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Resumo: A andlise de acucares em alimentos é de suma importancia no controle da qualidade dos
produtos, sendo estes responsaveis pelo flavor, cor e textura. Em polpas de frutas a dogura é resultante
da propor¢do entre a frutose, glicose e a sacarose, estes possuem poder adogante diferenciado e
definem o sabor final do produto. Existe uma ampla lista de técnicas e métodos oficiais capazes de
determinar a concentragdo de aglcares em amostras de alimentos, contudo em sua maioria sao de
custo levado, geram grande volume de residuos e seus resultados sdo demorados. Neste trabalho,
propds-se desenvolvimento uma metodologia para quantificacdo de acUcares redutores (AR) em
amostras de polpa de frutas com glicosimetro digital “On Call Plus®”. A adaptacdo e validacdo da
metodologia consistiram na construcéo de curva de calibragdo com padrdes de glicose e verificacdo do
efeito da interferéncia de outros aglcares na quantificacdo do teor de glicose; analise de amostras de
polpa de fruta com glicosimetro digital e comparagdo com método de referéncia ADNS (Acido 3,5-
dinitrosalicilico), e por fim, o tratamento dos dados e avaliacdo dos parametros de validacdo para
metodologia. O uso do glicosimetro digital foi validado, revelando-se rapido, seguro, de baixo custo,
relativamente preciso para a quantificacdo de aclcar redutor em amostras de polpa de fruta.

Palavras-chave: polpa de frutas; glicosimetro digital; agucar solGvel redutor

Abstract: An analysis of sugar in foods is an important paramount in the quality control of products,
which are responsible for the flavor, color and texture. In fruit pulps, sweetness results from the
proportion between fructose, glucose and sucrose. These have differentiated sweetening power and
define the final flavor of the product. There is an extensive list of official techniques and methods
capable of determining the concentration of sugar in the samples, but most are expensive, generate a
large volume of waste and their results take time. This work aims to develop a methodology for
quantifying reducing sugars (AR) in fruit pulp sample with a digital glucometer “On Call Plus®”. An
adaptation and validation of the methodology consisted in the construction of a calibration curve with
a glucose standard and verification of the effect of the interference of other sugars in the quantification
of the glucose content; analysis of fruit pulp samples with digital glucometer and comparison with the
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ADNS reference method (3,5-dinitrosalicylic acid) and, finally, data treatment and evaluation of the
methodology validation. The use of the digital glucometer has been validated, proving to be fast, safe,
low cost, relatively accurate for the quantification of reducing sugars in fruit pulp sample.

Keywords: fruit pulp; digital glucometer; reducing soluble sugar.

1 INTRODUCAO

Os principais aglcares presentes nas
frutas sdo a frutose, a glicose e a sacarose.
Estes diferem significantemente em docura,
e juntamente com acidos organicos
presentes atuam influenciando diretamente
no sabor e aroma da fruta e dos derivados
(BAIQUAN et al., 2015).

SILVA et al. (2003) diferem em
categoria distintas as espécies de agucares,
sendo: 0s monossacarideos, glicose e
frutose sdo aclcares redutores, pois
possuem grupo carbonilico e cetdnico livres
(carbono anomérico) capazes de se
oxidarem na presenca de agentes oxidantes
em solugbes alcalinas (Figura 1); e o0s
dissacarideos, caso da sacarose, que nao
possuem essa caracteristica sem sofrerem
hidrolise da ligacdo glicosidica sdo
denominados de agucares nao redutores.

Figura 1: Monossacarideos frutose e glicose
em estrutura de ciclizada com indicacédo do
carbono anomérico.

OH
HO OH
0 H O H
H
H o HO OH H
H OH HO OH
OH H H OH

Fonte: Autor (2020)

A anélise de acUcares em alimentos
¢ de suma importadncia no controle da
qualidade dos produtos, aléem dos mesmos
serem responsaveis pelo flavor, pela cor e
pela textura do produto. O conhecimento da
composicdo qualitativa e quantitativa dos
aclucares em um alimento auxilia no
controle de qualidade e no atendimento das
caracteristicas impostas pela legislacéo para

0 produto (KOKKINIDOU et al.,, 2018;
CURI et al. 2017; SENGAR e SHARMA,
2014).

Desta forma, a determinacgédo do tipo
e concentracdo dos acgucares nos alimentos é
importante, visando fornecer as informagdes
nutricionais e caldricas que sao requeridas
impressas nas embalagens; para o controle
de qualidade de forma que assegure o
cumprimento da legislacédo, identificando
possiveis produtos adulterados (CALDAS et
al., 2015 e ZHANG, et al., 2015).

