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1. INTRODUCAO

A avallagao e resoluqée de muitos problemas téE
nicos e cientificos dependem frequentemente dos meiocs dispondl
vels para se identificar & medir. Em Ciéncia, mesmc hipGteses
complexas e slaboradas aguardam pelo momento de serem compro-

vadas atraveés de uma medida experimental.

Em variaos ramos éa.ciéncia g tambeém em processos
industrieis, para se recomendar, controlar e resolver @ indii
pensavel, em geral, dispor de dados e informagoes que podem -
ser obtidos através de métodos analiticos, empregando desde a
comparagdo visual de solugdes coloridas até a espectrometria

de massa.

0 tema do presente trabalho é a determinagaoc -



N

guantitativa de acucares, aplicando uma técnica analitica ra-
ramente utilizada para essa finalidade. Nesta primeira parte
sao apresentados aspectos gerais, conceitos e informagoes bé
sicas, objetivando dar uma visao abrangente do assunto, desta
cando sua importancia em varios itens que abordam: a substan-
cla a se determinar, os‘principais métodos analiticos existen
tes, a reagao guimica escolhida e detalhes da técnica analiti

ca e instrumentagao prepostas.

1.1. Aspectos gerais e importancia dos aglcares

/ Os acglcares sao biclogicamente muito importantes

e considerados dentre ous composteos organicos mais antigos co-
i nhecidos pelo homem. Apresentam-se como substancias de sabor
2 doce, cristalinas e solldveis em agua. A massa molar &€ conhe-
Ecida exatamente e @ invaridvel para uma dada substancia. Es-
%sa Gltima caracteristica os diferencia dos polissacaridecs -
gue sao polimercs naturais, também de extraordindria importan

cia para o ser humano.

Aglicares e polissacarideos sa&o genericamente de
nominados hidratos de carbono ou carboidratos (1 ). Estas -
designagoes basearam-se na hipdtese de que os atomos de carbg
no nessas substancias se encontravam ligados a um igual nume-
ro de moléculas de dgua. Essa relagao, entretanto, ocorre em
putros compostos ¢que pouco ou nada tém a ver com o0s carboidra

tos como o aldeido férmico e o &cido acético.

Atualmente o termo hidrato de carbono ou carbol
drato € usado para designar aldeidos ou cetonas poli-hidroxila
dos ou compostos gue por hidrolise podem ser transformados -

nestes [ 2 ).

Por monossacarideos denominam-se os aglcares -

que nao produzem outros mais simples por hidrdlise; guimicamen
te sao aldefdos ou cetonas poli-hidroxilados com pelo menos -
trés atomos de carbono em cadeia alifatica. Os carboidratos

que se hidrolisam em duas moléculas de monossacarideo sao cha
mados de dissacaridecs, dentre os quais o mais importante & a

sacarose [ 3 1.



3.

Os monossacarideos sao classificados como trio-
ses, tetroses, pentoses, hexcses e agsim por diante, conforme
o numere de Atomos de carbono em suas moléculas. Acrescenta-
se ainda o prefixo aldo ou ceto para indicar a presenga de um
grupamento aldeidico ou cetonico. A maior parte dos monossa-

carideos existentes na natureza sac pentoses e hexoses.

0 monossacarideo tipico é a glicose~D ( + }. E
o mais abundante, constituindo a unidade estrutural de produ-
tos como amido, celulose & glicogénio. Essa abundancia pode
ser provalvelmente explicada analisando-se a estrutura de sua
molécula [ 4 ), De todas as aldo-hexoses-D, o andomero beta -
da glicose-D ( + ) & o (nico gue apresenta uma conformagac on

de todos os grupos volumosos se posicionam eguatorialmente, o

que confere maior estabilidade 3 sua molécula devido a fatores

estéricos. [Essa conformagao € :

A medida que se esclarecia a configuragao dos i
sémeros das aldo-hexosss no século passada, com base nos estu
dos efetuados com a glicose, acumulavam-se evidencias de que
algumas propriedades guimicas dos aglcarss nao poderiam Ser
totalmente explicadas, atribuindo-lhes uma estrutura linesar.
0 fenomeno da mutarrotagac foil um dos fatores que levaram a
caracterizacao da estrutura ciclica da glicose e demals monos

sacarfideos [ 5 7.



A mutarrotacao consiste em um eguilibrio entre_
duas formas isomeras ciclices denominadas anomercs alfa e beta,
passando atraves de uma forma em cadela aberta. No caso da -

glicose tem-se:

anomero o anémero B

L0

Forma de cadeila aberta

A forma aciclice explicaria as reagoes tipicas_
dos aldeidos apresentadas pela glicose-D { + ), como & redugao
dos reagentes de Tollens e de Fehling. Estes Gltimos consumi
riam o agucar na forma aciclica numa reagao irreversivel , a
qual seria rapidamente reposta através dos equilibrios mostra

dos anteriormente.

0s aglcares oxiddvels pelos reagentes de Tollens
e de Fehling sao denominados de "agtcares redutcres”. Todos.
os monossacarideos sao aglcares redutores ( 3 ), bhem como a
maioria dos dissacarideos; a sacarose constitul uma excegao -

entre estes Gliimos.

A funcao principal dos monossacarideos € produ-

zir energia no interior dos organismos vivos por corbustao.



Alem disso, através de processos enzimaticos, podem ser conver
tidos em importaentes produtos industrieis comec etanol, buta-
noi, acido citrico entre outros. Para tanto, parte-se de ma-
téria-prima em geral meis complexa, cujos carboidratos devem_

sofrer hidrolise previa.

A glicose-0 [ + } se encontra combinada com a
frutose-B ( - ) formando a sacarose ( + ). A sacarose € obti
da industrialmente da cana-de-aglcar ou da beterraba. £ o -

composto organico que se obtém em maior guantidade na forma -
altamente pura. Por hidrolise acida ou enzimatice a sacarose
produz guantidades iguais dos monossacarideos gue a constituem
A hidrdlise & acompanhada de mudanga do sinal de rotagao oti-
ca, de um valor positive para negativo, sendo por isso a rea-

cao chamada de inversao da sacarose; a mistura levogira obti-

da dé-se o nome de aguUcares invertidos.

1.2, Metodos de determinacao quantitativa de monossa
carideos |

Os principais métodos de determinagao quantitati
va de monossacarideos envolvem muitas das reactes também usa-
das na identificagao qualitativa dos mesmes. Saoc reagoes ba-
seadas por exemplc no poder redutor do grupo carbonilo, gue-
bra de ligagdoes entre grupos glicdlicos vicinais é rgagoes co
loridas de produtos de degradagao dos aglUcares por acides mi
nerais fortes. A classificagao a seguir reune os principais

métodos e foi retirada de Sitanek e coﬂabo&adoieé (213,

A~ Meétodos que se baseiam na oxidagao de aglca-

res por reagentes gquimicos.

Varias substancias podem reagir com os aglcares,
oxidando-os. Os métodos que utilizam o fon clOprico e o fon -
periodato serac discutidos mais detalhadamente nos itens 1.21
g 1.2.2. Sao descritos & seguir outros reagentes e as carac-

teristicas principais dos métocdos neles baseados.

0s halogénios oxidam os aglcares em melo alcali

no. Scb condicgbes especiais as aldoses podem ser guantitati-



vamente oxidadas até acidos aldonicos ( 6 ). Emprega-se em -
geral o lodo com oxidante, cujo excesso € determinado pelo dion

tiossulfato ou por colorimetria ( 7 ).

0 {on ferricianeto & reduzido pelos monossacari
deos a fon ferrocianeto, sendo a reagao empregada como base -
de vérios métodos analiticos, Utiliza-se tanto a titulagao -
direta da solugdo de aglcar com a solugao de ferriclaneto, co
mo a medida colorimétrica de ferrocianeto produzido. Um dos
procedimentos mals simples consiste em medir o deéréscima da
coloragao da solucdo alcalina do fon ferricianeto, que & ama-

rela, devido & formagao de ferrocianeto, que 8 incolor ([ 8 ).

A determinacac de agucares com sals de cerio po

de ser conduzida com o sulfato de cerieo em meioc alcalinoc e -

sob ebuligéo, titulando-se o excesso de {on cério nao reduzi-
do com o ion fsrroso ( 9 }. Por outro lado, pode-se estimar
o consumo de perclorato de cério pela titulagao com acido oxa

1ieco ou ion arsenite ( 10 1.

Diversas reacbes coloridas s&dc empregadas em me
todos colorimétricos de anédlises de agucares. 0Os sais de te-
trazolio sao convertidos em formazanas insoliveis em agua, mas
sollveis em solventes organicos ( 11 ). Por outro lado, com-
postos nitro-aromaticos também sao usados, tais como acido pi
crice ( 12 ), que em meio alcelino e a quente produz colora-
cao vermelha intensa, 2,4-nitrofenol e acido 3,5 dinitro-sall

cilico (13 ].

B~ Métodos baseados nas reagdes coloridas de -

furfural e seus derivados

A desidratagao de acgucares em meio fortemente -
acido produz furfural. 0Os procedimentos analiticos baseados -
neste principio utilizam o espectro da regiac do ultravicleta
dos produtos de reagao {14), ou determinam o0s mesmés colori-

metricamente (15).

A antrona foi inicialmente uwtilizada na identi-
ficagdo gualitativa de aglcares e encentrou larga aplicagao -
comoc base de métodos quantitatives ( 16 ). E bestante empre-

gada nas analises de material biologico.



0 fenol em solugao de acido sulfdrico produz -
com os aglcares e compostes similares uma coloracao amarelada
gue & aproprilada pars determinagoes colorimetricas. Um dos
métodos de analise de cerboidratos que utilizam o fenol @ bas
tante usado asscociado & separagao dos mesmos por cromatogra-
fia de papel { 17 ). Outros compostos fendlicos tambem sag -
empregados como o alfa-naftol, resorcinocl, timol e orcinol ,

entre ocutros.:

Outraes determinacoes colorimétricas empregam -
compostos amino-arométicos comoc anilina para aldoses, p-bromo
~anilina pare pentoses, bezidina & outros. Compostos sulfu-
rados como a cistina e o dcido tioglicolico sao recomendados

para a determinagac de ceto-pentoses na presenga da aldo-pen-
toses.

C~ Meétodos baseados em reagtes diversas

A reacgao de Kiliani consiste na adigao de ciang
to ao grupo carbonile dos aglcares e € empregada em meétodos &
naliticos, efetuando-se a hidrolise alcaline das cianidrinas

formadas, seguindo-se a titulagdo da amonia liberada { 18 J.

0 boro-hidreto de sddio por sua vez reduz o gru
po carbonilc dos agﬂaares} apos a reagao, determina-se a fra-
cédo do reagente que nac foi consumida, medindo-se o volume de
hidrogénio produzido pela reacgao de boro-hidreto de sodioc com

dcido (18 3.

D~ Méetodos fisico-quimicos

Podem basear-se na rotacgac do plano de luz pola
rizada, no indice de refragcao, na viscosidade e na Pressao 0s

motica.
E- Métodos enzimaticos

A caracteristica principal destes meétodos € a
seletividade. 0O seu emprego em determinagoes de glicose tem
sido bastante extenso. Além desta, outros agucares como fru-

tose, sacarose e rafinose podem ser analisados ( 20-21 J.
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1.2.1. Métodos baseados na oxidacao pelo ion cuprico

Esses métodos merecem destaque especial visto -
serem bastante empregados.
Aglicares contendo grupo aldefidico ou cetonico -

reduzem, em solucao alcalina fons de cobre, prata, bismuto e

]

mercurio para estedos mais baixos de valéncia ou mesmo ate
estade metaltico. 0O fonm cdprico € o mals empregado como base
de procedimentd analitica, utilizando com inumeras modifica-
gﬁés (2.

Os reagentes utilizados nesses metodos baseiam-

se na formagao de complexos de cobre divalente com sais de a-

cidos organicos, principalmente tartarico e citrico. 0 mais
conhecido deles é a solugao de Fehling, constituida por duas
solugoes, uma de sulfato de cobre e outra de tartaratoc duplo
de sodio e potassio mais hidrdxido de sédio, que sao mantidas

separadas & misturadas no meomento de uso.

A reagdc do complexo de cobre com o agucar nao
é estequiométrica ( 5 ) ou seje, a gquantidade de oxitlo cupro-
so produzida pela redugao do complexc de cobre divalente nao

& diretamente proporcional a guantidade de aglcar presente.

Em geral, métodos nao estequiométricos sao em-
piricos e portanto exigem gue as condigbes experimentais per-
manegam constantes. No presente caso, para gque a reagaos pos
sa ser empregada num métode analitico de determinacao de agu-
car, varios fatores devem ser severamente controlados, como
tempo de reagan, controle de pH, concentragao dos reagentes ,

tipo de aglcar e tipo de complexo empregado ( 22 ).

0 curso de reacgao & complexo e as transformagoes
intermediarias sofridas pelas molécula de aglcar nao séo bem -
compreendidas. Como acorre degradagac da cadeia de atomo de -
carbono da molécula de aglcar, a presenga de grupos substituin
tes pode afetar o poder redutor do aglcar, gquando comparado -
com um acglcar padréo comoe a glicose. Sabe-ge, por exemplo s
gue glicase, galactose e manose reduzem diferentes quantidades

de fons cipricos. A frutose e as cetoses em geral saoc oxida-



das mais rapidamente gue as aldoses analogas ( 2 J.

A reagac & em geral conduzida sob ebuligao visan
go minimizar os efeitcs gue a variacao de temperatura tem so-
bre a velocidade de reacao e dificultar a re-oxidegao do oxi-
do cuproso formado pelo contacto com o oxigéenio do ar atmosfe

rico.

0s procedimentos que uytilizam a reacao em gques-
tado sac indmeros. Mais comumente pode-se medir o volume de -
solucéo de aglcar, cuja concentragac e desconhecida, necessa-
rio para reduzir totalmente um determinado volume de sclugao
de complexo de cobre divalente. Determina-se previamente &
quantidade de um agucar nadrao como a glicose, necessaria pa

ra também reduzir o mesmo volume de solugao de Fehling usado

na analise da amostra. O ponto final da reagao pode ser indi
cado por um composto apropriado como O azul de metileno. Essa

€, em linhas gerais, a base do método volumétrico de Lane e -

Egnon { 23 )}, amplamente empreagado nas anadlises da inddstria

de fabricagao de aglcar.

