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Os carboidratos, juntamente com as proteinas H—C=0 H—ﬁ—OH ([*,Hon
e lipideos, sao os constituintes principais dos H—C—OH —OH ?:O
organismos vivos e séo classificados em mono, oligo Ho—?—H __ HO—C—H _ _ HO— ?—H
e polissacarideos além de serem fonte abundante de H—C—OH  HO—C—H H—C—OH
energia. Os monossacarideos sdo compostos que nao H‘ﬁ;—OH H*?—OH H—l?—OH
podem ser hidrolisados a compostos mais simples Hy—C—OH CHoOH CHo0H
como, por exemplo, a glicose (aldose) e frutose D oLicose ENEDIOL ——

. , . , Coo -
(cetose). Os oligossacarideos e os polissacarideos

sao formados por moléculas de monossacarideos
unidas por ligacées hemiacetélicas. Os testes de

+NaOH em excesso

N
acUcares sao baseados em reacoes de 6xido— ALTERAGAD DACOR ':Ziznmosancnic002
reducédo pelo grupo hidroxilico hemiacetalico do DO REAGENTEDNS 0o -

i (AMARELO PARA LARANJA)
monossacarideo, que pode reagir com fons e formar
complexos coloridos (BOBBIO e BOBBIO, 2005) ou @
por reacdes coloridas provenientes da condensacao NO2 NH2
de produtos de degradacdo dos aclicares em acidos ?O_O Saminc-bnitrosalcifice
fortes com varios compostos organicos como H_? i
fenol e antrona. Os monossacarideos sao acucares Ho_ﬁ;_H
redutores. O teste de DNS (acido dinitrosalicilico) H_(f —OH
baseia-se na reacao entre o acucar redutor e o acido H_(\:_OH
3,5-dinitrosalicilico (cor amarelo), que é reduzido a CH20H
um composto colorido avermelhado, o 4cido 3-amino- GLUCONATO
5-nitrosalicilico, oxidando o monossacarideo redutor Figura 1. Esquema das reacdes envolvidas no

(Figura 1). método DNS.
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Protocolo para determinacdo de aculcares totais em hortalicas pelo método de DNS

Neste trabalho, sdo relatadas as informacodes
necessarias para a determinacao de acuUcares
redutores totais em hortalicas pelo método de DNS
com base em modificacOes e adaptacdes realizadas
no laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
da Embrapa Hortalicas.

Materiais Necessarios
Reagentes

Glicose P.A.

Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Metabissulfito de sédio

Hidréxido de sédio (NaOH 2N)

Fenol

Acido cloridrico (HCI 2N)

Tartarato duplo de sddio e potassio tetrahidratado
(KNaC,H,0,.4H,0)

Equipamentos e Vidrarias

Balanca analitica

Banho termostatico com circulacdo de 4gua
Agitador de tubos de ensaio

Pipetas graduadas (1 mL, 10 mL e 20 mL)
Tubos de ensaio de 16 mL

Balao volumétrico de 100 mL

Béqueres diversos

Frascos ambar

Crondmetro digital

Espectrofotometro

Cubetas de vidro

Preparo de Solucdes
Solucéo padrao de glicose ou frutose a 1,0 g/L

Pesar em balanca analitica 0,1000 g de glicose ou
frutose, em seguida dissolver em aproximadamente
20 mL de &gua destilada sob agitacao constante,
transferir analiticamente para um balao volumétrico
de 100 mL, completar o volume com &gua destilada
e homogeneizar vigorosamente. Esta solucédo deve
ser preparada e utilizada no dia da analise.

Reagente DNS

Para o preparo do reagente DNS, inicialmente pesar
10,6 g de acido 3,5 dinitrossalicilico e 19,8 g de
NaOH e dissolver em 1416 mL de dgua destilada.
Em seguida adicionar 7,6 mL de fenol (fundido

a 50 °C) e 8,3 g de metabissulfito de sddio.

Agitar e armazenar a solucdo em frasco @mbar em
refrigerador, por no maximo 30 dias.

Solucéo de tartarato duplo de sédio e potassio

Pesar 15,1 g de tartarato duplo de sédio e

potassio tetrahidratado (KNaC,H,O, . 4 H,0) e
dissolver em um litro de dgua destilada. Armazenar a
solucao em frasco ambar em temperatura ambiente

até 30 dias.
Solucdao de NaOH 2N

Pesar 40 g de hidréxido de sédio anidro, diluir em
agua destilada e ajustar o volume para 500 mL, em
baldao volumétrico.