Atualmente existe uma ampla lista
de técnicas e métodos oficiais capazes de
determinar a concentracdo de acUcares
redutores e acUcares totais em amostras. Os
métodos  mais  utilizados para a
determinacdo de acUcares podem ser
agrupados em refratomeétrico  (°Brix),
titulométricos (EDTA, Lane-Enyon e Luff-
Schoorl), gravimétricos (Musson-Walker) e
espectrofotométricos (ADNS-Acido  3,5-
dinitrossalicilico, Antrona, Fenol-Sulfurico,
Somogyi-Nelson) e 0S métodos
cromatograficos (Cromatografia em Papel,
Cromatografia Gasosa e CLAE-
Cromatografia Liquida), sendo este ultimo,
0 mais utilizado (DORNEMANN, 2016;
SILVA et al., 2003).

Os meétodos acima citados, com
excecdo do refratbmetro, sdo de custo
elevado, e geram grande volume de residuos
e seus resultados sdo demorados, o que
passa a ser um problema para a industria de
processamento de alimentos, em especial no
controle da qualidade de producéo. Esta
etapa requer a tomadas de decisbes rapidas
0 que 0s métodos usuais nao oferecem
(SOUSA et al., 2020; BRASIL et al., 2016).

Quando se deseja analisar grande
numero de amostras por unidade de tempo,
melhorar a exatiddo dos resultados



analiticos com menor tempo, reduzir a
quantidade de amostras e reagentes,
eliminar  algumas  possibilidades de
contaminagéo, diminuir o custo operacional
e empregar método de analise especifico,

deve-se considerar a adaptacdo e/ou
substituicdo dos métodos  tradicionais
(GONZALEZ e HERRADOR, 2007;

DEMIATE et al., 2002) através da busca
por novas tecnologias.

Dessa forma, visando desenvolver
uma metodologia para quantificacdo de
aclcares sollveis que possibilite a
realizacdo de analises em larga escala, com
equipamento de facil aquisicdo, rapidez e
custo relativamente baixo, este trabalho
propde a utilizacdo de glicosimetro digital
para quantificacdo de acUcares redutores
(AR) em amostras de polpa de fruta.

3 PROCESSOS METODOLOGICOS

O glicosimetro utilizado nesse
estudo foi o On Call Plus®. O aparelho
realiza a leitura na faixa de medicédo de 20 a
600 mg dL! e possui a opcio para
armazenar os dados no computador. A tela
do  medidor €  pré-ajustada para
concentragdes de glicose em mmol L ou
mg dL? e o resultado é fornecido em 10
segundos, custa no mercado nacional de R$
49,90 e 61,40 e a caixa com 100 unidades
de tiras de medicdo em torno de R$ 120,00.

Esse aparelno € indicado para
mensurar sangue capilar e utiliza o sistema
amperométrico glicose-oxidase dependente,
com necessidade de um uL (um microlitro)
de amostra para avaliacao.

No sistema de medicéo
amperométrico, a tira-teste reagente inserida
no aparelho quando em contato com a
amostra de sangue (glicose) sofre reacgédo
eletroquimica, em que a intensidade da
corrente elétrica resultante € proporcional a
concentracdo de glicose na amostra
(OLIVEIRA et al., 2015).

As tiras para teste sdo finas e
possuem um sistema eletroquimico com
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dois eletrodos de trabalho e um de
referéncia. Depois que a tira é inserida no
medidor, aplica-se a amostra na parte final
da tira, esta chega aos eletrodos por difuséo.
O eletrodo de trabalho é recoberto com a
enzima glicose oxidase, que na presenca de
glicose gera uma reagdo redox com geragéo
de corrente elétrica. A corrente elétrica
gerada na reacdo € proporcional a
concentracdo de glicose presente na
amostra, esta é calculada com base em uma
solugéo padrao de glicose (HARRIS, 2010).

A adaptacédo e validacédo do uso do
glicosimetro para quantificacdo de agUcares
redutores (AR) em amostras de frutas na
forma de polpa foi realizada em quatro
etapas: Construcdo de curva de calibracédo
com concentra¢des conhecidas de glicose;
Verificacdo do efeito de interferentes na
quantificacdo do teor de glicose em solucéo
padrdo; Quantificacdo dos teores de
agucares redutores em amostras de polpa de
frutas utilizando o método do glicosimetro e
0 método ADNS; Tratamento dos dados e a
avaliacdo dos parametros de validacao.