Alternativamente pode-se empregar um excesso de

solugdo de cobre na reagao com o agucar e separar o oxido ¢

o fc

proso formado. C precipitado € gntao pesado e relacionado
quantidade de aglcar presente, como no métode gravimétrico de
Munson-Walker ( 24 ). Dissolvendo-se o oxido em solugdes ou
solventes apropriados, pode-se determinar o cobre colorimetri
camente; dissolvendo~se em acido nitrico, determina-se o cO

bre por eletro-deposigao.
Certos métodos prescindem da separagac do precip
tado formado. Pode-se, por exemplo, dissolver o oxido cupro-

so num excesso de solugadoc de fosfomolibdato medindo a intensa

cor azul formada, como no método de SomogydL ( 25 ).

1.2.2. Métodos baseados na oxidagdo pelo jon periodato

A reagao do {on periodatoc com os carboidratos e
mais frequentemente empregada na investigacao de problemas es

truturais do que com finalidades analiticas. Apesar da rea-
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céo ser relativamente lenta, sao encontrados alguns trabalhos
{ 26-30 ) nos gquais ela aparece como base de um método aneli-

tico de determinagac de agdcares.

Hinst e Jonmes [ 26 3 titularam o acido formico
proveniente da oxidagao da glicose na microdeterminagdo da
mesma, enguanto que Quich { 27 ) determinou varios agldcares ,
oxidando-as com o fion periodato apés a separagao dos mesmos
por cromatografia de papel, efetuando a reagao a temperatura

de ebulicao a fim de acelera-la.

Nisli e Townshend ( 2B ) propuzeram um meétodo

espectrofotométrico para determinagao de diois vicinais; o
ipdato formado na reagaoc do composto com o fon periodate rea-

ge com iodeto para formar tri-iodeto, sendo o excesso de ne

riodato mascaradec com molibdato.

Uma aplicagao de titulagdo termométrica na deter
minagdo de carboidratos foi estudada por Bark e Prachuapaibul
({ 29 )}, empregando o fion periodato como agente oxidante. Adil
cionaram um excesso de solugao de metaperiodato de sodio & so
lugho da amostra e apds um periodo de até 30 minutos para gue
a reagao se complgtasse, titularam termométricamsnte o exces-

so de periodato com manitol.

Recentemente Krause, Todt e Mauch ( 30 ) anali-
saram aglUcares invertidos em melacgo e caldo de cana-de-aglcar,
determinando o consumo de periodato gletrogquimicamente. E in-
teressante destacar que neste trabalho saao cansideradbs apenas
os estagios inicilais da reagao, correlacionando-se o sinal ob
tide até 3 minutos apds o inicio da mesma com a concentracao

de aglcar invertido presente na amostra.

1.3 A reaciao do Ton periodato com carboidratos

A dcido periodico e seussais guebram a ligagao
entre atomos de carbono de o glicois,(xhidrmxi~alde{dos, -
a hidrexi-cetonas, o-dicetones, o amino-alcopis e o di-iminas.
A reagac é empregada com finalidades analiticas, preparativas

e principalmente na investigacgdc de problemas estruturais.
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Através da oxidagao de glicosidecs com acido periodico as es-
truturas ciclicas e as formulas de Haworth dos aglcares foram

confirmadas.

A ampla aplicagao dessa reagao ao estudo dos -
carboidratos se deve a inUmeros fetores, entre os gquails desta

cam-se 0s seguintes:

al- os carboidratos sado compostos poli-hidroxi-

lados;

bl- a reagao € gestequiométrica e os produtos -

formados bem definidoss;

¢)- a reacdo e facil de ser conduzida, altamen-

te especifica e se efetua sob condigoes sua

ves;

d)- o curso da reagas pode ser seguldo analiti-
camente, pols as determinagtes quantitativas

dos produtos e reagentes sap rapidas.

Mafaprade ( 31 ) foi guem observou gue a oxida-
cao de um mol de poli-dlcool do tipo CHzDH - [CHDH}n - CHZOH,

i1 "

com variando de zero até quatro, reduzia ( n+1 ) moles de

HIO4 até HIO

n

4 Com a formagao de 2 moles de aldeido formico e

moles de acido f6rmico. Cada mol de ligagoes C-C requer

"

n
um maol de fon periodato gue & reduzido a fon iodato. Exempli

ficando:

H
{

H — C — OH H — CHO
f 2 10,

M — C = OH > H -~ £O0H

o

H -~ € — OH H - CHO
I
H

0 Acido f4rmico & produzido a partir dos grupos
alcodlicos secundarios enquanto que o atdeido formico se ori-

gina dos grupos alcodlicos primarios.

Fleuny e Lange ( 32 ) confirmaram os resultados
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de Malaprade, estudando poli-é&lcoois, glucose, acido tartari-
co, acido gluconico e frutose. Observaram gue © fon periodato
nédc age sobre alcoois simples e acidos glicélico, malico e ci
trico. Admitiram que a reagan seria especifica para glicois =&
salientaram sue possivel utilidade nos estudos da gstrutura -

desses compostos.

Logo apts os estudos iniciais, indmeros traba-
lhos foram publicados. Kawter e Pfaehfer ( 33 ) propuzeram gque
parte das moléculas de glicose participariam sob a forma de ca

deia aberte em sua ragas com o periodato.

Segundo Chaistensen ( 34 ) nos trablhos publica
dos muitas vezes os autores discordam entre si sobre pontos -~

fundamentais das reagbes de carboidratcs com ion periodato B

salientam gue muitos dos resultados apresentados poderiam ser

invalidados devido as anomalias apresentadas pela reagdo.

1.3.1. Efeitos das condigDes experimentais

Um dos efeitos mais importantes € o do pH. Estu
dando a glicose, Hughes e Nevelf ( 35 ) observaram gue © consy
mo de periodato & mais rapido em meic tamponado acido ou neu-

tro gue em meio tamponado alcalino.

Speck e Fordist ( 38 ) determinaram que a oxidagao
de glicose se processa mails rapida em solugéo fampée de bicar-
bonato gue em tampao Acido. Fleury, Countods e Bieden ( 37 )
goncluiram gque as aldo-hexoses sap mais rapidamente oxidadas -
em meio tamponado de fosfato pH 6,5; para alcoois poli-hidroxi

lados encontrou-se um efeito oposto.

Bell, Palmen e Johns ( 38 ) estudaram a oxida-
gao de alguns carboidratos a pH 7,5 com tampoes de fosfato, bi

carbonato e malato. Os compostos estudados foram glicose e -

frutose pércialmanta metiladas. Para explicar o consumo mais

rapido de periodato no tampao de fosfato, os autores sugeriram
a formagao de complexo entre o fosfato e o periodato. Greville
¢ Nonthoote ( 39 ) também observaram aumento da velocidade de

reagao na presenga de fosfato.
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A reacdo & acelerada pelo aumento de temperatu-
ra,mas tem sua seletividade diminuida. Kenn e Clevefand ( 40 )
recomendam que a reagao seja efetuada a bailxas temperaturas.
Bark e Prachuabpaibulf ( 23 ) comentam que ndo existe diferenga
apreciavel na velocidade de reagaoc entre 20°C e 30°C, em nenhum
valor de pH. Entretanto, foi proposto por Quéck (27 ) um méto
do de determinagdo de aglicares pelo pericdato a temperatura de

ebuligao.

Recomenda-se em geral que a reagao seja efetua-
da ao abrigo da 1luz.Head e Standing (41 ) observaram que sob =
suficiente exposigao & luz, solugoes de periodato se reduzem -
produzindo fons iodato. Head e Hughes (42 ) determinaram que

muitos compostos organicos como aldeidos formico e acético, -
Gcidos formico, glicAlico e oxdlico e alcoois metilico e etili

co podem sofrer oxidacao catalizada pela luz ambiente.

Tayfon, Soldano e Haff (43 ) indicaram que a ve
locidade de oxidacao de glicdis aumenta proporcionalmente com
a concentragao de sais neutros de metais alcalinos. Por outro
lado, pequenas quantidades de nitrato de cobalte II. e sulfato
de cobre II dificultam a reacao. Budst e Bunton {441 determi
naram constantes de velocidade dependentes da forga ionica e -
da acidez, enquanio que Huebnexn, Ames e Bubl (45) estudaram o

efeito causado por diferentes solugdes tampao de messmo pH.

1.3.2. Mecanismo da reagao de oxidagao pelo periodato

Estudando & reagdo de oxidagao de glicois 1,2 ,
Price ¢ Knelf (46 ) determinaram que a reagao € de segunda or-
dem & encaontraram uma dependéncia linear entre as constantes -
de velocidade obtidas e o pH na faixa de 7 a 12. Para explicar
a maior velocidade na oxidagaéo de cis-glicois, admitem a forma
cado de um intermediario ciclico. Essa interpretagdo, segundo
Stanek e colaboradores (2), € a mais aceita.

t i
H — C — OH _ H - C — 0«

1 + 10 e i 10
H —C - OH H~-C -0

1 |
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As influéncias do arranjo esterice dos grupos hi
droxila da molécula de aglcar na velocidade de reagao foram es
tudadas por Prati e colaboradores (47 ), Fleury, Courtois e
Bieder ( 37 ), entre outros. A maior reatividade dos anomeros
alfa em relagao aos anomeros beta foi explicads com base nesses

argumentos por Honeyman e Shaw (48 ).

Barkenr e Shaw ( 49 ) conclufram gue ribose, talo
se o alose sao oxidadas lentamente devido & mailor estabilida-
de do intermedidrio ciclico entre os aglcares e o ion IDA- pro
porcionada pelo arranjo dos grupos hidroxila axial-egquatorial-

axlal, ou seja :

Wanrsi e Whefan (50 ) determinaram que quatro es
tégios sAu observados ne reagdo de oxidagao de hexoses a tempe

ratura de 0 °C

al- consumo de dois moles de periodato entre cin

co 8 dez minutos;

n)-consumo de um terceirc mol do oxidante entre

trinta e setenta minutos;

c)- redugao do quarto mol de periodato em sete =

horas:

d)- consumo imcompleto do quinto mol apos uma se

mana.

Ao final da reagao cinco moles de periocdato ha-
viam sido consumidos por mol de glicose. Concluiram gue o ata
que se inicia pelo grupo hemi-acetalico, rompendo a ligagao en
tre os atomos de carbono 1 & 2; no nrimeiro passo o atomo de
carbone 1 passa a fazer parte do grupoc éster na 4-O0O-formil-ara
binose. A baixa velocidade cdos dois (ltimos estagios foi atri
bufda ao acimulo de formil-ésteres de gliceraldeido com falta
de grupo o glicdlicos; a hidrolise desse ester ﬁara compostos

axidaveis determina a velocidade global de reagac. Prova-se a
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ocorréncia desses ésteres isovlando-os apbs fazer a glicose rea

gir com trés e gquatro moles de periodato.

Head (51 ) confirmou as conclusoes do trabalho
citado anteriermente, estudando a reagao de glicose com O ionm
periodato a temperatura de 20%C. Verificou gue nos primeiros

guinze minutos mais de 3 moles de pericdato haviam sicdo consu-

midos, produzindo mais de dolis moles de acido formico. Para -
que a reagao se completasse foram necessarios sete dias, com
um consumo de cinco moles de periodato por mol de glicose. A

produgac de aldeido férmico mostrou-se pequena nos estagios -
iniciais, sendo 75 % do total detectado, produzidos durante 0
consumo do Gltimo mol de periodato. A produgao total de aldei

do foi de um mol por mol de glicose. A ocorrencia de aldeido
fGrmico ao final da reagao ja havia sido observada por Karhen
e Plaechlen (33).

Os passos da reagao de oxidagado da glicose podem

ser descritos pelas reagoes a seguir:

u\ /pm
i
-H~—?M_UH CHO
I
H Qo Comeeeab] o HQ-—C—=H CHO
| ! . I
HeeC——OH . h——?*wGH ID; H——?wwﬂH zo; ?HB
H—oC " M C——0CHD " Heee[—0CHD ™ He—C—0CHO
! t : !
CH,OH CH,OH , CH,0H CH,OH
a-D-formili-D-gliceraldeido
CHO CHO }
H,0 I 2 10,
Heee Lo CHO i Hoe O oo 2 W-COOH + H-CHO
CH,OH : CH, OH

A velncidade de hidrclise do Bster e portanto a

velocidade global da reacac de oxidagao depende da estabilida-
de desse composto. De acordo com Hough e colaboradores (527,
condigbes fortemente alcalinas ou acidas causam hidrolise rapi
da do formil-éster, o gual 6 relativamente estavel na faixa de

pH de 3 a 5. Espera-se assim que em valores de pH ac redor de
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4 3 oxidagao de carboidratos seja lenta.

Angyal ¢ KLavins (53) confirmaram as svideéncias
de que as aldoses sac oxidadas predominantemente na forma pil-
rantosica e concluiram que aldoses produzidas durante a oxida-
cao de compostos, como o manitol por exemplo, sao oxidadas an
tes de sofrer ciclizegao. Estudos efetuados por Hough e cofa
boradonres (52 ). concluem que na oxidagao de glicose cerca de
15% das moléculas reagem possivelmente na forma flrandsica ou
aciclica, conforme indica a rapida produgao de cerca de 0,15

moles de aldeido formico, logo no inicio da reagao.

0 mecanismo da frutose é mais complexo. Fleunry
e Lange ( 32), Khouvine e Aragon (54 ) propuzeram gue a molé-

cula pode ser atacada por dols caminhos diferentes:

CH.,OH

([ T)--g-2omnmnn

(11)--5-%-8----
CHOH (1)
I E— 2 H-COH + 2 H-COOH + CHO-COOH
?HGH ac. glioxilico
CHOH (113
] i H~CHO + 3 H-COOH '+ CUDH—CHZDH
CH,OH

dc. glicolico

A reacao (I ),dita glioxflica, € a principal.
0 acido glioxilico se origina do grupo carboniloc & dos grupos
alco6lices secunddrios vizinhos. O dcido glicolico & formado
através da reacgac (II ), a partir dos dois primelros carbonos
da forma hemi-acetélica. O consumo de guatro moles de ID; e
rapido; o quinto e Gltimo mol do oxidante & cansumido mais -

lentamente.

