrica entre HGFP e lactuse obtids neste
casp foi de H,08. 0Os mesmos résu!taaas foram obtidaos com
GH/HCFP 2,8.

G comportamento da oxidacéo considerando
variagfes do meio aicaling, também foi obtido titulando—se
cam sS0lUCHO de hidrdxido de sddio, mistura de lactose
{concentragéo fixa) g HGFP {concentracdo varidveil)., A partir
dos pontps de equivaifncia gréficos obtidos através das
tituiagdes potenciométricas, utitizando Pt e W come
elatrodos, c¢alculou-se @ faiacéo existente entre a base & 0
agticar para proporgdes pré-estabelecidas de oxidante/redutor.
As tituiaches foram efgtuadas jgusimente na presenca de BEFI
e & mudanga de coloragdo de szul para amarelo em tadas
determinacBes ocarrey coincidentemente com a mudanca ge sinal
do potencial da reaglo.

A Figura 8 apresenta o gr4fico obtide nas
condicies acima descritas, para & reagio envojvende 0.5 mmo)
(0,18 g) de lactose, gm cencentracﬁes varidvels de agente
gridante.

fuando - necessdrio confirmagho tituiogu—se o
8XCEBS0 de NalH adicionado na obtengho da curve
potenciométrica, com solugéo padronizada de dcido clorfdrice.
Com o volume gasto para neulralizar 0 EXCesso ge solugdo
atcaling, C&iGUiQQ”ﬁE g nuimero de mol de base em excesso, que

subtraide do nGmero total de mol, forpeceu nimere de moi
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N i i i i ] 3 i 1 1 3 1 | i i . OH
5 10 15 L

FI6, 5 - Estudo do comportamento da oxidag¥o de Lactose com HCFP
atraves de titulac¥o com HaOH. Titulag3o potenciométrics
de lactose com eletrodos de PL & W,
o1 .btitulada 110  mL Lactose 0,058 + veol. varidveis de sel HCFP 0,2000.
Sol.titulante : Na(QH 00,1350 M.

{1} {2} e {3) - ocorréncia de eguacdes estequicmétricas.
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reagidno. GCom este dado, calculou-se o voiume no ponto de
gquiveléncia da titulaclo e a proporgédo OH/La, comparando-o
com o valor obtido na titujacdo potenciométrica.

Na Figura 8 pode—se observar uma iingaridade
entre as dois parfmetros avaiiados sendo gue calculando -—se
valores de GHXHCFP através de dados de H/La obtidos
experimentaimente, verifica-se gue todos o pontos encoentram-
se na falxa de 1,33-1,54 contfarme Figurs B . Estes valores
obtidos experimentaimente estdo de acordo com as eguacbes
tedricas.

Para este gréfica; gg considerarmos a ordenadas
coms sendo o numero de &létrons envelvidos na gxidacdo e a
abcissa como o némero de hidrdxidos necéssérios 4 reacho
hbalanceads guimicamente, Teremos reaches esteguiométricas

possfiveis nos pontos:

{1) La+ B DX envolvendo 9 elétrons

(2) La+ 8 0K envoivendo B eiétrons
{3) La+10 OH envolvende B eglétrons

Ds 3 patemares indicados na Figura B traduzem
as faixas tedricas de concentracio de hidrdxido nos guais é
poss{vel escrever uma reacdo guimica.

] estudp da viahiltdaﬁe de ocorreéncia de
oxnidagBo, lustificdvel por equagbes guimicas, ehvoiuendo
diversas concentragdes de hidréxido de sédio ievam—nos a
sygerir reagdes com 4, B 8 ¢ 10 elétrons para 8 lactose.

Por estas gquacoes, yerifita—-se gqgue a

proporgdo OH/HUFP necessdria b oxidagao estd na faixa 1,17~

g8
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o i 2 3 4 5 6 T 8 ] 10 HCFP
. La
FI1G. g - Relagfo OH /HCFP obtida da Fig. B para

oxidac%o de lactose.

88



1.60
Cédlcuio de OH/HGFP obtido dos dados da Fig. 7 na

titulagho do oxidante com NaDH, levaram & ocorréncia de
oxidagho a partir de OH/HOFP=1,33. E provdvel gue a reagdo
5¢ processe em duas etapas envoivendo reaglies com & & 4
eiétrons, com cisdo dos dois primeires &tomos de carbono de

parte redutora da mojécula de lactose

jv-2.2. ESTUDD DA DX IDAGAD DE LACTOSE POR METODOD
ESPECTROFOTOMETRIGO.