3.1 CONSTRUCAO DA CURVA DE

CALIBRACAO DE ACUCARES
REDUTORES COM PADRAO DE
GLICOSE

A curva de calibracdo para anlise
de acucares redutores foi construida a partir
de solucbes padrdo de glicose, preparadas
em tampdo fosfato (0,1 mol L, pH = 7,2),
com concentragbes variando de 20-600 mg
dL. A analise dos padrdes foi realizada
pelo método do glicosimetro e também pelo
método do ADNS (VASCONCELOS et al.,
2013 e SANTOS et al., 2017). Os dados
obtidos foram submetidos & analise
descritiva e de regressdo, utilizando o
Programa R, versdo 3.0.2 (Team R. C.
2013).

A sensibilidade (SENS) da curva de
calibracdo empregada neste trabalho foi
medida pelo coeficiente angular da equagéo
de regressdo da calibracdo e a linearidade
(LIN), pelo coeficiente de correlagdo. Os



limites de deteccdo (LOD - Equacéo 1) e os
limites de quantificacdo (LOQ — Equacéo 2)
dos métodos foram calculados por meio das
duas equacoes subsequentes
(GONCALVES et al., 2010; GONZALEZ e
HERRADOR, 2007, IMOTO et al., 2004;
BRITO et al., 2003).

LOD=((3*S2))/SENS
LOQ=((10*S?))/SENS

Equacéo 1
Equacédo 2

Onde: S? corresponde ao desvio
padrdo das concentragGes do analito para a
curva de regressdo base do método e o
SENS corresponde a sua sensibilidade.

3.2 EFEITO DA INTERFERENCIA DE
OUTROS _ACUCARES NA
QUANTIFICACAO DE GLICOSE

Para verificar a interferéncia de
outros agucares presentes em amostras, na
quantificacdo da glicose pelo método do
glicosimetro foi analisada além de solucdo
padrdo de glicose, a mistura desta, com
solucdes padrdo de frutose e/ou sacarose na
proporcio (1:1 v v1), conforme descrito na
Tabela 1.

Os resultados obtidos foram
submetidos a teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, ~ homocedasticidade  de
Bartlett e analise de variancia (ANOVA)
utilizando Programa R, versdo 3.0.2 (Team
R. C. 2013).

3.3 QUANTIFICACAO DO TEOR DE
ACUCARES REDUTORES EM
AMOSTRAS DE POLPA DE FRUTA
UTILIZANDO O METODO DO
GLICOSIMETRO E O METODO ADNS.

Amostras de polpa de fruta
comerciais (amora, banana, goiaba,
graviola, jabuticaba, magd, manga, mamaéo,
maracuja, meldo, morango, pera e laranja)
foram adquiridas no mercado local
congeladas em embalagem de 100g, em
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seguida foram descongeladas e submetidas a
quantificacdo de acUcares redutores.

Para realizar a extracdo do AR, um
grama de amostra foi dissolvida em 100 mL
(um dL) de solucéo tampao fosfato 0,1 mol
L, pH = 7,2 e deixada em repouso por 10
minutos. Decorrido esse tempo foi realizado
filtracdo a presséo reduzida utilizando papel
de filtro quantitativo.

A quantificacdo pelo método do
glicosimetro foi feita através da leitura
direta das amostras em glicosimetro
conforme  orientaghio do  fabricante.
Procedimento idéntico ao utilizado na
mensuracdo de glicose no sangue,
introduzindo a fita medidora na solugdo
filtrada e tamponada da polpa de fruta.

Ja no método ADNS
(VASCONCELOS et al., 2013 e SANTOS
et al., 2017), 400 pL de cada amostra foi
incubada juntamente com 400 pL de
reagente ADNS em banho-maria por 5
minutos a 100°C. Resfriou-se a mistura em
banho de gelo, adicionou-se 7,2 mL de agua
destilada e efetuou-se a leitura das
absorbancias a 540 nm em
espectrofotdbmetro  AGILENT CARY60
UV-VIS.

As medidas foram realizadas em
triplicata e a concentragdo de AR em ambos
0s metodos foram calculadas com base nas
respectivas curvas de calibragio com
padroées de glicose.

34 TRATAMENTO DOS DADOS E A
AVALIACAO DOS PARAMETROS DE
VALIDACAO PARA METODOLOGIA.

Os valores de AR obtidos pelos dois
métodos foram submetidos a analise
descritiva e andlise de correlagdo Pearson.
Para gerar os resultados esperados, foi
efetuada analise de regressdo e correlacdo
utilizando o Programa R, versdao 3.0.2
(Team R. C. 2013).
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Tabela 1. Avaliacdo do efeito de interferentes na quantificacdo de glicose pelo método do

glicosimetro.