Hough ¢ colabonradores (52 ) sugerem da mesma for
ma gue para as aldoses, existe um intermedidrio na oxidagao -
das cetoses que & éster glioxilico de glicol-aldeido, suscep-
t{vel a hidrdlise e posterior oxidagao.

0 mecanismo relativamente simples para oxidagao
dos monossacarideos torna-se mais complicado para gutros -tipos

de carboidratos.
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1.4. Métodos Entalpimétricos de analises

Vérias técnicas sao adotadas com a finalidade -
de se determinar a concentracao de substancias empregando 0
efeito térmico gue acompanha as reagbes guimicas. Direrente-
mente dos métodos potencicmétricos e condutométricos, Que se
baseiam na variagao de energia livre do sistema durante a rea
cao quimica, os metodos termométricos utilizem avariagao da
entalpia do sistema, ou de alguma outra funcao diretamente re

lacionada a ela, como base de marchas analiticas.

Recentemente Jordan e colaboradores (55 ) esta-
beleceram critérics para a denominagaoc correta dos diferentes

métodos entalpimétricos e descreveram Seus principios funda-
mentais. Assim, as analises gentalpimétricas podem ser classi

ficadas em dois tipos fundamentais: Entalpimetria de Injecgao

Direta (DIE) e Titulacgdes Termomstricas, cuja diferenciagao €

feita conforme a maneira de se juntar as splugoes reagentes.

Na " Entalpimetria de Injegao Direta " se adi-
ciona um volume conveniente de sclugao a outro de uma 89  vez,
enguanto que na " Titulagdo Termometrica " a adigao é dfetua-
da através de um fluxo de velocidade constante. A guantidade
total de calor desprendida ( se a reacao for exotérmica ] ou
absorvida (se a reagado & endotérmica), € acompanhada automati
camente e de modo continuo peloc registro grafico do potencial
de desbalanceamenio do circufito de uma ponte de Wheatstone.
Um dos bracgos dessa ponte 8 constituido por um sensor de tem-

peratura, que mais comumente € um termistor.

1.4.1. Principios fundamentais

0s principios envolvidos baselam-se na equacao

£
&

L (1.1)

It

ande Q quantidade de calor desprendido { ou -

absorvido J.

AH = entalpia molar de reagao
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np = nimero de moles de produto formado

A variacao de temperatura observada na solugaon

final contida num vaso idealmente adiabatico SETA:

AT = —8 (1.2)
K

onde K repnresenta a capacidade calorifica do -

sistema.

Das equagoes 1.1 e 1.2 resulta gue :

AH N
AT = = e {1.3)
K
Supondo gue o valor de K seja uma constante a

variacao de temperatura dependerd somente de np. Assim,

AT = constante X n ' {1.4)

1.4.2. Termistores e 0 circuito de medida de variagao
de temperatura

O0s termistores sac resistores construidos de ma
terial semi-condutor, de pequena capacidade calaorifica e de -
coeficiente de temperatura ao redor de 4% por grau. A aplica
cao de termistores na instrumentacac quimica, assim como o seu
usc na entalpimetria foi revisto recentemente { 56 ] A resis-
téncia dos mesmos varia exponencialmente com a temperatura ,
podendo ser considerada fungao linear da temperatura para pe-
guenos intervalos. 0 termister incorporade num circuito, co-~
mo um dos bracgos de uma ponte de Wheatstone, permite a medida
continua de pequenas variacbes de temperatura. Na figura 1.1

esta representado o circuito usualmente empregado.

A alimentagdo do ciculito pode ser efetuada por
uma fonte de voltagem " E ", como uma baterila de mercurio 3

"RA“ e "RB" representam resisténcias fixas; "Rﬁ" € uma resis



m

e o
g

Figura 1.1 - Ponte de Wheatstone
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téncia variavel; " R.” € a resisténcia do termistor, sendo a
T

voltagem de desbalanceamento da ponte representada por "e".

Usando-se a lei deKirchhoff f57 ) 8 admitindo-se
que "e" €& medida com um instrumento de impedancia infinita, -

deduz-se que:

g = E — . {1.5)

a voltagem de desbalanceamento "e" apresenta valor nulo e se

diz que a ponte esta balanceada.

Diferenciando a egquagac 1.3, tem-se:

de E R4 (1.8)

2
d R (R1 + RT]

A sensibilidade do termistor "S" g dada pela -
BQUAagAan

g = ——de._ (1.7)

dT

Substituindo a equagdo 1.6 na equagao 1.7

g = - ER1 _ﬂfLﬁj;uw : (1.8)
2
fR1 + RT) qd T

0 coeficiente de temperatura, o, do termistor e

definido pela equagao abaixo

o = 1 . 4Rt (1.9)
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Rearranjando a equagao 1.9 e substituindo na -

equagao 1.8 obtém-se:

10T {1.10)

Se ns valores das resisténclas fixas forem -
iguais e se a ponte estiver balanceada, pode-se substituir -

" ?1“ por " RT” concluindo-se que

5 % — (1.11)

A sensibilidade do termistor indica a magnitude
do sinal registrado pelo circuite por gfau de variagao de tem
peratura produzida pela reagao quimica em estudo. A sensibil-
lidade & dada em volts por grau de temperatura. As medidas -
da variagho de temperatura, com base na equagao 1.711 apresen-

tam boa precisaoc (58 ]).

1.4.3. Fatores que afetam as anadlises entalpimetricas

Durante a analise entalpimetrica procura-se me-
dir o efeito térmico resultante de uma reagdo guimica, atraves
de um sinal apropriado. A variacgao de temperatura observada
no sistema, entretanto, & o resultado da soma de varios efei-
tos, além daquele. O éxito alcangado numa andlise entalpime-
trica depende da avaliacgao desses efeitos adicionais e da eli
minagao ou controle dos mesmos. A seguir serao considerados

alguns fatores gue afetam os resultados experimentais.

A- Diferenca entre as temperaturas inicials das

solugoes reagentes.

Quando sAo misturadas guantidades de égua em di

ferentes temperaturas atingir-se-& uma temperatura final de -
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equilibrio gue pode ser calculada pelos principios basicos da
Calorimetria (59 ). O mesmo ocorre guando se trata de solu-

goes que reagem entre si; neste caso, O efeito resultante das
trocas de calor entre solugdoes em diferentes temperaturas se
adiciona ao efeito térmico referente & reagac quimica. O tra
tamento descrito a seguir, adaptado de Paiestley e colabonado
hes (60 ) equaciona o problema em termos matematicos, possibl

litando uma avaliagao de sua importancia.

Suponha-se gue um volume de solugao ce amostra
seja adiclonado de uma inica vez a outro volume de solugao -
reagente contido num recipiente perfeltamente adiabatico. Se
Jja

K- capacidade calorifica das solucoes de amostra,

reagente e da mistura final. E admissivel -
supor gque éolugées aguosas de concentragao -
inferior @ 1 M apresentem capacidades calori

ficas similares.

M5~cmncentragéa da soclugao de amostra

Vg~ volume da solugao de amostra

Vo= volume da solugao reagente

AW~ variagao da entalpia de reagao
Te» Tos Tp - temperatura das solugobes de amostra,
solugao reagente e solugao final, respectiva-

mente.

A guantidade de calor QA contida no vaso ao fi-

nal da reagao sera :

A guantidade de calor Q_ produzida no sistema é

B
o resultado da soma deo calor obtido durante a reagao quimica,

Q1,comrmcunteﬂdo de calor da solugao de amostra, Qz_e mais o
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conteldo de calor da solugao reagente, QB' Portanto

O = Oy * Uy + Gy
ou
Gy = BH Vg Mg v Vg K Tg + Vg K Ty

AH

Se T for igual a TS obtém- se:

AH

Analisando-se as duas Ultimas equagoes anterio-
res, observa-se gueg sempre Jque TS difere de TR essa diferen
ga val propeorcionar resultados erroneos, s8 nao levada em con

ta.

Na pratica, entretanto, aceitam-se pequenas di
ferengas entre as tempsraturaes iniciais das solugces reagentes.
Assim, Jedfreis e Fresco (611, analisando o -diois por ental-
pimetria de injegdo direta, num sistéma simples , admitem di
ferengas de temperatura de até 0,2%C. por outro lado, Snelson
¢ colaboradoires (62) nao fazem referencia ao problema em
seu estudoc sobre andlise entalpimétrica de fendis. Wasllewski
e colaboradores (63 ) toleraram discrepancias de até 3% em
estudos sobre reacgoes acido-base e complexaqéd de chumbo e

magnésio com EDTA.
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B- Trocas de calor entre o vaso (e reagao © 0

ambiente.

As analises entalpimétricas envolvem medidas de
peguenas variagoes de temperatura; assim, efeitos térmicos es
tranhos a reacaoc quimica devem ser minimizados, guando nao -
evitados. Com referéncie as transferéncias de calor entre a
gélula de reacao e o ambiente, Joxrdan e colfaboradores (55 -
indicaram gue frascos Dewar de paredes delgadas, especlalmen-
te desenhados, podem apresentar coeficiente de troca de calor
da ordem de 10"3 min~1. Ressaltam ainda gue sistemas improvi
sados, usando frascos isolados com espuma de borracha gue man
‘tém condigdes pseudo-adiabaticas durante peqguenos intervalos

de tempo, podem ser empregados com finalildade analiticas.

C- Calor de diluigao

Ao se misturarem soluctes rsagentes, pode ocor-
rer uma significativa variagao de temperatura devida unicamen
te a diluigdo de uma solugao em outra. Nas determinagoes por
andlise entalpimétrica esse problema, bem como outros, poderia’
ser contornado com sistemas geminados ou ainda usando-se uma_
diferencga consideravel entre os volumes das solugbes a serem
misturadas. 0O fator a ser ponderado &, obviamente, a magnitu

de do calor de diluigao.

Trabalhando-se em condigoes experimentais cons-
tantes, seria possivel descontar o calor de diluigao, conhecl
do previamente em cada determinagac. Ocorre gue a obrigato-
riedade de se manter constante o volume de solugac reagente -
adicionada, para se ter sempre o mesmo efeito térmico de dilui

gao, pade tornar a analise mais complexa.

Em resumo, €& liciteo afirmar que os problemas -
causados pelo calor de diluicao devem ser minimizados, depen-
dendo das condictes experimentais de cada sistema, principal-
mente se ele for responsavel por grande parte da magnitude do

sinal obtido.
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- Qutros efeltios

Além dos efeitos térmicos estranhos & reagao -
quimica j& citados nos itens anteriores, outros podem Ser de-
tectados. Sao em geral de peguena magnitude, como calor de a
gitagao e efeito Joule de termistor. Este Gltimo se origina
pela passagem da corrente glétrica pelo termistor que, embora

pequena, provoca dissipagao de enérgia termica.

1.5. Métodos empregados na determinagdo de aglcares
em produtos do processamento industrial da ca-
na-de-aclcar.

Os métodos de andlise de aglcares na indistria
agucareira podem ser subdivididos em quimicos e fisicos. Co-
mo método fisico mals importante destac&—se a polarimetria, -
baseada na propriedade gue apresentam as substancias oticamen
te ativas, sntre as quais os aglucares, de alterar a inclinagao
do plano de vibragao de uma luz polarizada. Dentre os mét ados
quimicos, os mais empregados sao agueles fundamentados na rea
gao dos agucares redutores com solugoes de complexo do fon cu
prico. A caracterizagao geral destes Gltimos jé& foi descrita

no ftem 1.2.1%.

F interessante comentar resumidamente as etapas
dos processos de fabritagdc de aglcar e de alcool, visto que
serao feitas referéncias as anédlises de alguns dos produtos -
obtidos durante as mesmas. Inicialmente sao esmagados os col
mos produzindo-se o caldo e o bagago. 0 caldo de cana, ap0s
sofrer tratamentos visando eliminar a maior parte do material
coloidal, sofre concentracgdo até proximo do ponto de cristall
zagho da sacarose, mas sem atingf{-lo, obtendo-se o produto de
nominado xarope. 0 xarcpe, sofrendo uma concentragac adicio-
nal, & submetido a alguma das diversas técnicas de cristaliza
gao, produzindo o gue se denomina "massa cozida"; nesta, os -
cristais de sacarose estéop envolvidos por uma solugao contento
impurezas organicas e minerais, além de glicose, frutose e sa

carose, dissolvidas. submetendo-se a "massa cozida” a centri
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fugagao, sao separados os cristais de sacarose & O resfduo de
nominado mel; o mel retorna ao processo de cristalizagao e
guando nao contiver mals sacarose gue possa Ser extraide eco-

nomicamente, recebe o nome de mel final ou melago.

0 melago, bem como qualguer dos produtos de con
centragaoc do caldo, apds diluigao conveniente, pode ser subme
tido a fermentagao para produgdo de etanol. Alternativamente
pode-se fermentar diretamente o caldo de cana extraldo, des-
vinculando-se assim a producao de alcool da fabricagao do agl

car.

Tanto a matéria-prima, cana-de-aglicar, como 0S

produtos de sua industrializagao para a fabricagao do aglcar

devem ser anallisados guanto ao seu teor de sacarose para con-

trole do processo. A polarimetria € bastante empregada para

gssa finalidade devido a sua simplicidade e rapidez, embora a
sacarose nos materiais citados ccorra em presenga de outras -
substancias oticamente ativas, principalmente a glicose e a
frutose. 0O erro gue a presenga das substanclas interferentes
acarreta € minimizado por dois fatores: normalmente essas subs
tancias ocorrem em proporgao mais baixa que a sacarose, depen
dendo do produto considerado, além disso, a glicose e a fruto
se apresentam poder rotatdrio especifico de sinais opostos o
gue, dependendo da proporcao entre suas concentragoes, pode -
contribuir para a diminuicgdo do erro na determinagao de saca-

rose.