Dados espectrofotométricos de HOFP mostram que
na regidc de visfvel existe uma banda de absorgdo a 420 am,
com absortividade molar de 1150 L.mol x,cm 1. Na regigo de
{i.v. verificam—-se hsndas de absoar¢fo a 317, 302 e 280 nm.

Para ferrocianeto de potdssio ndo se observa
gquaiguer banda de absorgde na regifo visfvel. Existem
"absorcghes a 225 e 217 nm.Espectros de ferricianeto e de
feprocianeto n#c mostram moedificacles de comportamenisc né
regtdo dg visfvel, guando em solucdes &lcatinas. Estas
indicacbes sdo suyficientes para se fazer uso ge
gspectrofotometria como parémetro de avallacho de oxigagdn
gntre o acdcér redutor e splugbes de ferricianeto. |

Seguindo @ metodologia indicada para avaliacés
gapectrofotométrica da oxldagdo de lactose com HUFP na tesgho
sfetuada em banho a 85 % através do cédlcuio de mmol de HOFP
reagidos, a estequiometria da reagdo para diferentes valores
ge OH/HGFP.. Ogréfico da Fig.10, mostra 0 comportamentb desta
gxidagdo de ltactose 5 minutos de aquecimenta, quando

aybhmetida & concentragdes varigveis hidrdxido de sddio.

un
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G 1 1
” 10 20 30 _OH

HCFP

F1G. 10 - Estudo da oxidac¥o de lactose por HCFP em melo

alcalino. Reaglo efetuada a concentragdo cons-
tante de lactose e concentragiio varidvel de NalH.
Dadeos obtidos por medidas de absorbincia z 420nm.

Tempo de aguecimento = § min.
Concentragice de cobre= 00,0497 mmol
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EQUAGDES POSSIVEIS DE OXIDAGAD DE LACTOSE
A VARIAS CONCENTRAGDES DE HIDROXIDO DE SODIO

H—C 0 ' } OH/ HCFP
§ coo
H— C —OH - i .
i - 3 OH  ———s H~—C-OH + 2 HO o+ 2 e i .50
ROl o B i
i HO-C~H
R t
R
La t B OH coo + 4 Hy0 + 4 8 1,25
i
?:0
HO- C-H
i
R
coo
i
- - HO~C~H -
1.2 4+ B OH @ —— CHCOO ¢ ' +4HEO + A8 .50
' R
L + 6 OH .. G0, + R'-CHOH + 4 Hy0 4 40 i,50
cos
i
=0
- § - -
pa + 7 OH —a 20 + [ H20 + B8 1,17
H
R
: - 4,0 -
La + & OH __... £,0 + R-C + 6HO +6e t,33
2¥4 W 2
12 + 8 OH cl;-oo“ +  HCOO « 6 Hy0 -6 8 1,33
ol s '
i
R




EQUAGBES POSSTVEIS DE OXIDAGKO DE LACTOSE
A VARIAS CONCENTRAGCOES DE HIDROXIDO DE SODIC {cont.)

OH/HCFP
9 OH  —— RCOO™ + 2 HCOG™ + 6 Hz0 + 6 8 1,50
10 OH e 2 CO03° +  RCHOH $ 6 H,0 + 87 1,25
12 OH  —eem €0, + co, gu + 8HO0 4+ 8 e"ﬁ t,50
12 OH e RCOH + 2 00;’ + @HO0+ B0 | 1,50
15 OH R-CO0™ + 2 €0y + 10 H0 4+ 109 1,50
16 OH  —w 3 'co;' + RH + 10 lnao + 10 e 1,60
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0 vajor médio da esteguiometria gbtidao
experimentalmentes na faixs OH/HGFP 1,5 a8 2,5 fol de 8,12
sendo encoptrado. valor pouco superior para OH/HGFP 3,0,

Um estudo da infludncia do tempo de aguecimento
na estequioemetria fol efetuado a nrvefgde QH/HGFP 1,9 ¢ 2,0.
Na oxldagdo dg Jactose com HGFP durénte a 25 minutos de
aguecimenta, lelturas de ﬂbsarbﬁnciaéa 420 nm demonstraram,
o8  dois Caso09, reaches envaivendo 1é glédtrons, ouU seia,
detectou~se proporgio HOFR/L 10,0. A%sorhﬁncia dg reagao a
tempos de aguecimento 30, 45 ¢ 60 mtéutus, na presenga de
(0,08 mmo! de lactose € 0,984 mmol de HéFP, quando efetundos a
QH/HMCFE 1,5 forneceram iguaimente rea%ﬁes com 10 efétrons.