Glicose Frutose Sacarose

Interferentes

Concentracéo (mg dL)

Ensaio 1 300
300
300

Ensaio 2 300
300
300

Ensaio 3 300
300
300

Ensaio 4 300
300
300

Fonte: Autor (2020).

Fonte: Autor

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente a curva de calibragdo
foi construida com os dados obtidos na
leitura dos padrdes glicose na faixa 20 a 600
mg dL?, que é a faixa indicada pelo
fabricante do glicosimetro (Figura 2), porém
0s pontos extremos, abaixo de 100 mg dL*
e acima de 500 mg dL ndo se encontram
dentro do comportamento esperado, houve
um desvio de linearidade. Logo, nédo seria
ideal  trabalhar  nessas faixas de
concentracdo, pois acarretard um maior erro
associado.

Para uma melhor resposta e
linearidade da curva os pontos extremos
foram retirados, pois de acordo com
Gonzalez e Herranor et al. (2007), em
métodos quantitativos de analise o0s
primeiros valores da faixa podem ser os
valores dos limites de deteccdo e de
quantificacdo e os ultimos dependem do
sistema de resposta de medicdo, 0 que pode

- 300
- 400
200 200
300 300
400 400
200 -
300 -
400 -
(2020).

ndo corresponder a faixa O&tima do

equipamento.

Utilizando a faixa de 100 a 550 mg
dL? os dados quando submetidos aos testes
de normalidade e homocedasticidade
atenderam as suposicdes bésicas da
ANOVA (anélise de variancia) para a
regressdo linear na construgdo da curva de
calibracdo do glicosimetro (Figura 3), por
isso esta foi a faixa utilizada.

Os resultados obtidos na ANOVA
para regressdo da curva de calibragédo
ajustada (Figura 3) indicaram que esta é
significativa pelo teste F, com p value < 2,2
10%%. A curva (Equagio 3) explica
significativamente 99,39% do
comportamento observado para 0s pontos,
podendo entdo ser usada para estimar o teor
de AR atraves da mensuracdo com O
glicosimetro.AR (mg dL?) =
{[(LEITURA)+152,89]/0,6358} Equacéo 3

A curva de calibragdo para método
de quantificacio de AR através do



glicosimetro foi validada pela anélise da sua
sensibilidade (SENS), da sua linearidade
(LIN) e dos seus limites de deteccdo (LOD)
e quantificacdo (LOQ) em comparacdo ao
método ADNS (Tabela 2).

A validagdo da curva de calibragdo
consiste em demonstrar que o método
analitico foi adequado para o seu proposito,
considerando as adaptacOes (incluséo de
novas técnicas ou uso de diferentes
equipamentos), quando comparando com
metodologias ja validadas (GONZALEZ e
HERRADOR, 2007; IMOTO et al., 2004;
BRITO et al., 2003).

Segundo Figueiredo (2012), a
linearidade é a capacidade de uma
metodologia analitica demonstrar que 0s
resultados  obtidos sdo  diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especifico
e, a sensibilidade é um parametro que
demonstra a variagdo da resposta em funcao
da concentracdo do analito.

Gonzélez e Herranor (2007) define
LOQ como a mais baixa concentracdo de
analito que pode ser determinada
quantitativamente com um nivel aceitavel
de preciséo e exatiddo e o LOD, a menor
concentragdo do analito em uma amostra
que pode ser detectada, mas nao
necessariamente  quantificada sob as
condic0es estabelecidas do teste.

Os resultados dos parametros de
validagéo indicaram forte linearidade para o
método avaliado. Quanto a sensibilidade
este método apresentou menor
sensibilidade, e com limites de deteccéo
mais elevados que o método ADNS,
contudo esta limitacdo é compensada pela
praticidade, economia de material de
laboratorio e menor geracdo de residuo para
os fins desejados.

Tabela 2. Parametros de validagdo parcial
da curva de calibracdo calculados para o
método do glicosimetro e para 0 método
referéncia ADNS.

|
i
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LOD LOQ
Método SENS LIN

(mg dL™)
Glicosimetro  0,6358 0,9939 26 122
ADNS 0.3726 0,9964 10 35

Fonte: Autor(2020).