Até recentemente era dada prioridade a produgao
de aglicar, produzindo-se alcool a partir do melago. Com a
necessidade de se produzir alcool etilico para suprir, em par
te, as exigéncias energéticas brasileiras, passou-se a dar -
maior importéncia a produgao industrial do etanol & partir ds
cana, procurando um melhor controle das etapas do processo.
Assim sendo, atualmente torna-se necessaria a aplicagao de
meétodos de analises de aglcares totais, visto que tanto saca-
rose como glicose e frutose sao consumidas pelas leveduras duy
rante a fermentagao. A determinagdo de aglcares totais se re
sume na determinacado conjunta de glicose e frutose, apos hi-

drdlise da sacarose.
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Segundo Janshekar e Mor (B4 ), varios fatores_
contribuem como fonte de erro na determinagao de aglcares por
métodos gquimicos em produtos industriais. Os mais Importantes

s&0 os seguintes:

a}- as reagoes de aqﬂcares’com varios reagentes
nao sao simples nem estequiométricas. Devide & influéncia de
diversos fatores como pH, concentragdo, temperatura & outros, -
os métodos sao empiricos e exigem a estrita observagao das -

condigbes experimentais pré-fixadas.

b)- produtos como melago contem materiais colo-
ridos e coléides eletricamente carregados além dos aglcares.

Compostos tipo caramelo e compostos nitrogenados tipo melanoi
dina sao produzidos pela decomposigao térmica da sacarose -

apresentando coloragao amarelada ou marrom, dificultando a
aplicacdo de métodos colorimétricos de analise. Além disso,

materiais corantes do melago aspresentam caracteristicas redu-
toras que interferem nos metodos baseados nas propriedades re

dutoras dos monossacarideos.

c)- a glicose pode produzir por degradagao de
sua molécula produtos como acidos, aldeldos, ésteres e alcoois,

que podem afetar a determinagaoc de aglUcares redutores.

A composigado do caldo de cana & variavel e depen
de de diversos fatores, como tipo de solo, clima e variedade
de cana, entre outros. A tabela 1.1, elaborada por Meade
(B5), fornece uma idéia da composigdoc provavel do caldo indil
cando a diversidade de seus componentes. Os resultados estao
expressos em porcentagens dos varios compostos em relagac ao

total de matéria solida soldvel.
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TABELA 1.1 - Composigdo provavel do caldo de cana-de-agucar

Faixa

Componente de concentragao (%)

sacarose 78 - BB
glicopse 2 - 4
frutose z - 4
sals de Acidos organicos 1 - 3
sais de acidos inorganicos 1,5 - 4,5
dcidos carboxflicos 0,1 - 0,5
aminoacidos 0,5 - 2,0
proteinas 0,5 - 0,6
ceras, graxas e fosfatideos 6&5 - 0,15
"nao-acgucares” nao identificados 3,0 - 5,0

A composlgao do mélago, além de depender da com
posig&o da cana da gual se originou, & influenciadas peloc pro-
cessamento industrial & que o caldo de cana foil submetido, on
muitos dos componentes originais sao eliminados ou se degra-
dam e outros sao adicionados. Os dadss da tabela 1.2, igual-
mente retirados de Meade (85 1), indicam as faixas de concen-
tragao dos componentesmais importantes do melago de cana-de-

aglcar.

0Os dados apresentados nas tabelas 1.1 e 1.2 g

videnclam gue tanto o caldo de cana como © melago sao mate-

riais de composigdo complexa. A determinagaoc de aglcares nes

ses produtos, dependendo do metodo adotado, pode exigir a rg

mogao de varios constituintes interferentes.

Os métodos polarimétricos por exemplo requerem
a adicao de uma substancia gue clarifigque o material, tornando-

o transparente, para que se possa efetuar as lelturas dos des
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vios 6ticos no polarimetro e que nac afete a concentragao -

dos aglUcares pressentes.

0 uso de tratamento prévio de amostras para ané
lises quimicas de agilcares utilizando o ion cﬁpricg, nao esta
ainda bem definido. ©Os métodos de analise recomandados pela
AOAC ( B8 ) preconizam somente filtragdoc da solugaoc da amostra
empregando-se um auxiliar ds filtracadoc como o kieselgur .Mea
de (55 ) comenta que naoc se pode determinar com certeza gquais
substancias interferentes e em gue proporcac serao eliminadas
pelo agente clarificante e gque os varios estudos efetuados -

aprasegntavam tanto argumantos favoraveis como contrarios a

clarificacgao.

TABELA 1.2 - Composicao aproximada de melago de cana-de-aglcar

Componente Faixa .
de concentragao (% )

agua 17 - 25
sacarose - 30 - 40
glicose 4 - 9
frutose 5 - 12
outras substancias redutoras - 4
cinzas ([ comoc carbonatos ) 7 - 15
proteina bruta 2,% - 4,5
aminoacidos 0,3 - 0,5
dcidos nao nitrogenados 2 - 7
ceras, gsterdils e fosfatideos 0,1 - 1,0

Quando se efetua a determinagao de aglicares, u-

sando a solugao do cemplexo de cobre divalente, o chumbo pre-
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sente na amostra proveniente do agente clarificante deve ser

geliminado, empregando-se para tanto sclugoes de ions fosfato.
0 fon calcioc também interfere no citado metocdo e exige sua -
eliminagao, gque pode ser feita com oxalato ou EDTA. A solu-

gao de Cook-Mc Allep, descrita no item 2.2.74, se presta tan
to para gliminar o chumbo como o calcio das amostras a anali-
sar. A ICUMSA- International Commission fon Undform Methods -
o4 Sugarn Analysis (67 ) recomenda o emprego tentativo do EDTA

como agente descalcificante em amostras de melago.

1.6 Objetivos do trabalho

0 presente trabalho foi iniciado com a convicgao

de que seria Util o desenvolvimento de um método analitico pa
ra determinagao de agdcares, o qual, além de atender as exi-

géncias de precisao e exatidao, fosse simples, répldo e pudes
se ser aplicado na analise de produtos do processamento indus
trial da cana-de-acgucar. Duas razoes fundamentaram esse pro-
posito, ou seja, a inexisténcia de um procedimento analitico_
plenamente satisfatorio e a crescente demanda de andlises de

aglcares totais, resultante do desenvolvimento da tecnologia_
de produgao de alcool no pais, em virtude de sua vinculagao -

com a crise energetica.

Uma consideracgao da potencialidade da aplicagao
dos métodos entalpimétricos conduziu & impressao favoravel, -
especialmente considerando que a variagao de entalpia preduzi
da por reagoes de oxidagdo-redugao possui, em geral, magnitu-

de apreciavel.

Pretendeu-se entido neste estudo aplicar a anali
se entalpimeétrica na determinagdo guantitativa de monossacari
deos, principalmente glicose e frutese. Procurar-se-ia ini-

cialmente escolher uma reagao que atendasse as exigéncias do

tipo de analise adotado & que uma vez escolhida seria estuda-

da visando o desenvolvimentoc do métocdo analitico.



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Instrumentagao

As analises entalpimétricas podem ser conduzides
com instrumentacdo extremamente simples. Uma célula de reagao
constituida por um copo de iscopor termicamente isoledo num blo
co de mesmo material possibilita a obtencgao de resultados ana-
liticos e cinéticos com razoavel precisao (61 ). Em contraste,
sao descritos na literatura sistemas mais elaborados que permi
tem a automatizacgado das andlises entalpimétricas. Guiffot -
( 88 ) descreve um sistema gue permite a tomada de amostras di-
retamente das linhas de produgdo industrial. Lean e Penketh -
{ 69 ) incluiram no sistema entalpimeéetrico que estudaram um -

amostrador automatico e bomba peristaltica; descrevem ainda u
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-ma célula de reagao na qual os préprios fluxos de solugao de

amostra e de reagente promovem o contacto necessario a reagao.

No presente trabalho procurgu-se empregar nas
determinagotes analiticas uma instrumentagao bastante simples.
Entretanto, no estudo exploratorio da reagao do fon periodato
com glicose e frutose, onde se exigia um melhor controle das
variadveis que o afetam, foi usado um sistema calorimétrica de
precisdo. Sao descritas a seguir as caracteristicas dos dois

tipos de sistemas empregados.

2.1.1. Sistema de analise entalpimetrica

0 sistema empregado esta representado em dia-

grama de blocos na figura 2.1

Registrador Pontse de Senspr  de Célula

Potenciomdtrico Whastastone

Tamperatura de Raagaon

FIGURA 2.1.- Diagrama em blocos do sistema entalpime-

trico para as determinagoes analiticas.

A célula de reagao & um frasco Dewar especial-
mente construido, de volume total igual a 100 ml. Uma tampa
de Vidru, com as mesmas caracteristicas isoclantes do frasco ,
permite a vedagao do mesmo e apresenta dois orificios : um -
para o termistor e outro para a passagem da solugao reagente.
Um dispositivo para promover o rapido equilibric térmico en-~
tre as solugoes de amostra e de reagente € incluido no siste-
ma; consiste de uma espiral de polietileno de 1,2 m de compri
mento e 2 mm de didmetro interno, enrolada de modo a caber no
interior do frasco Dewar e mantida fixa por meio de uma fite

plastica guimicamente inerte. 0 volume da mesma € suficiente
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para conter 2 ml de solugaoc reagente. Detalhes da celula de

reagaoc e sgus acessorios podem ser observados na figura 2.2.

A homogeneizagao do contelddo do frasco de Dewar
antes e durante a rea¢aoc € proporcionada por um agitador mag-
nético Corning PC 351. 0O sensor de tempegratura € um termistor
Ibrape E 205 CE/ P2K2 de resisténcia nominal de 2200 ochms a
259C, O termistor € acondicionado num tubc de vidro de 4 mm

de diametro interno, imerso em parafina liguida.

A ponte de Wheatstone usada & fabricada por -
Leeds & Northrup, modelo n? 4760; & alimentada por uma bateria
de merctirio de 1,35 volts. 0O sinal detectado pelo termistor_
& registrado graficemente num registrador Servogor modelo -

RE 511.

2.1.2 Sistema calorimetrico LKB-8700

0 calorimetro LKB-8700 & do tipo isoperibolico.
A célula de reagao & um frasco de vidro de borossilicato de -
100 ml que contém um termistor e um resistor de 50 ohms para
calibragao elétrica. O conjunto & acoplado a tampa de um re-
cipiente de bronze cromado o qual por sua vez € mergulhado -
num banho termestatizado, cuja temperaturas pode ser controla-

da com precisao elevada.

0 agitador revestido a ouro proporciona a agi-
tagao do conteldo da célula e segura uma ampola de vidro de
1 ml de volume, gue contém um dos resgentes. A ampdla selada
€ guebrada no momento conveniente, pressionando-a por melo de
Um Cursor ‘exierno contra uma ponta de safira colocada no fundo

da célula.

0 termistor { resisténcla de 2,0 . 103 ghms a
259C )} constitul um dos bragos de uma ponte de Wheatstone. O
sinal € detectado graficamente por meio de um registrador po-

tenciometrico.
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Figura 2.2 - Cela ds reagac & acessdrios empragados

na determinagao antalpimétrica de acd-~
Cares.

(A)-conexao do termistor ac circuito -
de medida; {B)-tubo de vidro de prote-
gdor (Cl-tezrmistor: {0)-frasco de Dewar
{E)l-seringa hipodérmica; (F)- ssrpanti
na de polietileno: (G)}-nivel da solugao
contida no frasco de Dewar; (H)-barra
de agltagdo magnatica
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2.2 Reagentes

Os reagentes empregados foram de grau p.a. Sem
purificacgao prévia. 0Os aglcares foram dessecados em linha de
vacuo devido a maior sensibilidade ao aquecimento. Foram pre-
paradas solugoes de periodato de sddio tamponadas em diversos
valores de pH procurando manter a forga i6nica das solugoes ao
redor de 0,5 M. Assim, transferiu-se a para balao volumétrico
de 250 ml : 0,9358 g de NaID4, metaperiodato de sodioc Carlo Er

ba, e mais as seguintes substancilas:

2.2.1 Solugaoc pH 4,8

1,4 ml de acido acético glacial e
2,05 g de acetato de sodio.

2.2.2 Solucée pH 5,2 - 1,6 ml de acido acetico glacial e
7.98 g de acetato de sodio.

2.2.3 Solugan pH 6,0 - B,90 g de [NH43H2P04 e 2,64 g de [NH4]£1P04

2.2.4 Solugao pH 6,8 - 2,87 g de (NH4)H2PD4 g 3,30 g de (NH4}2HP€]4

2.2.5 Solugao pH 6,8 - 1,43 g de (N}'~£4)H2F‘Q e 4,98 g de [;\IH4]2HF’D

4 4

2.2.6 Solugao pH 7,2 - 0,868 g de (NHq}HZPDo, e 5,61 g de [NH432HPDQ

2.2.7 Solucgao pH 7,7 - 4,63 g de [NH43H2PD e 40 ml de solugao N

4
de NaOH
2.2.8 Soplugao pH 9,8 - 3,45 g de K2C03 g 2,50 g de KHCD3
2.2.9 Solugao pH 1,8 - acido cloridrico concentrado suficien

te para atingir pH 1,8 medido aoc po-

tencicometrao.

Além das anteriores as seguintes solugoes foram

igualmente utilizadas:

2.2.10 Solugac tampao pH 7,2 sem periodato - Foram diluidos
em balado volumétrico de 1000 ml, -
4,00 g de £NH4}H2PD4 e 17,57 g de

{NH4]2HPG4, complgtando-s8 o volume.

3
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2.2.11 Solugao de metaperiodato de sodio - Transferiu-se para
o balao de 50 ml, 7,353 g de
HIG4 . 2 HZD g juntou-se 22,5 ml de

solugao 0,96N de NaOH, completando-

s 0 volume.

2.2.12 Sclugao padraoc estogue de aglicares invertidos - Foram

diluldos 9,5 g de sacarose p.a. em
100 ml de agua destilada e juntou-se
5 ml de acido cloridrico concentra-
do. Deixou-se em repouse por 3 dias

g completou-se o volume a 1000 ml.