Considerando a retacéc%entre base & oxidante
no vaitor médio da curua_mostradé na Fiéura ou seia, OH/HCFP
8,25 estudamos para 8 mesma reacgho a ;nfiuéncia da tempo de
sguecimento, (TabeliaXVi) |

verificou—se ﬁue a reacé? gtetuadas 8 4 minutos
de aguecimento envolve B eiétrunsé e a 20 minutos de
agueciments a mesma axidagBo se dd cuméio.eiétrans.a gréfico
da §jg 11 expresss bem o compartamen%o desta oxidagho. 0
estudp da oxidacds a tempos maiures% ppde ser visto nas
rap . Xvil e XVill.g yajores 1,3, 1,5 % 2,0 de OH/HGFP., Note-
sg que & 30 minutos 08 resultados %éo coerentes com 08
optidos anteriormente, mas a BY mfnutcs {4 se observam
disgrepBncias, principaimente em véioras mais beaixos de
DH/HGFP. variagBes da concentracho én aclcar evidenciam gue

ng um tigeiro decréscimo na estequiométria, d medida que se
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TABELA XV

ESTUDO DA OXIDAGAD DE LACTOSE POR HCFP EM MEILD ALGCALINOD

(OH /HCFP 2,85) EM FUNGAC DO TEMPO DE AQUEGCIMENTU

apo aqdacimentu Abhsorb.420 frHno J HGFP mmo | HGFF HCFP/La
{minj corrigida reagidos
2.0 g,680 },8283 0,1877 3,38
4,0 (.,48% 0,5883 0 ,4048 8,14
6,0 0,483 0,086 00,4314 g,68
8.0 g,4580 0,54648 0,447 8,88
1G,8 0,450 0,5488 0,447 8,839
15,0 - (3,420 ¢,5104 0.,4835 9,73
29,0 G,408 0.,4870 0,4870 14,84

F_”——“—“m—mM—-;—mm——«a——-uﬂw—.—n-«;—-—v««-w——-—nnw«m——-»v-m»—-—-w»w—y—----»-uu——N-Mw——mmm—_m”—m—wm——w——wmp—m*m

concentracso de tactose = 0,0487 mmo
yolume NaOH §,0487 M = 5,52 mi

HGFP 0,954 mmol inicial

8%



TABELA  RVI
ESTEQUIOMETRIA DA OXIDAGAO DE LAGTOSE GOM HGFP EM FUNGAD

DA GCONCENTRAGAD DO AGUGAR OBTIDA DE DADOS ESPECTROFOTOMETRICOS

THGFP T. 8g Vol.tLa A{420)corr. mmao mmoi HCFF HMGCEP/La
¢min) {mbL)} O0,01M HOFP reagidos

) 30,0 6,0 0,801 | = - -

, 0 30,0 3,0 0,566 0,7024 0,2916 8,72
,0 30,0 4,0. 0;451 0,5969 0,3871 g,43
,0 30,0 6,0 0,344 D,4268 0,5871 9,45
,0 30, 0 7,0 0,268 0,3338 0,8608 5,43
, 0 30,0 8,0 0,181 0,2248 D,76384 5,62
0 30,0, 10,0 0,188 . 0,1318 D,8BE5 8,62
,5 60,0 0,0 0,B08B - - -

5 §0,0 2,0 0,676 46,8337 0,1603 8,02
L5 B0,D 4,0 0,481 0,5685 g,4255 10,63
.5 §0,0 6,0 0,311 0,3835 0,6108 10,17
.5 80,0 7.0 6,183 0,2287 p,7883 9,80

j01 iniciais de HOFP = (0,384
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TABELA xviti
ESTUDOC DA VARIAGED ESTEQUIOMETRICA DE LAGTOSE COM HGFP

UTIL{ZANDD OH/HGFP = 1,3

m—ﬂm_ﬁ“m——ﬂww_—-mem——ﬁ*mm————‘wmwu——_ﬂm”-—v————-—-m-ﬂ————-o»—<mma—u——_—nmww————-—«-—wwwu"——*ww“wﬂ

. temwo e aquecimento 30 min. __ Temee e eauccimento 80 mN:
i, ta o AG4200 HCGFP/La Vol. La A(420) HGFP/La
LTSS Ll LA L L S —
H g,800 - 6,0 0,800 -

0 0,648 8,561 2,0 0,584 12,88

0 0,870 .60 3,0 0,620 11,68

0 0,500 g,38 4,0 G,437 i?,Bﬁ

g g,4d9 8,38 5,0 d,384 10,17

Y 0,218 9,11 8,0 0,210 9,23

At 0,100 8,78 10,0 0,071 8,13
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5,0

o0 1 i i i
B 10 15 20

Tempo aquecimento (min)

FIG 11 - AvaliacZ@o do comportamento estequiomdtrico da

oxidacio de lactose por HCFP (OH /HCFP 2,25}
em fungdo do tempo de aguecimsnto.