Solugédo de HCI 2N

Medir 85 mL de acido cloridrico (HCI) em uma
capela, diluir em agua destilada e ajustar volume
para 500 mL, em balao volumétrico.

Curva padrao de acucar redutor

Fazer diluicOes da solucao padrédo de 1,0 g/L de
glicose ou frutose com agua destilada em tubos de
ensaio, conforme demonstrado na Tabela 1. Agitar
os tubos para homogeneizacao, retirar uma aliquota
de 1,0 mL e fazer o teste de DNS.

Tabela 1. Preparacao das diluicoes da solucao
padrao de glicose ou frutose a 1,0 g/L.

Concentracédo de Volume de Volume de
glicose ou solucdo padrao  agua destilada
frutose (g/L) de glicose (mL) (mL)
0,10 1,0 9,0
0,20 2,0 8,0
0,30 3,0 7,0
0,40 4,0 6,0
0,50 5,0 5,0
0,60 6,0 4,0
0,70 7,0 3.0
0,80 8,0 2,0
0,90 9,0 1,0
1,00 10,0 0,0

Fonte: Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da

Embrapa Hortalicas
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Determinacédo da curva-padrao

Plotar, em planilha ou calculadora cientifica,

a concentracao de glicose (g/L) no eixo Y e a
absorbancia (ABS) obtida com o teste de DNS no
eixo X, conforme exemplo mostrado na Figura 2, e
calcular a equacao da reta.

AR(g.L")

0,‘0 0,‘2 0,‘4 0,‘6 0,‘8 1 I0

Absorbancia (540 nm)
Figura 2. Exemplo de curva padrao de acuUcar
redutor (AR) em g/L. Equacdo da reta: Concentracao
AR(g/L) = 1,3894 * ABS + 0,0762 (R? = 0,9965).

Preparo da amostra

Pesar 100 g da hortalica e homogeneizar em mixer
ou liquidificador por 3 minutos. Retirar uma aliquota
de 10 g e adicionar dgua destilada até completar 50
ou 100 mL, em balao volumétrico. O volume final
dependerd da concentracao de acucares presente
na amostra, portanto o volume final podera variar
de acordo com o tipo da hortalica. A concentracao
final de acucares redutores da amostra deve ficar
entre 0,1 e 1,0 g/L, conforme a curva de calibracao.
A amostra diluida deverd ser centrifugada a 15.000
rom por 15 minutos. Retirar 1,0 mL do sobrenadante
e fazer o teste de DNS.

Caso a amostra contenha aclicares nao-redutores
como a sacarose, € necessario fazer hidrélise da
amostra. Neste caso, retirar 2,0 mL do sobrenadante
e adicionar 2,0 mL de HCI 2N e aquecer em banho
maria em ebulicdo por 10 minutos. Resfriar a
amostra em banho de gelo e acrescentar 2,0 mL de
NaOH 2N e agitar. Retirar 1,0 mL do sobrenadante e
fazer o teste de DNS.

Teste de DNS: procedimento de
determinacao de acucares redutores

Pipetar 1,0 mL da amostra em um tubo de ensaio
e adicionar 1,0 mL do reagente DNS. Agitar e

aquecer em banho maria a 100°C (em ebulicao) por
5 minutos. Resfriar o tubo em banho de gelo por

5 minutos. Adicionar 16 mL da solucdo de tartarato
duplo de sédio e potassio. Fazer a leitura da
absorbancia em espectrofotometro a 540 nm, apds
zerar o aparelho com o branco. O branco consiste
em substituir o volume de amostra ou solucao de
glicose por dgua destilada (1,0 mL) e realizar o teste
de DNS.

OBS. A amostra deve ser diluida convenientemente
de maneira que a sua concentragcao seja, N0 maximo,
1,0 g/L.

Calculo

A partir da equacao da reta, calcular a concentracao
de acucar redutor na amostra. Deve-se considerar
nos célculos as diluicoes efetuadas na amostra,
multiplicando o resultado por esse fator.

Exemplo:

Em 10 g de batata-doce homogeneizada e diluida
para 50 mL com &gua destilada, temos:

ABS (absorbancia) = 0,780

Concentracéao final da solucdo = 1,3894 * 0,78 +
0,0762 = 1,16 g/L

Concentracéo final em Base Umida = (1,16 g * 50
mL)/1000 mL = 0,0058 g AR/g batata ou 0,58%

(p/p).
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