2.2.13 Solucdo padrao de aglcares invertidos a 0,5 % - Trans-

2.2.14 Solugao de Fehling

2.2.15 Solugao de Cook-Me

feriu-se 50 ml da solugao estoque -

de invertidos para balao de 100 ml,
neutralizou-se com solugac de hidrd
xido de sddio a 20 % usando fenglf-

taleina e completou-se o volume,

modificada por Sexhlet - Esta solu-
ca8o € preparada pela mistura de vo-
lumes iguais de duas outras no mo-_

mento des usc:

Solugao A:- Dissolveu-se 173 g de -
tartarato duplo de sddio e potassio
e 50 g de. . NaOH e dilui-se a 500 ml
com agua destilada. Apos dois dias

de repcuso filtrou-se.

Solugac B:- Dissolveu-se 34,638 g -
de CuSD4 . SHZG em agua destilada e
diluitu~se a 500 ml.

Allep - Transferiu-se 7 g del%%HPD4
e 3 g de oxalato de sodio para um
balao de 100ml, dissolveu-se e cam-

pletou-se& o volume.



ESTUDO ENTALPIMETRICO DA REACKO DE OXIDAGAOD DE GLICOSE E
FRUTOSE PELO TON PERIODATO EM DIVERSOS VALORES DE pH.

Dentre as inUmeras substanciaes gue Teagem com -
os aglcares e passiveis de serem empregadas num método entalpi
métrico de analise, escolheu-se o fon pericdato. Tal preferen
tia se deve nao s6 as razoes ja mencionadas no ftem 1.3, mas -
também por um fator especialmente importante: a magnitude do

efeito térmico que resulta da reacgao.

Ensaios preliminares efetuados com glicose, que
empregavam um sistema improvisado de medida de variacao de tem
peratura, ja evidenciavam que a reagao com o fon periocdato era
exptérmica, com um elevada valor de variagao de entalpia, cer-
ca de B0OD kJ por mol. Esta caracteristica é bastante desejavel

em analises entalpimétricas. QOutros compostos como o sulfato
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de cério foram testados mas nao atenderam as finalidades dese-

jadas.

Uma vez escolhida a reagao era necessario conhe
cer quais seriam as condigoes experimentais mais convenisntes
para obtengao de um sinal de magnitude apropriada e verificar_
o efeito dessas mesmas condigdes na velocidade de reagao. Em-
bora a cinética da oxidagdo j& tenha sido estudada, nao havia
na literatura indicagao sobre a variagao da entalpia durante o
transcorrer da mesma. Desta forma elaborou-se o presente estu
do,tendo em vista finalidadesanaliticas e exploratorias, Em-
hbora a reacao se apresente como um campo bastente atrativo pa
ra estudos cinéticos mais aprofundados, tal enfoque fugiria -

¢os objetivos inicialmente estabelecidos.

3.1. Aspectos teoricos

Seja a reagao de¢ pseudo-primeira ordem abaixo:

Gnde R representa o reagente em excesso adicio-

mado a substé&ncia A e k representa a constante de velocidade -

da reagaon.

Aplicando-se a equagao diferencial da lei de ve

locidade de primeira ordem fem-se que

d( A}
dt

= Kk (A) (3.1)

ou I

dl A
(A3

= - k dt ( 3.2
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Integrando a equagao 3.2 obtem-se:

(A) t
d (A)
= — k dt
(A ) CA) 0

o

fu

In [ A] - ln{A]D = - ki

¢ finalmente

) ~k t
CA) = (A ]D e (3.3

onde { A ) represente a concentragao inicial da
substancia A e (A} a concentragao da mesma existente no tempo

t. A guantidade de "A" que fol consumida no intervalc de tem-

po "t" é

(A = (A) e (A (3.4

T 0

Substituindo a equagao 3.4 na equagao 3.3 ob-

tem-se
- — k £t

(A }r = ( A ]D (1 —e ) (3.5 )

A cinética de uma reacao pode ser estudada veril
ficando-se a variagao de temperatura produzida pela mesma. E

possivel ainda, dividir o efeito térmico total cobservado apos
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um tempo "t" de reagao, A T, em duas partes: uma corresponden
te a uma varlagao de temperatura verificada no tempo zero,AIq,
e outra referente a variagao adicional de temperatura, ATz s

obtida guando a reaqém se completa.

Admitindo-se gque a varilagao de temperatura seja
proporcional & concentragac de reagente consumido pode-se es

crever as equagoes abaixo:

(A} K’ ( AT — AT, ) (3.8)

T 1
C A]O = k' ( AT, ) (3.7

nas guais k' representa uma constante de proporcionalidade

Substituindo-se as equagotes 3.8 e 3.7 na equa

gaoc 3.5 e rearranjando obtém-se:

AT = Kk A T2 (1— @ ) o+ :1‘.T,i ( 3.8)

A dedugdo descrita anteriormente nado inclui o -
efeito das trocas de calor gue ocorrem entre a cela de reagao
e seus arredores. No calorimetro LKB 8700 as trocas de calor
com © ambiente seguem a lei de Newton do resfriamento (703} .

Levando~-se em conta sste processo (71) obtém-se:

— Kk t - E % —
AT . KA T2 ( e - g )y + AT1 o E %
E— k
{ 3.9)
onde:

AT = variagao de temperatura detectada ne tampo t
k = gconstante de velocidade da reagao
E = gonstante newtoniana de troca de calor

AT,= variagao instantanea de temperatura
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AT2= variagao de temperatura, adicional a AT1 .
corrlglde para troca de calor, medida em

tempo infinito.

Conforme citado, em 1.3.2 , & reagao de carboi-
dratos cem o Ion periocdato &€ de segunda ordem mas empregando-
se um excesso de oxidante pode-se considerar a reagao como -
sendo de pseudo-primeira ordem. No presente trabalho procu-
rou-se empregar um excesso de periodato & fim de que a veloci

dade de reacao dependesse apenas da concentragao do agdcar.

3.2 Procedimento

Uptou-se pelo emprepo do sistema calorimetrico
LKB-B8700 para o estudo entalpimeétrico ogidagéo com ion perio-
dato devido aos recursos e facilidaedes gue ele apresenta. A
reagao foil conduzida a 298,16 K nos seguintes valores de pH:
1,8 ; 4,6 5,2 ; 6,0 ; 6,6 ; 6,9 ; 7,2 ;3 7,7 : 8,B. Foram em
pregadas parae ¢ssa finalldade as solugoes tamponadas cujo pre

paro fol descrito no item 2.2.

Adicicncu~se uma quantidade exatamente pesada -
de solucao de acglcar contendo 1 mg por mililitro, atraves de
seringa hipodeérmica, em ampola de vidro aprapriada. As ampo-
ias foram em seguida resfriadas em nitrogénio liguido e sela-
das a fogo,empregando-se 0% acessdrios do sistema calmrimétri

co destinados para essa flnalidade.

Transferiu-se para a célula de reagao do caloré
metra 90 ml de soluqéu tamponada de periodato.' A ampola pre
viamente preparada fol acoplada ao agitador e o conjunto imer
so na solugaoc reagente contida na célula do calorimetro. Efe
tuou-se em seguida o conjunto de operagoes destinadas a colo-

car o sistema em funcionamento.

A massa de aglUcar empregada foi ao redor de 25
mg para a glicose e 15 mg para a frutose. Essa diferenga se
deve a menor quantidade de solugao de frutose colocada na am

pola, tendo em vista a menor establlidade desse agldcar ao
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anuecimento preoduzido durante o fechamento da mesma.

Quando o sistema calorimétrico atinglu o eguili
brio, registrou-se a linha de base durante no minimo por dez
minutos, quebrou-se & ampola promovendo-se o contacto das so-
lugbes de aglcar e de periodato. Registrou-se entaoc o efeito
térmico resultante e foram obtidas curvas de variagao de tem-
peratura em fungao do tempo, empragando-se um fundo de escala
no reglstrador de 2 V e velocidade de papel de 1 cm/min.
Mediu-se diretamente sobre o papel do registrador, com regua
graduada em milimetros, a distancia entre os pontos do prolon
gamento da linha basica & os pontos da curva em intervalos de
tempo de 30 segundos. Us dados experimentais foram ajustados

a equagao 3.9, empregando-se um programa multiparametrico -

de ajuste de curvas em linguagem BASIC (72),usandb-se um com-

putador PDOP-10.

3.3 Resultados obtidos

Nas figuras 3.1 a 3.6 sao apresentadas algumas
das curvas obtidas no presente estudo gue ilustram o comporta
mento do sinal entalpimétrico na faixa de pH em investigagao.
0 desvio padraéoc absoluto para o ajuste dos resultados experi-
mentais foi cerca de 0,03 mm tanto para a glicose como para a
frutose. Isso Indica gqus as constantes de velocidade obtidas
podem ser empregadas para as finalidades pretendidas com um -
grau de confiabilidade bastante rezcavel. A tabela 3.1 mos-
tra uma das tabulagtes desses dados fornecidas pelo computa-
dor. Os parametrosV(41), V(2}, V(3} e V(4) se referem respec
tivamente aos parametros k, AT, ., AT2 e E. As demals tabgla-

1
goes sao apresentadas no apéndice .

Os resultados de malor interesse obtidos deste
gestudo podem ser apreciados observando-se a tabela 3.2, onde
AT_ representa & variagdo de temperatura observada 5 minutos

5
apés o inicio da reacao.
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TABELA 3.1 - Dados tipicoes do ajuste dos resultados experi-
mentals de oxidagao da glicose em pH 6,0. Mag

sa de aglcar empregada igual a 26,37 mg.

-

-
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verifica-se pelos dados apresentados na tabela
3.2 gue na faixa de pH ao redor da neutralidade se obtém con
digoes mais apropriadas quanto a magnitude do sinal para a -
glicose & frutose; em relagao % velocidade de reagao a regiao
favorece a glicose. Para a frutose as constantes obtidas em
pH proximo a 7 sao similares 3s da glicose, embora inferiores

3 verificada em pH 5,2.

Em consequencia do exposto, conclui-se gue o -
pH mais favoravel para a reagéo de glicose e frutose serem

aplicadas num método entalpimétrico esta entre 6,8 e 7.2,

TABELA 3.2 - Efeitoc do pH sobre a constante de velocldade g

variagao de temperatura da reagao de frutose e

glicose com o fon periodato.

GLICOSE FRUTOSE

i ATB(cm/milimmD k- :?2 ATS[cm/milimol} Ko 102

(s-13 (s-1
1,80 20,00 0,757 48,25 2,518
4,80 27,50 0,260 57,58 3,000
5,20 40,11 0,288 64,89 3,940
E,00 82,80 0,766 62,87 2,707
6,60 88,21 0,916 75,54 1,177
6,90 85,72 1,223 74,81 1,250
7,20 82,79 1,384 74,44 1,438

7,70 78,27 0,933 69,64 1,652

9,60 32,18 0,124 33,54 0,288




.45,

g7 HO wa i
ojepotied uOF woo 8s8c0}13 8p oplepixo 'y opygo ewesBodieguny - *1tg wanBiy

ot

&3

or

4]

[}

QL

ci

o -

J.ff

ce

0%

03

UFuwig -

03




.46,

879 Hd we
ajepotaacd uo} woo 8scoll® sp oelepixc eu opYjgo cweldodiejuy - ‘zep eandyg

=] o
.
4
e
e [ R U R I — @ -
3] o 5]
£
fal]
. . - . 3
3 3
% P
©< i
i
i
m f
. ot a . 2
. 31 & (5] N
w w Y e L] '
1
A !
n
| 8 3
! ! :
“ 4 i m,
H i ! l i
! H i
H H !
i ; :
i - . - I P . 1 "
i = i 1 i T . .
' 1 - : - 1 H :
i ; H m m :
m Lo
i | ! :
i i .
H i t ‘
s i - “? H b1 ! 4 i
: : i
W ! m i i ! i ‘
P i d ;
W “ _ R P
i : H i .
j upu : P o
R i SRR U I S g _ e wr : ! - i
: o & &1 i ; 1
i 3 -t | ! i
i i [ !
i i m m
_ 3 i H
_ - ! = ; i :




. g'‘g Hd we
ojPpoTLed woy woD @s00318 ep osdepyxo eu ORYIND puwelBedieguy - 'g'g eanBr4

0

fo
98 L7 0§ N
el

Ge
/
[$3

i
%
08
4
55

- - o 8
. H i
o P
i
H
S 1 R Rl s el 3 P I
: , 1 | H i
: f _ H
i i !
: !
i H :
LT P [ R g o ; &
! i i
3 i !
m ;o i
i i . ]
H i i
; s o " i I - - Lt i -
A s S TR 2 “
H H N
i i
|




¥

8L He wa
ojepofded w0l woO 8S03NJ3 8P ORMEPIX0 eu opTqo eweadodyejuz - tpg edndiy

= ~ i
2
—— IR
o2 N
5
_ o 1 .
= =] <
EN i -
e .
o H
s \
[~ . ¢
t2
b= % S
N
///
8 ey e 53 —_—
i — -
i
)
! w
- f
— [
=] <3
.
!
=2 [ s : M
£ F£1 8
¢
!
. H
w
i i
- ] [ Y - m
! = 3 - t i
i |
! H

Cod _ ” ;

: o ! 1

u, i

i - i i

H 3 i

M oo o) : :

i 1 H

! ; . ;

i i ' H

m | , : ; w

i . ; ;

1 - . i [

H - @ t ! f
: & o i i !
: i ] :

| | ¢ :

! I i i :

P, L

i ! ! H o I i

i !