Dados obtidos de observaglies espectrofotemdétricas
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aumenta a concentragho de agdcar. Soluches contendo 5 vezes
mals lactose gue & concentracéo inicliatl Jd apresentam desvios
considerdgveis. { tempo de aquecimento de BD minutos escaps
ag contrale de 6xidac§n, apresentando vaiores compietamente
giferentes para concentraghes baixas de hidréxido de sddic.

A avaliagdo deste comportamente, pode estar
retacionado com oxidagdo posterior de sub produtos do agdcar,
presentes em soluggo. Efetuou—se um Bstuda. do poder de
oxidaclo de alguns compostons, Para tante, +foi processadas
oxidaco de 0,8% mmot de compostos gque, em sua estrutura,
apresentavam grupos funcionais semeihantes b&queles gue
provavelmente existam.

Oxalato, Fformiato, lsctato, piruvato, glicerol,
sorpitol, manitol, tTartaratc & B58Carose foram obieto de
estude, segundo métoaolngia gescrita no ftem |1i~4.2.3 . Em
meto a!céilnn ge c¢oncentracfo pré-estabsiecida, segundo
equacdes quimicas, reagiu-se 0,25 mmol dgstes compostns com
0,884 mmol de HGFP. As solugdes aquosas foram submetidas a
tempos de aquecimento de 10 & 30 minutes em banho maria a
95 9. Através de medidas espectrofotométricas a 420 nm,
galcutamos o ndmero de mol de oxidants consumidos na feacéa e
em seguida o poder redutor (Tap XiX ),

Oxatato e formiato s@o provdveis produtes de
gxidagfo de acdcares. 0 wvalor da puteﬁcial normal de

axidacho do pares

G 021 GZGQ | : iEO= - ©,48Vv}

-3 4
Fe(GN), / Fe(CN) g (E = 0,36V)

mostram 9ue o dcido oxdiico deve atuar como sgente redutor
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TABELA XX

OXIDAGKD DE VARIOS GOMPOSTOS COM FERRICIANETOD DE POTASSID

10 min. 30 min.

OMPOSTO oH HCFP OH HGFP

FORMULA DO COWMPOSTO (R) HGFP R HOFP A

(ON

atato Gzﬂ 4 3,0 ¥ 2,0 0
riate HO00 - 4,0 G 1,3 f
cEgtlo H G-GH{OHICOO 1,3 ] 4,1 G

3 _
ruvatso H C~-50-6460 2,0 1,88 - 1,3 1,71

3
icerof HMO~GH -QGH{DOH}-CH —0OH - g2,.0 4,08 1,3 {

2 2
srbitod HO-GH {GHOH)Y —~GH OH 2.0 1,04 1,3 ,72
: & 4 2 '
nitod HMO-CH (CHOHR) ~OGH OH 1,3 1,749 1,3 ~ 2,58
& 4 [
irtaratoe oog~{GH. OH) -§00 1,3 0 1,3 - g,32
i E
ACarose & H 0 2,0 0,23 1,3 0,70
12 22 11

' -3
sndigdes: 0,25 mmoi redutor + 0,384 mmao t Fe(GN)s aguecidos @ 160°¢

por 10 e 30 min. Dados obtides a 420 nm, a = 0,794,
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com respelto ao fon ferricianeto.

0 desenvoivimento de GO ne mistura de reagho
fpi demongtrado por um enssio eietruqﬁfmicu com elegtrods de
membrana PBHOZ (0rion), por PORRO et ai {1981), segundo
ggquacdo:

- -2 -4
2 Fe(CN)6 + G o0y e 2 FR(GND) gt 2 €0
Porém nas condiches utilizadas, o poder
redutor do acido pxdlico mostrou—-se nuio,. Ensalos
semelhantes realizades a BO minutes de aquecimento e OH/HCFP
1.3 leuara&”nos a0 mesmo resyltade para oxalato e formiato.