Em relacdo a especificidade, esta é
definida pela capacidade do método em
detectar o analito de interesse na presenca
de outros componentes da matriz
(GONCALVES JUNIOR, 2001). Para
demonstrar a especificidade do método, a
anélise pode ser realizada seguida por outras
técnicas comprobatdérias ou utilizando
método de adicdo de padrdo analitico ou

comparacao com padrdo externo
(FIGUEREDO, 2012).
Para  verificar o efeito de

interferentes na mensuracdo de AR com o
glicosimetro foi utilizado a técnica da
adicdo de padrdo analitico (frutose e
sacarose) a solucdo de glicose e verificado a
interferéncia destes nos resultados. Os
teores mensurados (Figura 3) foram
submetidos aos testes de normalidade e
homocedasticidade e  atenderam  as
suposi¢des basicas para utilizacdo de teste
paramétrico.

Quando avaliados os efeitos do tipo
de interferente e sua concentracdo, pode-se
constatar que as meédias ndo apresentaram
diferencas significativas pelo teste F
(ANOVA), p-value = 1,657. Sendo assim, a
especie interferente e a sua concentracao
ndo afetam diretamente a medicdo de AR
usando o glicosimetro. Este fato pode ser
explicado pela especificidade da enzima
glicose  oxidase contida nas tiras
analisadoras pela glicose.

A presenca dos interferentes
provocou um aumento sistematico, em
média, da leitura com e sem interferentes
(Figura 4). A analise de variancia
apresentou  diferenca  entre  médias
significativas pelo teste F, com p-value =
0,739 e o teste de comparacdo de Dunnett



indicou diferenca entre médias com
interferentes e o controle contendo somente
glicose.
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A leitura da concentracdo de AR
com glicosimetro apresentou um incremento
médio de 40,7 mg dL.

Figura 2. Curva de calibracéo para analise de agucar redutor com glicosimetro digital.
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Fonte: Autor (2020).

Figura 3. Curva de calibracdo ajustada para andlise de acUcar redutor com glicosimetro

digital.
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -

100 -

Leitura Glicosimetro (mg dL?)

0 T T

0 100 200

300 400 500 600

Concentragdo de Glicose (mg dL)

Fonte: Autor (2020).

De posse destas informacdes foi
necessario construir uma nova equacao que
permite ajustar a equacao 3 para a leitura de
AR realizada no glicosimetro para estimar o
teor de AR em amostras de polpa de fruta
(Equacao 4).

AR(mgdL?) =

{[((LEITURA)+152,89)]/0,6358]-40,7}
Equacéo 4

Para validacdo da equacdo de ajuste
foi preciso avaliar o grau de correlacéo entre
0s teores de AR presente nos padrbes

obtidos pelo método do glicosimetro e pelo
método do ADNS e assim inferir na
precisdo que o modelo proposto se relaciona
ao método de referéncia (GUIMARAES,
2017).
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Figura 3: Teor de acUcar redutor (AR) medido com glicosimetro em solucdo de glicose na

presenca de interferentes.
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Figura 4: Teor de acUcar redutor (AR) medido com glicosimetro em solucdo de glicose na

presenca e auséncia de interferentes.

Fonte: Autor (2020).
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Figura 5: Comparacéo entre a concentracdo de AR em diferentes amostras pelo método do

glicosimetro e ADNS.
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Os valores de AR obtidos pelos dois
métodos foram submetidos a analise de
correlagdo de Pearson. O coeficiente de
correlacdo (/= 0,95) indicou que as
variaveis estdo positivamente relacionadas e
a variancia compartilhada indica uma forte
correlagdo linear (Figura 5). A elevada
correlacédo entre os dois métodos permitiu o
ajuste dos valores medidos de AR pelo
glicosimetro nas amostras de polpa de fruta
através da equacao 4.

Dessa forma, o glicosimetro On Call
Plus® utilizado nesse trabalho se mostrou
funcional para estimar teor de AR em
amostras de polpa de frutas com alto grau
de praticidade e confiabilidade. Com
quantidade de amostra requerida para
analise pequena, capacidade operacional
variando de 20 e 30 amostras por hora, com
custo de trés a cinco reias por amostras e
pequeno guantitativo de residuo, sendo este
de facil manuseio e tratamento.

5 CONCLUSOES
O método de uso do glicosimetro
digitalk On Call Plus® foi validado,

revelando-se rapido (20-30 amostra h™),
seguro (pequena quantidade de residuo e de
baixa periculosidade), de baixo custo (R$
3,00-5,00 amostra™), relativamente preciso

e bastante eficiente para a quantificacdo de
AR em polpa de frutas. A equacdo de ajuste
AR (mg dL?)
{[((LEITURA)+152,89)]/0,6358]-40,7}
mostrou-se com alto grau confiabilidade
para e especificidade, com SENS = 0,6358;
LIN =0,9939; LOD = 26 (mg dL™), LOQ =
122 (mg dL™).
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