} [=3 - B ' W i m |
u* D . U g : 3 i ; H i !
3 i | i : i !
= w ! w i : | i
: i i . |
& i : i | !

i : i

R _, IR

. ' : : ]
= B S R R N R




= ’ g9 pyd ws

cjepoTisd LOY WOD BE0AI} 8P 0eSBPTX0 BU DPTIGO puesBodTeIus - *g g eandig

T m - 1 m -
O N .
2 3
= | ;
v i r
. n - 4 .
o nu,U =] ! =
=1 i
o . ) .
«y 1 n
4+ ! _
i
12 (=3 i H I
fus] H
(o] 1 _ =
|
1
3 3
S - - : 8
£ — o dm -
=3 . =13 / . i i)
I’!l.ll‘ll-’l
i - i - Tr
2 & 21 @ = o
.
} . i
| i
| i |
! : ﬂ
1
oS —— VNP IR S R S , 3 i o3
(=) = i L=l
: |
i
! i
b
- . R - -1 . =
4 a X ; ]
- [ FUU PP 4 o= .
8 8 : a
-
! 1
-~ - - 3 s Ju— .
3 VT € 8 s
: t
. - H —
] i o {




.50,

g’ Hd we
cigpoTJed woF wWOD &803NZ4 Bp oedepyxa bu OpPTIqe ewealodieiul - vgef RINETS

93 Lr G N 20

ha
3
H o
- - <3
'
! .- 4 - - . "
. B~ . Cr
3
I
1
i
: Y o .= [
1 B | & &
i }
i b |
i . ' ¢
: i '
__ o .
! £=1 i o
' . m
1
'
i
.
: . -1 i -t
! ¢ L=l €
: ; :
: i
H .
e . . . o - fF]
. b E &
Lo
. v
| ISR - “«
'y L] 49
tuRwt g 51 ’ 2 e
i
. i . 1
- N 1 L
- . 3
a .
- . =
o =
¥




4. DETERMINACAO ENTALPIMETRICA DE MONOSSACARIDEOQS

Com base nos estudos precedentes, optou-se pelo
emprego da solugao tampao de fosfato pH 7,2 para controle -
das condigbes da reagao de oxidagao de agicares pelo fon perio
deto. As determinacgCes passaram a ser efetuadas nc sistema -
entalpimetrico descrito no ftem 2.1.4, visando estabelecer uma
metodologia analitice simples e de baixo custo, baseada no -
efeitoc termico originado pela reagao. Foram estudsdos os se

guintes aglUcares: glicose, frutose, arabinose, xillose e ribo-

se, verificando-se a dependéncia entre o sinal originedo pela

variagao de entalpia da oxidagado e a concentracgao.
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4.1. Efeito da diferenca entre as temperaturas ini-
ciais das solucoes reagentes.

Um séric problema nas analises entalpimetricas
& a troca de calor gue ccorre na mistura des solugdes reagen-
tes a diferentes temperaturas. QOrigina-se assim, um sipal -
adicional ao registro da variagdo de temperatura devido a -

reagao.

Poder-se-ia utilizar um sistema geminado no gual
o efelto térmice da misturae fosse compensado; isso entretanto
exigiria a manipulacédo de dois sistemas identicos, o uso de
termistores "casados” e a espera de um tempo consideravel pa-

ra que todos os compecnentes do sistema estivessem nas mesmas

condigoes experimentais. Outra possibilidade seria esperar -
que as solugoes atingissem a mesma temperatura e depois mani-
pulé-las com o cuidado necessario para manter essa condigao.

Entretanto, o presente trabalho objetiva a elaboragao de uma

metodologia simplificada para a determinagao de aglcares e
gque possa ser aplicada em andlises de rotina. Essas duas con
digoes eliminam as possibilidades citadas para contornar o -

problema em guestao.

Procurou-se um meio mais pratico de se eliminar
o problema, construindo-se uma serpentina de polietileno des-
crita no Item 2.1.1 na qual se colocava um dos reagentes. Imer
gindo a serpentina no contelido do frasco Dewar, sua extensa -

2, possibilita o rapi-

superficie de contacto, cerca de 30 cm
do equilibrio térmico entre as duas solugdes antes gue a rea-
gao ocorra. U teste descrito a seguir, demonstra a eficien-

-gla desse procedimento.

Transferiu-se para o frasco adiabatico, gue faz
parte do sistema entalpimétrico descrito no ftem 2.1.1, 50 ml
de dgua destilada a 22 °C. Fechou-se o mesmo com a tampa -
apropriada, fazendo com gue o termistor mergulhasse na agua e
acionou-se ¢ agitador magnetico. Iniciou-se entao o registro
da linha de base, gue corresponde ac trecho AB da figura 4.1.
Durante esse intervalo, adicionou-se 2 ml de agua destilada a

33°C a serpentina, introduzindo-a rapidamente no frasco Dewar.
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Observou-se &ntao,uma rapida deflexao da pena do registradoer
e a retomada do equilibrio. Quando a agua contida na espiral
& expulsa, ponto C da Ffigura 4.1, nao se detectou efeito tér-
mico algum. Outros testes efetuados com agua & diferentes -

temperaturas produziram resultados similares.

Na pratica as solucGes reagentes nao estarao a
temperaturas tac diferentes quanto as provocadas nesses testes
0 Ygue sugere gque o equilibrio térmico ocorrera entac instan-

taneamente.

4.2. Efeito da entalpia de diluigao

No sstabelecimento da marcha analitica da deter
minagdo entalpimétrica de aglcares estabeleceu-se que seriam
adicionados inicialmente ao frasco Dewar a sclugaoc tampao de
fosfato ® a splugao de aglcar, enquanto gue a solugao de perio
dato seria adicionada através daserpentina. A razac para as-
sim se proceder 8 gque comoc a solugao de periodato & adiciona-
da em excesso nao haveria preocupacao com uma eventual reten-
cao de algumas gotas da mesma na espiral, quando fosse deslo-

cada para dar inicioc a reagao.

A gquestao gue se apresentou a seguir fol a for-
ma em dque seria adicionado o fon periodato: se atraves do écé
do periddice ou do meta-periodato de scdio. 0O acido, por ser
mais soldvel, permite o preparc de solugoes mais concentradas
enguanto que o sal apresenta menor soclubilidace. A escoplha -
entretanto, dependeria de um fator mals importante: a entalpia
de diluigaoc da soclugao de periodato na solugao tampao de fos-
fato. Se a entalpia de diluigao representa uma fragao muito
aprecigvel do efeito térmico total medido, aumenta-se a impre
cisao na medida da variacaoc de temperatura correspondente a

reacan em estudo.

Faoi entan observado gue um volume de solugac de
periodato de sddiv & 10% ao ser diluido na solugdo tampao de
fosfato provocava um efeito exotérmico, enguanio gue o mesmo

volume de uma solugaoc a 10% de acideo periodico provocava um
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Figura 4.2. -Efeitos térmicos referantes a diluigao

das solugdes abaixoe em tampao de fosfa

to pH 7.,2.

A -1ml de sclucao a 103% de mataperioda
to de sodio
B -1ml de solugdo & 5% em metaperiodato

de sédio & %% sm écido periddico

C ~1ml ds so;udéa & 5,4% em metaperio-
dato de sfdio e 4,5% em dcldo perid
dico

0D -1ml de solugao & 10% em dcldo perid

dico.
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efeito de magnitude similar mas endotérmico. Ficou indicado
gentao, que uma mistura de ambos poderia pornecer uma soiugéo_
de fons periodato com uma entalpia de diluicgao despresivel.
Foi efetivamente o que se constatou, conforme pode ser obser-
vado na figura 4.2. Posteriormente passou-se a preparar a so
lugédo de periocdato pela neutralizagao parcial de uma solugao
de &cido pericdico com solugdo de hidréxido de sodio, obtendo-
se os mesmos resultades. O preparoc desta solugao € descrito

ne 1tem 2.2.

4.3, Desenvolvimento da marcha analitica para a de-
terminacao de aglcares isolados

Como resultado dos estudos anteriormente descri
tos fol estabelecida uma metodologia analitica para a determi
nagcao entalpimétrica de aglcares usando o sistema entalpimetri

co ja descrito.

4.3.1. Obtencao das curvas de calibracao

Foram preparadas solugoes de glicose, frutose,
arabinose, galactose, xilose e ribose contendo 5 mg/ml. Adi-~
cicnou-se ao frasco Dewar, 50ml de solugao tampao de fosfato -
pH 7,2 , mais um volume de solucgac padrao de agﬁcar‘de ate 4

mi e agua destilada para perfazer um volume total de 55 ml.

Trangsferiu-se para a serpentina de polietileno,
2 ml de solugdo de periodato, conectando-se a ponta de uma pi-
peta a um segmento de plastico flexivel colocado na extremida-
de da serpentina. A solugao preencheu a espiral sem extrava-
sar; logo apds, a serpentina foi mergulhada na solugao contida
no frasco de Dewar. Fechou-se este Gltimo fazendo com que 0
termistor ficasse mergulhado na sclugaoc reagente e gue uma das
extremidades da sepentina permanecesse do lado de fora do fras
co adiabatico. Ligou-se o agitador magneético e apds dois minu

tos de espere registrou-se a linha de base durante cince milnu-
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tos. Conectou-se em seguida a extremidade de uma seringa -
hipodérmica de 10 ml & extremidade externa da espiral, através
do mesmo adaptader usado anteriormente para & pipeta e injetou-
se vagarosamente 10 ml de ar, promovendo o deslocamento da so
lugado de pericdato e dando assim inicio a reagdo. Registrou-se o si
nal referente a variagao de temperatura durante pelo menos -
seis minutos. A velocidade do papel empregada foi de 1 cm por

minuto , com um fundo de escala no registrador de 5 mV.

A medida do sinal entalpimétrico obtido foi efe
tuada com uma régua comum, graduada em milimetros, medindo- se
a distancia vertical, apds cinco minutos de ragao, entre o
prolongamento da linha de hase e a curva obtida. A figura -

4.3 ilustra o procedimento descrito.

4.3.2 Resultados obtidos

Entalpogramas tipicos sao mostrados nas figuras
4,4 , 4,5 e 4.6 , para vs aglcares estudados. Nas figuras
4,7 e 4.8 sav mostradas as curvas de calibragac,evidenclando a
correlagaoc entre as guantidades de agucar e os sinais corres-_
pondentes, medidos apds cinco minutos de reagao. A escolha -
desse intervalo de tempo para se medir o sinal foil feita levan
do-se em consideracao as caracteristicas da reagao de todos os
agUcares estudados; conforme o caso, pode ser escolhido um tem-
po menor sem prejuizo da precisao. A magnitude dos efeitos -
térmicos obtidos sao mostradeos na tabela 4.1 , como média de -
tres repeticoes, juntamente com o erro padrac da media corres-

pondente.

Uma vez determinadas as equacgOes de regressao -
linear, correspondentes as curvas de calibragao de cada agucar,
determinou-se a concentracaoc de solugdes puras de aclcar. Us

resultados sao mostrados na tabelea 4.2.
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- Variagao de temperatura medida em milimetros apos

cinco minutos de reagédo de oxidagao de varios agd

cares.

Composto Massa em miligramas
5 10 15 20

glicose 25,6 £ 0,4 49,3 + ,3 71,1 £+ 0,6 83,8 £ 1,2
frutose 23,5 £ 0,3 44,3 * 0,B 84,5 + 0,8 83,2 + 0,2
arabinose 28,4 £ 01 52,7 * 3,3 76,7 + 0,68 101,3 + 0,7
xilose 26,3 £ 0,1 51,4 £ 0,2 74,6 £ 0,8 100,17 £ 0,6
galactose 21,1 = 0,4 40,1 £ 0,5 57,06 + 0,5 75,1 = 0,7
ribose 8,6 £ 4,2 15,9 £ 0.4 21,8 = 0,2 28,3 + 0,3

TABELA 4.2 - Determinacao de aglcares em solugbes puras, eEmpre

gando-se a metodologia proposta.

guantidade

gquantidade de

erro

Composto tomada ( mg ) terminada [ mg ) relativol % )
arabinose 12,50 12,886 + 1,3
frutoss 7,50 7,43 - 0,98
galactose 12,00 12,20 + 1,7
glicose 2,50 2,48 - 0,4
ribose 17,50 17,56 + 0,3
xillose 13,50 13,41 - 0,7
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Figura 4.7 - Curvas de calibragao de ribose, galacto

ss o arabinose. 0 sinal entalpimetrico

foi medido apos 5 minutos de reacgan.
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Figura 4.8 - Curvas de calibracao de frutose, glicose
e xilose. 0 sinal entalpimeétrico foi me

‘dido apds 5 minutos de reagao.
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4.4. Determinacao simultanea de glicose e de frutose

A andlise de misturas de glicose e frutose, vi-
sando a determinagao de cada um dos aglcares individualmente ,
apresenta grande interesse por serem ¢e ocorréncia generaliza-
da na natureza. Por outro lado, conforme seréd posteriormente
discutido no capitulo 5, produtes industrials obtidos no pro
nessamento industrial da cana-de-agucer sao anallsados guanto
a seus teores de acglcares totails e podem eventualmente reque-

rer a determinagaoc de glicose e frutose distintamente.

Um dos meios de se efetuar a determinacao simul
tanea desses acglcares & atraves da andlise cinetica (73). Os

métodos cinéticos sao afetadas por diversos fatores como tempo

de analise, composicgao da mistura e relacao entre constantes -
de veloccidecde. Ambos o5 cemponentes da mistura a se analilsar
devem reaglr com um mesmo composto a velocidades apreciavelmen
te diferentes ( 74 ) e sua aplicagdo ao presente estudo nao dis

pensa esse requisito.

Examinando~se os dados apresentados na tabela
3.2. verifica-se que a maior diferenga entre as constantes de
velocidade de oxidagado de glicose e de frutose pelo ion perio-
datp ocorre em pH 5.2. Desta forma,procurou-se avaliar a po-
tencialidade da aplicacé@o da andlise cinética as determinagoes
de glicose e de frutose em determinagbtes entalpimétricas por -

injegac direta.

0s cédlculos foram efetuados por dois metodos -
(74 }: um deles usando a medida de variagao de temperatura efe
tuada apds um determinado tempo de reacgao(método de ponto uni-
co)l & ocutro no qual sao efetuadas duas medidas da varig
cac de temperatura correspondentesa intervalos pré-fixados (mé-

todo de dois pontos).

4.4.1. Aspectos tedricos

1 tratamento descrito a seguir baseia-se nos -

trabalhos de Garmon e Rellfley (75) e de Lee e Kolthoff (747 .