PORRO et al. (1981) utitizaram UH/HCFP=33, ou
seia um meio alcaiino 25 vezes maior que 0 adui empregado,

Conforme Ficou demonstrado, & concentracac de
pase tem uma infiufncia decisiva sebre o comportamento da
nxigacho. ista indica que 6 perfeitamente possivel due a3
proporcég de nidréxtdo por nds empreégadsa, realmente sela
improvave!l o prqsséguimento da oxidagho do fen oxalatoc e
formiato

0s resul tados obtidos para lactato, indicam agque, nas

L)

condighes experimentais , né@o ¢ possfvel oxidéd—-to.0 Ton

piruyvato & o mais suscetivel & oxidagho, apresentaj o

cisdo

malor poder redutor entre 09 compostos estudados, coam

dp primeiro &tomo de carbono.
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Sorbitgl e Manitol também apresentaram poder
redutor . Fates foram inciuidos com viastas 3 verificagédo do
comportamentoe d0 CH 0OH no decorrer da oxidag8o0. A eguacdo

. P24 :
abalxe mostra gue um grupamento aicoblico terminal gxida-se

envolvendo 4 elétrans,
CH,OH  + 50H ~—s GO0 + 4 Hol + 4 @&~

Ng prdtica, @ proporglo oxidante/redutor foli
infertor & esperada teoricamente,

Para dois grupos ©OH OH no mapitoi, @ equacéo

Justificdvel seria: “
?Hzﬂﬁ 00"

(CH-OH),, 4 10 O~y (EH~OH)4 + BHO +8e
éHZOH coo-

A proporgio necessdria DH/HCFP = 1,28 foi
cumprida na prética: navendo indicecBo de gue a pcorréncia de
0xiﬁac§a destes dois compostos ieva & obtengdo de sSubd
produtos, onde grupo alecpdliico terminal deve estar asusente.

Para comparar resultados obtidos com &cido
factico, testamos tartarato. O grupo atfa nhidrox{lico do
tartarato é gridado mutte dentamente, com éu sem
descarboxilacdo.

yisto gue a sacarese & um aglcar nio redutor e
contem CH OH, testampes sacarose, sendo verificadn que esta
sofre !igiira oxtdaco,

Entre o0s produtos finais de oridacdo de lactose

com HGFP seris vidvel se engontrar oxalato, formiato e

tactato, gque @80 apresentaram poder redutor nas condigdes

deseritas.
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V. - UGONCLUSOES

-¢ possfvet, pela modificacho proposta no método de Lane-Eynaon
tornd~io esteguiométriceo, controlando & intensidade do meio

ajcaiing no reagente de pxidagdo.

-0 uso de solucBo oxidante como solugdo titulante na dosagem de
acdcares redutores por fons cdprices evita constante mudanca de
surets entre as dosagens, & necessidade de grande guantidade de
amostra e o método é sens{vei para teores entre 8,0 e 50 mg de
scucar redutor. |

~% estequiometria da oxidgacio de aldoses & de 4 dtomos de

cobre para 1 dtome de ag¢dcar. Para a lactose é de B:1.

~Golughs de cobre:tartarato:hidréxido de sfdio na proporgéo de
1:2:3 satisfazem estequiometria, estabilidade e
reprodutibilidade para oxidagln de gticese, frutose, manose,
galactose e acdear invertido. Goncentragfies de sééarﬁse
presentes em niveis duas vezes syperiores aos teores . minimos

estuydados (1,0 x 10 mol gijcese) nho apresenlam alteragdes

gensfveis na estequiometria,

~para determinaclo especifica de lasctose, g mistura oxXidante

ideal € cnhre:tartaratu:nidrdxidn de s8hdio= 1:4:3.

~Estudos com eletrodos de cobrefcalomelianc e cobrefcobre
indicam resulisdos promissores para definicdo do ponto de

geguivaléncia nas reaghes com fons cUpricos. Técnicas
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sutomdticas de tituliagdes potenciométricas peth método proposto

afig indlicadas peio'fatn da aridacédo scorrer multe ientamente.

~Fntre 08 subprodutos da oxida¢do de glicose 8 frutose por

sco de fons cdpricos encentramos 4cido glicdiico, 4dcido

fdrmice e 4cigo ldctico,

~& opxidacio de lactose com ferriclianeto de potdssio em meig
atcatino & extremamente forte e dados espectrofotométricos

indicam uma tendéncia da oxidagBo nféo chedar a um patamar.

-A oxidagBo de apdcares redutores através de titulagho com
snlugdo de ferricianeto de potdssio em cendi¢des rfgidas de
controle de meio alcaling pode ser indicada, sendo possivel
monitord-la atravds de titulagdp potenciométrica utihzando

eletrodos de tungsténio e piatina,

- Na oxidacBo de apdcares redutores com solugcéo de ferricianeto
¢ possfvel visuallzar a viragem com maig precisdo através do

Ys0 de 2,8 dictorofenplindoafenot sddico comp indicador.,
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