.56,

Admita-se que na oxidagao de uma mistura de gli
cose e frutose peloc fon pericodeto possa ser aplicada a equa-
gao 3.5 a reagaoc de cada aglcar, adotando-se as mesmas con-_
vengoes g justificativas apresentadas no item 3.1. Desta -
forma tem-se

-k
(), = (6} ( 1- e "6 ty (4.1)

“kE t) (4.2)

{F) =  [F) {( 1 -8

T O

onde "G" e "F" representam glicose e frutose respectivamente.

Em termos de variacac de temperatura as esquagoes

4,17 e 4.2 podem sSer expressas COMD &s Jue 5e SEguem:

-k~ t
= ' — G L]
ATG k (G)D ¢ 1 8 ) { 4.3}

ATF = k'’ [F]Q ( 17— e F ) {4.4)

nas quais k' representa uma constante de proporcionalidade.

0 efeito térmico total "ATt" , verificado num
num dado instante pode ser expresso pela soma dos efeltos téE
micos verificados na oxidagao de cada aglicar isto &, pela so-

ma algébrica das equagoes 4.3 e 4.4. Portanto tem-se

. _ t
BT, = K (B)_ (1~ 6ty v kP (M- Ke™)
[ 4.5)

Conforme citado anteriormente, dois sao os pro

cessos de calculo e que a segulr serao considerados separada-

mente.

A - Método de ponto Unico

Neste case, representando-se a concentregao de
aglcares totals, ou seja glicose mails frutose, por {3) e di-

vidindo os membros da equagaoc 4.5 por esse parametro obtém-se:
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STy “hg t 16) ket (F)

[ 4.5)
£s) [s5)

Indicando as fragdoes molares de glicose e fruto
se por "XG“ 2 ”XF“ respectivamente, substituindoc na equa-_
cado { 4.6 ) os termos gue lhes correspondem e rearranjando-a& -

resulta que:

‘ et .
AT . -k b ‘h{: % G
—h e e k(12 @ BTy [k'( 1 - 8 ) — k' (1~ & ) Xe t4.7)

pu simpiesmente

AT
= A+ B X (4.8

(s

Conclue-se pelo exame da equagao 4.8 que o efel
to térmico obtido na oxldacao de uma mistura de glicose e fru
tose, dividido pela concentracao de agucares totals da mesma
node ser expresso como fungao linear da fragao molar de frutp
se. 0 efeito térmico total deve ser medido um intervalo de
tempo "t" apropriado & gue pode ser calculado pela BOuUacao -

abaixo de lee e Kolthofg (74):

In K. /k
t = & F (4.3)

B - Método de dois pontos

Retomando a equagao 4.5 pode-se efetuar no en

talpograma obtido, medidas de variacgao de temperatura em -
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dois intervalos de tempo distintos, ambos contados a partir do

1] n il

e n e

inicio da reagao. Designando esses intervalos por "m
englobando os termos (ue permanecem invaridveis uma Unica cons

tante "K" obtém-se o sepuinte sistema de esguagoes:

ATm = KGm { GJD + KFm ( F]D - (4.10)

Aq{n B KGn [G)o v KFn (F]D {4.11)

no qual, desde que se obtenha previamente as guatro constantes

"K", as unicas incbgnitas sao as concentracoes de glicose e -

frutose na mistura. As constantes "K” sao obtidas medindo - se
a variagao de temperatura em entalpogramas de solugbes puras -
de cada acgUcar em intervalos de tempo "m” & "n". Sao emprega-

das para essa finalidade as equagoes 4.10 e 4.77 .

4.4.2 Procedimento

A marcha analitica adotada nesse estudo & simu-
lar a descrita no ftem 4.3.71. Substitul-se o tampao pH 7,2 pe
1o tampao pH 5,2 e empregou-se uma solucaon de periodato de 56~
dio a 5% como oxicdante,pois foil a gue produziu menor efeito -
térmico de diluigao. Foram analisadas solugoes puras de glico
se e frutose além de misturas destes agtcares, perfazendo sem-

pre 15 mg de agucares totails.

4.4.3 Resultados obtidos

A - Métode de ponto Onico

Substituindo-se na equacao 4.8 as constantes de
velocidade de glicose e de frutose em pH 5.2 , apresentadas -
na tabela 3.2,cbserva-se gue o tempo 6timo para medida do sinal

nos entalpogramas obtidos e de 70 segundos aproximadamente. -
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Por facilidade, foram efetuadas medidas apos 1 minuto de rea-
gao; 0s valores de AT,, medidos em mm , tanto para as solugoes
puras como para as misturas sap apresentadas na tabela 4.3 co-

mo média de trés repetigoes.

Us valores de AT1 para a solugao de glicose -
( XF = 0 ) e para solugao de frutose ( XF = 1 ) possibilitaram
o caédlcule das constantes "A" e "B" da eguagao 4.8 e assim fol
possivel calcular as fragoes molares de frutose nas misturas -

dos agtcares , mostradas na tabela 4.3.

Deste forma, verifica-se gue tendo conhecimen-
to prévio do teor de aglcares totais numa mistura de glicose e
frutose, pode-se determinar os teores de cada um dos aglUcares.

A determinacao dos aglcares totals pode ser efetuada por um

método analitico, entalpimetrico ou nao, em separado.
Uma vez de pnsse do teor de agucares totals e -
da fracgao molar de frutose na mistura torna-se imediato o céi

culo da concentracac de cada um dos aglcares.

TABELA 4.3 - Determinacao simultanea de glicose e de frutose

em misturas peloc método de ponto Unico.

Massa cde agucares na mis

tura { mg) AT, Ke X
Glicose Frutose {rmm ] calculado
0 15 45,9 1,00 -
1h G 16,0 0,00 -
7,5 7,5 31,0 0,50 0,50
9,0 6,0 28,8 0,40 0,43

&,0 9,0 34,0 0,60 0,60
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B - Metodo de dois pontos

Nos entalpogramas obtidos na oxidagao de solu-_
goes puras de glicose e frutose, bem como nas misturas destas,
foram efetuadas medidas apos 3 e 5 minutos de reagao. Com as
equacgoes 4.10 e 4.11 foram inicialmente obtidas as constan-
tes "K"; em seguida calculou-se as concentracoes de glicose e

frutose, empregando as mesmas sgquagoes citadas.

Na tabela 4.4 sao spressntados os valores de
variacao de temperatura e os teores calculados dos aglcares co

mo média de trés repetigoes.

TABELA 4.4. Determinagao simultanes de glicose e de frutose

em misturas pelo metode de dois pontos.

Massas dos aglcares pre- AT AT Massas calculadas dos
sentes na mistura (mg ) 3 5 aglicares [ mg )
{mm} {mm)
Hlicose Frutose Glicose Frutose
0 15 53,3 53,3 - -

15 0 25,7 32,4 - -
7,5 7.5 38,4 42,2 8,2 8,1
§,0 6,0 36,3 39,3 7,3 5,7
8,0 8,0 41,0 42,8 4,0 g,bB

4.5 Discussao

A técnica & o sistema de analise entalpimétrica
propostos mostraram gue € possivel determinar-se monossacari-
deos através de marcha analitica simples, rapida e precisa, ba
seada no efeito térmico da oxidacdo desses compostos pelo ion
periodato. Deve ser ressaltada especialmente a simplicidade -

da instrumentacgao adotada gue, excegao feita ao termistor, po

de ser constituida por equipamentos accessiveis, de fabricacgao
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nacional ou mesmo construidos peloc proprio analilstae, como a =
ponte de Wheatstone. De fato, uma ponte elaborada com compo-

nentes comumente encontraveis no comércio forneceu resultados_
idénticos agqueles obtidos com o aparelho descrito no Item 2.1,

usado neste trabalho.

0 emprego da espiral de polietileno psra igua-
lar as temperaturas das solugodes reagentes possibilitou contor
nar com sucesso uma das desvantagens da analise entalpimétrica,
gqual seja a necessidade de Que es5sas solucoes permanecam algu-
mas horas no mesmo ambigente para atingirem temperaturas seme-
lhantes no momento da determinagdo. Analises de rotina tornam

se viaveis com o dispositive preconizado no presente trebalho.

Conforme citado anteriormente nao se utilizou a

reagao de oxidagao em toda sua extensao; isso entretanto nao -
constitui obstaculo nas determinagoes efetuadas. Pelo exame -
dos entalpogramas mostrados nas figuras 4;6 a 4.8 wve-se gue
para & maior parte dos aglicares a elevagao de temperatura apos
alguns minutos de reagdo & lenta; a velocidade do papel do re-
gistrador empragada permitiu a obtengao de sinais similares aos
gue seriam obtidos numa reacgao rapida. Us entalpograms da ga-
lactose foram o0s gque mais se afastaram desse comportamento, bas
tante evidente para os demais aglcares estudados, principalmen

te na ribose.

A pequena magnitude dos sinals obtidos para a -
ribose parecem refletir o efeito de arranjo estérico dos grupos
0K em sua molécula conforme foi discutido no Item 1.3.2. Dig-
na de mengac & a semelhanga de comporiamenic da arabinose e da
xilose, gue produziram sinals de magnitude praticamente idénti
ca.

Os dados das tabelas 4.1 & 4.2 evidenciam a -
boa precisdo obtida no estudo com solugoes puras, justificando
a aplicagao da marcha analitica proposta na analise de carboi-
dratos. A reprodutibilidade das medidas apresentadas na tabe-
1z 4.1 6 de 1,5 % e o erro relativo mostrado na tabela 4.2 &
em média 0,9 %. A mesma precisao & relatada por Bark e Prachka
baipul ( 29} pera seu métode termometrico de determinacgao de
carboidratos isclados. Entretanto, a metcdologia desenvolvida

no presente trabalho é mais simples g mais rapida.
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Com relacao a determinagéo simultanea de glico-
se e frutose, guando se empregou o método de dois pontos as
medidas foram efetuadas em diversocs intervalos de tempo de rea
cédo, sendo gque os resultados mais favoraveis foram aguelos re-
ferentes & 3 e 5 minutes. Entretanto, a exatidao obtida foi
inferior aguela referente ao método de ponto Gnico. Neste (41-
timo, o procedimento analftico envolve a determinagao conjunta
do feor de aglucares fotais; isso entretanto, nac representa -
maicr problema pois as opgoes para se efetuar a determinagao -

de glicose & de frutose em misturas desses aclcares sao mMOIo0sas

g complicadas.

Resgsalte-se contudo;que a aplicacac de metodos
cinéticos em conjunto com a entalpimetria de injegao direta -
exige um maior numero de resultados experimentais e sua aborda

gem no presente estudo constitul apenas uma verificagcao das -

mossibilidades des andlises entalpimetricas.



DETERMINACAO DE ACUCARES TOTAIS EM PRODUTOS DE PROCESSAMEN
TO INDUSTRIAL DA CANA-DE-AGUCAR.

Um dos objetivos do presente trabalho fol esta-
belecer um método de determinagao de aglcares totais em caldo
de cana e produtos de sua concentragao, principalmente gquando_

tais materiais se destinem a fabricagdo de alcool etilico.

A determinacao de agicares totals & de especial
interesse no controle da matéria prima para fabricagao de &1-
coocl. Como os agtcares gue predominam na cana sao a sacarcse,
glicose e frutose, a analise de aglcares totais se resume por-
tantoc na determinacgao conjunta de glicose e frutose apos a in-

versao da sacarose.

Desta forme,analisou-se o teor de aglcares to-
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tais em caldo de cana e melago por entalpimetria de injegeao di
reta, segundo a marcha analitica elaborada a partir dos estudos
descritos anteriormente, comparando os resultados com agueles

obtidos pelo metodo volumétrico de Lane-Eynon conforme o proce

dimento descrito pela ACAC (66 ).

5.1 Determinacgoes enta1pimétricas

5.1.1. Curva de calibragao

A curva de calibragao usada no calcule das con-

centragdes de aglcar pelo metodo entalpimétrico foi obtida conm
solugac padrao de invertidos, isto € soclugao contendoc quanti-
dades equivalentes de glicose & frutose. O emprego dessa solu
gao pode ser justificado pois apos a invefséo da sacarose as

gquantidades de glicose & frutoese nos produtos a analisar sao

bastante proximas, principalmente em caldo de cana.

Assim sgndo, foram transferidas para o frasco -
de Dewar, aliguotas varidveis de solugao de agidcares invertidos
contendo 5 mg/ml, cujo preparo foi descrito no item 2.2. ate
uma guantidade méxima de 20 mg de aglcares. Procedeu-se em SE

guida de maneira idéntica a descrita no ftem 4.3.7.

5.1.2. Analise de aclcares totais em caldo de cana.

Giluiu-se 10 ml de caldo de cana bruto, livre -
de impurezas grosseiras a 100 m1 com agua destilada, em balao
velumeétrico. Filtrou-se em segulda atraves de papel faixa -
azul obtendo-se uma soclugac limpida. Transferiu-se 25 ml do
filtrado para balao de 100 ml , juntou-se 5 ml de é&cido clori-
drico aproximadamente B M e deixou-se em repouso por 24 horas
para a inversao da sacarose, tempo considerado como suficlente
se a temperatura ambiente estiver entre 20 e 25 *C ( B8 ). Apos
gsse periodo, neutralizou-se com solugdo de hidroxido de sddio

a 20% nc inficio e a 5% no final, usando fenclftaleina como in-
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Transferiu-se 2 ml de solugaoc de amostra inver-
tida para o frasco de Dewar, juntou-se 3 ml de dgua destilada
g procedeu-se come no item 4.3.1. Mediu-se o sinal apos 5 mi-
nutos de reagao e calculou-se a porcentagem de agucares totals

usando a curva de calibragao obtida em 5.1.1.-

5.1.3. Analise do melago

Foram pesados 8,00 g de melago, diluidos e trans
feridos para balao de 250 ml. Juntou-se em seguida 3 ml de -

solugao a 10 % de acetato de chumbo, agitou-se e apos alguns -

minutos adicicnou-se 2 ml de solucao de Cook-Mc Allep. O volu
me fol completado e a ﬁmlugéq filtrada em papel Whatman n® 1 -

ou equivaiente, desprezando-se as primeiras porcoes do filtrado

Tomou-se entaoc 25 ml de solugac clarificada e -
filtrada,transferindo-os para balac de 100 ml; juntou-se 5 ml
de solugao de HCl aproximadamente 6 M e procedeu-se cocnforme -

descrito no item 5.1.2.

5.2. Analise de acgucares totais pelo metode volume-
trico de Lane-Eynon.

G procedimento adotade fol o descrito pelo ma-
nual da ACOAC (66 ), exceto gue no caso do melago efetuou-se a
clarificagédo com solugado de chumbo, tratamento este nao previs

to no referido procedimento.

Tanto o método entalpimétrico como o volumétri-
co foram padronizados com a mesma solugao padrac de invertidos
e as determinacoes foram efetuadas pelos dois métodos nas mes-

mas solucoes de amostra.
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5.3. Resultados obtidos

5.3.1. Curvas de calibracgao

Nos entalpogramas correspondentes as oxidagoes
de diferentes guantidades de aglcares invertidos foram feitas
medidas de sinal em diferentes intervalos de tempo. Conforme
pode ser observado na tabela 5.1., boa precisao € conseguida
em medidas efetuadas apds 2 minutos de reagao. Precisoes 131
geiramente superiores foram obtidas medindo-se o sinal ental-
pimétrico apds 5 minutos de reagao; apos esse intervalo de -

tempe a magnitude do sinal tende a permanecer constante.

Conclui-se que, embora medidas mals precisas se
jam obtidas apos 5 minutos de reacao, resultados bastante sa-
tisfatdérios sao conseguidos num intervalo de tempo menor, o -
gue deve ser levado em consideragao se um grande nimero de de

terminacoes deve ser feito.

Quanto & linearidade nota-se gue para interva-
los de tempo inferiores a 5 minutos obtém-se uma perfelta re-
lagdo linear com coeficiente de correlacao malor gue 99,8% ,
para teores de invertidos de até 20 mg,; se a medide do sinal
entalpimétrico @ efetuada com tempo de reagaoc superior a 5 mi
nutos se observa um ligeiro desvio da linearidade para quanti
dades de aglcares invertidos superiores a 15 mg. A figura -~

5.% ilustra esses efeitos.

Ressalte-sg ainda que o coeflcilente linear das
equacoes de regressao, gue representam matematicamente as cur
vas de caelibracgao, embora de peqguena magnitude podem ser obser
dos, conforme se verifica na figura 5.1. Provavelmente sac re
sultantes do efeitoc térmico de diluigao da solugao oxidante -
de periodato,que se manifesta devido a variagtes no preparo -
dessa solugédo - Isso nao prejudica as determinagdes pois as
medidas sao relaciocnadas sempre com uma curva de calibracac ,
que deve ser refeitsa sempre gque uma nova solugao de periodato

£ preparada.
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FIGURA 5.1 - Curvas de calibragao para agﬁcares‘inveE
tidos referentes a medidas do sinal ental
pimétrico apos 5 minutos (AJ, 3 minutos_

(B) e 2 minutos (C) de reagao.
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TABELA 5.1. Variagac de temperaturs da reagao de oxidagao
de acgucares invertidos ap6s intervalos variaveis

de tempc. Média de trés repetigoes.

Tempo de Quantidades de aglcares invertidos (mg ]
reagaon
(min) 5 10 15 20
2 20,1 = 0,3 38,0 = 0,3 55,0 + 0,8 72,4 = 0,2
3 22,6 = 0,2 43,1 = 0,3 63,2 + 0,3 82,9 = 0,1
5 24,0 = 6,0 46,6 + 0,4 68,3 * 0,2 0,8 = 0,2
B 24,3 = 0,1 47,0 + 0,06 70,3 £ 0.4 82,2 * 0,2

5.3.2. Analise de melaco

Observa-se pelos dados da tabela 5.2, que o méto
do entalpimétrico, guando aplicado & determinagao de aglcares_
totais em melago, forneceu em média resultados 2% superiores
acs obtidos pelo método de Lane-Eynon. Podem ser invocadas vé
rias hipGteses para explicar tal discrepancia. A mais provavel
& gue como o melaco resulta de uma série de operagoes efetuadas
sobre o caldo de cana. como acidificagao com 802 , alcaliniza-
gao com leite de cal e aquecimento, a sacarose e demais subs-
tanpias se degradam produzindo indmeras cutras gue podem reaglr
com o fon pericodato mas nac com o ion cliprice. A clarificagao
com acetato de chumbo removeria apenas parcialmente essas subs
tancias interferentes; de fato, guando se omitiu esse tratamen
to na analise de amostra I o erro constatado foi de + 8,3 %. -
Por oputro lado os resultados obtidos para-o caldo de cana parg
cem comprovar a hipdtese levantada anteriormente. A figura -
5.2 mostra um entalpograma tipico obtido para uma amostra de -

melago.



TABELA 5.2 - Teores de aglUcares totails

(AT

ferentes origens, determinades pelos metodos en

em melago de di-

talpimétrico e de Lane-Eynon.
amostra AT" por * AT " por Erro Relativo
(porigem) entalpimetria%* Lane~Eynon¥* [ %

I -uUsina Furlan, SP. 59,82 * 0,20 5,46 =+ 0,06 + 2,3
I ~Usina Tamolo,SP. 8,97 % 0,60 "§68,51 = 0,10 + 0,8
I71I-Usina N.S.Aparecida, SP 67,73 t 0,18 65,22 * 0,08 + 3,8
IV -Usina Da Barra, SP. 66,36 + 0,21 66,47 ¢ 0,13 + 0,7
V -Usina Yamoilo, 3P. 70,34 + 0,28 g8,88 + 0,10 + 2,4
* porcentagem expressa em gramas de aglcares por 100 g de melago.

5.3.3. Analise de caldo de cana

o

Foram analisados caldos provenientes de diversas
variedades em diferentes estagios de maturagao. O0Os resultados
sA0 mostrados na tabela 5.3. como média de guatro repetigoes.
Um entalpograma tipico obtido para uma amostra de caldo € apre-

sentado na figura 5.2.

Para o caldo de cana nan foi efetuada clarifica-
cao prévia pols os mesmos resultados eram obtidos por ambos os
métodos guer ela fasse feita ou nao.

A analise de aglcares totais em calda de cana -
por entalpimétria de injegao direta apresentou resultados bas-__
tante concordantes com o método de referéncia e com precisao ex
celente. Tal ocorre provavelmente porque no caldo os mesmos -
constituintes reagem igualmente com ions periodato e fans cﬂpri

CGB.
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TABELA 5.3 - Teores de aclcares totais (AT) em caldo de cana
determinados pelos métodos entalpimetrico e

de lLang-Eynon.

amostra “x AT *® par e AT " por E Erro Relativo
[ veriedade } -entalpimetria* .Lana-Eynon % { %)
CB 47-355 29,16 % 0,16 20,B4 * 5,03 + 1,5
NA 5E-78 22,18 t 0,10 22,04 + 0,03 .+ 0,8
€p 41-76 , 20,60 & 0,06 20,42 + 0,04 + 0,8
IAC 51-205 19,28 ¢ 0,05 19,43 £ 0,08 -0,7
~IAC 51-205 20{95 + 0,10 20,95 # O,UQ g,o0

* porcentagem expressa em gramaé de agbcares por 100 ml de

caldo .

5.4  Consideracgoes Gerais

Ds dados experimentais apresentados nas tabelas
5.2 & 5.3 foram submetidos ao teste nao parametrico de Wifco-
xon (75),0 qual indicou nao haver diferenga significativa en
tre os resultados fornecidos pelos dois metodos de determina-

gao de aglcares totais.

Desta forma, o método entalpimétrico proposto
pode ser aplicado na analise de caldo de cana e de melago, -

apresentarido as seguintes vantagens:

- & eliminada a influéncia do operador, fante
de erro guando se emprega o metodo de Lane-Eynon pois a vira-

gem pode ser dificil de ser detectada,

- 0 método & extremamente simples e nac exige
analise preévia de amostra para se conhecer o teor aproximado

de agucares totais,

- as determinacgoes podem ser efetuadas rapida-
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mente; estabelecendo-se o tempo de reagéo em ¢ minutos, regis-
tra-se a linha basica por igual intervaelo de tempo podendo-se

assim completar uma deierminagao em menos de 5 minutos,

- a instrumentagao empregada & simples; 0s -
componentes do sistema entalpimétrico sao comumente encontra-
do na maioria dos laboratdrios. A ponte de Wheatstone pode -

ser facilmente consiruida com componentes de baixo custo.

Pode ser sugerido o estudo da aplicacao do mé-
todo entalpimétrico na determinagao de agucares redutores,ou
seja: glicose e frutose, na presenga de sacarose. Embora es-
ta Gltima consuma uma peguena gquantidade de fon periodato es
se efeito pode ser eliminado preparande-se curvas de callbra-

gao em presenga de teores de sacarose similares as das amostras

a anallsar.



6. RESUMO

Estudou-se no presente trabalho a aplicagao da
Entalpimetria de Injecgdo Direta na determinagac de monossaca-
rideos em solucgdes puras e em produtos industriais obtidos a

partir da cana-de-aglcar.

Dada a importancis gue atualmente se atribul a
fabricacao de etanol a partir de materiais agucarados por via
fermentativa e As caracterfisticas favordveis dos métodos ental
pimétricos de analise, procurou-se estabelecer uma metodologia
analitica rapida, precisa e simples para determinagao de mongs

sacarideos.

A reagao dos compostos em estudo com o ion pe

riodato, agente oxidante escolhido, foil gestudada do ponto de
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visita cinético, visando escolher a faixa de pH gue proporcionas
sg um sinal de magnitude conveniente & na gqual 8 reagac se pro
cessasse com malior velocidade. Verificou-se gue em pH ao re

dor de 7,0 tais exigencias eram melhor atendidas.

Elaborou-se um sistema de analise entalpimetri-
ca, cuidando da adaptegao de dispositivos e meios Que propor-_

cionassem uma marcha analitica mais réapida e simples.

Os resultados obtidos com solug¢goes puras de di
versos monossacarideos-glicose, frutose, xilose, galactose, -
arabinose e ribose- evidenciaram gue o método proposto e a ins
trumentagao empregada forneceram preciséo da ordem de 1,5%,
empregando-se um sinal de variagao de temperatura corresponden

te aos estagios iniciais da reagao com o ion periodate. Rela-

goes lineares foram obtidas entre sinal entalpimétrico e con-—_
centragao dos aclcares. A técnica entalpimétrica pode ser

aplicada na determlnagdoc simultanea de glicose e frutose em

misturas desses aglcares, empregando-se métodos ginéticos.

A aplicacao da metodologia proposta na analise
de materiais como caldo de cana e melago se revelou viavel, sen
do feitas comparacoes com o métodeo de Lane-Eynon. UOs resulta-.
dos refersnies a determinagao de aglcares totais em caldo -de
cana mostraram concordancia entre o método entalpimétrico e o©
método de referéncia. Para as determinagoes em melaqo,os.rgsui
tados obtidos pelo métado entalpimétrico foram superlorss ague
les obtidos pelo método de Lane-fynon, indicando provavelmente

efeito de substancias interferentes nao removidas.



7. SUMMARY

The application of Direct Injection Enthalpime-
try was studied for the determination of moncsaccharides in

pure solutions and products of sugarcane processing.

Due to the major role of ethancl production from
sweetened materials by fermentative method and because of the
advantages of entahalpimetric determinations one searched a

precise, rapid and simple analytical methodology.

The reaction of sugars with periodate, the rea-
gent chosen, was subjected to kinetics stuéies in order to find
the pH range where the magnitude of the entalpimetric signal -
and rate of reaction were more favourable. It was stated that

when the pH was asbout 7,0 those purposes were reached.
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An enthalpimetric system of analysis was ildeall
zed aiming at the optimization of its performance. S0 a fast

and simple analytical procedure could be set up.

Data cbtnained with pure solutions of several_
monosaccharides-glucose, fructose, ribose, galactose and xylose-
showed that the proposed methodology and apparatus are able to
give precision of about 1,5%. The signal due fto temperature
rise is related to the first stages of periodate oxidation and
it was found a good linear correlation between sugar concentra
tion and signal. Simultaneous determination of gluceose and -
fructose in mixtures of these sugars in also possible by the

use of a sligthly modified procedure.

Total sugar analyses in cane julce and molasses

were compared with the Lane-Eynen method. Data from juice ana
lyses showed a good agreement between the proposed and the re-
ference method. Concerning molasses, thé sugar contents obtal
ned from entalpimetric method were 2% greater than those from

the Lane-Eynon method indicating probably some interference of

substances not removed during sample preparation.
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9. APENDICE

Sao apresentadas a seguir as tabulagoes forneci
das pelo ecomputedor PDP~10,correspondentes ao ajuste dos dados
experimentais obtidos no estudo entalpimétrico da bxidagao de

glicose e frutose pelo fon periodato,em diversos valores de pH.

0s parametros V (1), V (2), V (3} eV (4] corres

pondente aos parametros k, A T1 ., A T2 e E da equacao 3.8.



84 .

Glicose pH 1,8

el

kbl

'.)-"’3 & -'f*% g
LT

; £y oy
e 7
PO

QU

TRt B
b *f" e

a
.

-

1
ana '}
3

o i
)

g e o
H

Hoe LS
L AEeid

Frutose pH 1,8

o

ER LTI

- ey .." " 4.‘,.‘.,

LA

-

el ‘1(}!\) 3

B P2

gor oA
g Aie

[ N RV

Ay
i
-
7
[
IS
By
-
P
E]
3

~ 15T ALE -2

¥ ey

L OEE




Frutose

RS CINN

"
I

pH 4,60

e
L EGT

83 A

e

&

AL

L85,

LEIFF, S8THLDE
SINCEVE:
20

ARG

1

o ey -
PLAR -

L agd ald




.86,

Glicose pH 5,20
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Glicose pH 6,60
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Glicose pH 7,20
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Glicose pH 9,60

Frutose pH 9,60




