ESTUDO COMPARATIVO DE METODOS PARA ANALISE DE CARBOIDRATOS EM
PRODUTOS DIETETICOS #*

LYS MARY CANDIDO *%*
SUELY HARUMI IOSHITI*#%
AGUINALDO JOSE DO NASCIMENTO #%%x%

Investigou-se a validade de métodos convencionais
para analise de carboidratos (Fehling, fenol-acido
sulfirico, Somogyi-Nelson, glucose oxidase e Roe)
com base no critéric de confiabilidade para
diferentes matrizes alimentares. Foram analisadas
geléias dietéticas e chocolates de diferentes
marcas e sabores, coletados no mercado local pela
Secretaria de Vigiladncia Sanitdria do Parana
(Curitiba, PR, Brasil). Os métodos de fenol-acido
sulfirico e de Roe nao requerem hidrdlise prévia
das amostras devido & presenga de &cido sulfiarico
e Acido cloridrico, respectivamente, nc meic de
reagdo. Os métodos de Somogyi-Nelson e Roe foram
os mais influenciados pela matriz alimentar,
resultando em valores menores na determinagdo do
contelido de carbecidratos em chocolates. Sugere-se
o método de fenol-dcido sulflirico como método
oficial para andlise de carboidratos em produtos
dietéticos devido & sua sensibilidade, precisao, e
exatidido. Além disso, ndo reguer hidrélise, nio &
afetado pela matriz alimentar e & de facil
execugao.

i INTRODUGAO

Acompanhando a tendéncia internacional, o mercado de
alimentos dietéticos no Brasil experimentou acentuado
crescimento na dltima década, porém, sem as necessarias
medidas legislativas. Estes produtos sio consumidos por mais
de 30 milhdes de pessoas, entre as quais um terco de
diabéticos e o restante composto por obesos, hipertensos e
consumidores por opg¢do (4,5,7,9,10).
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Em decorréncia desta constatacdo, e da preocupagdao com a
saide dos consumidores se faz necessarioc rever a metodologia
aplicavel & andlise de alimentos dietétices, especialmente no
que se refere a carboidratos, incluindo-se neste grupo os
mono, di e polissacarideos, diferenciando-os de acdcares, gque
incluem os mono e dissacarideos (2,5,11,13,20).

Um grande ntmero de métodos fisicos e quimicos pode ser usado
para determinar o conteGdo destes compostos. Os métodos
fisicos incluem polarimetria, refratometria, densitometria e
cromatografia, enguanto que os métodos quimicos incluem: (i)
métodos baseados no poder redutor de alguns aglicares; (1ii)
desidratagdo controlada de aglcar a furfural e posterior
reagdao com fendis, aminas aromaticas ou hidrocarbonetos
heterociclicos; (iii) clivagem por periodato e analise dos
fragmentos (cromatografia gasosa); (iv) métodos enzimaticos
(1,2,5,6,8,11-23). O método adotado nos laboratérios oficiais
de sSaidde Publica, & o de Fehling, e em alguns casos, os
carboidratos s&@o calculados por diferenga (3).

Considerande a variedade de métodos e as peculiaridades dos

alimentos dietéticos, determinou-se o contetdo de
carboidratos de diferentes produtos pelos métodos de Fehling
(3), fenol sulfirico (8), Somogyi-Nelson (19,22,23), glucose

oxidase (1,15) e Roe (21). A escclha do método a ser sugerido
deve basear-se em critérios de confiabilidade (20), expressos
em termos de precisd@o, exatiddo, especificidade, linearidade,
sensibilidade, e o alcance em termos de diferentes matrizes.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Amostras de geléias dietéticas de diferentes sabores e marcas
e chocolates dietéticos de diferentes marcas foram coletados
pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Parana (Curitiba,
PR) .

2.2 CROMATOGRAFIA EM PAPEL

A fim de verificar a presenga de acgiicares nas amostras foil
realizada cromatografia em papel utilizando-se como solvente
l-butanol : &cido acético : dgua (60 : 15 : 15) ou 1l-butanol

acetona : &gua (40 : 50 : 10) como solvente, e revelacio
com nitrato de prata (24).

2.3 ANALISE DE ACUCARES

Extrato agquoso, hidrelisado ou ndo, foi clarificado (3), e o
contelido de aglcares analisado pelos métodos de Fehling (3),
Somogyi-Nelson (19,22,23), fenol sulfarico (8), glucose

oxidase (1,15) e Roe (21) .
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2.4 ENSAIOS DE RECUPERACAO E REPETIBILIDADE

Os ensaios de recuperagdo foram realizados utilizando-se
aclcares simples (0.8 e 1.6 %) e amido (2 %), hidrolisados em
diferentes tempos. Com a finalidade de verificar a
interferéncia da matriz, foram adicionados aglcares simples
as amostras de geléias (2 e 4 %), e amido (2 %) &s amostras
de chocolate (4 %). Para os ensaios de repetibilidade foram
realizadas 10 (dez) determinacdes independentes para geléias
e 6 (seis) para chocolates.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente através do pacote
estatistico SAEG. Os métodos estatisticos utilizados foram:
andlise de variéncia (modelo inteiramente casualizado e/ou
blocos casualizados) seguidos do Teste de Tukey ©para
ordenacdo das médias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ACUCARES SIMPLES

O efeite da hidrélise prévia na determinagdo de aglcares
simples através dos métodos de Fehling, Somogyi-Nelson, fenol
sulfirico, glucose oxidase e Roe esta ilustrado na Figura 1.
Verifica-se que os métodos de fenol sulfirico e Roe nao
requerem hidrélise prévia e que nfioc & necessaric tempo de
hidrélise superior a 30 min para dosagem de aclcares
redutores em geléias dietéticas. Apdés 30 a 60 min de
hidrélise foi verificado escurecimento (escurecimento nio
enzimidtico) do meio de reag8o. Este fato poderia explicar o
decréscimo da concentracdo de glucose observade na Figura 1,
quando foi utilizado o método enzimitico da glucose oxidase.
O método de Roe requer temperatura constante de 80 °C com a
finalidade de evitar a interferéncia da glucose e para gque
se obtenha adequada padronizacdo da intensidade de cor (21).

A Tdbela 1 apresenta os resultados de recuperacio de
carboidratos obtidos comparativamente pelos métecdos en
estudo, com e sem hidrélise utilizando glucose, frutose e
sacarose como padrdo. O0s resultados indicanm que o Iindice de
recuperagdc de aglcares & proxime de 100% para todos os
métodos, nas amostras hidrolisadas.

Em relagdo & determinagdo de frutose pelo método de fenol
sulfurico foi necessario usar frutose (em lugar de glucose)
como padrdo para curva de calibrag¢do. No caso da glucose, os
valores obtidos foram aproximadamente 50 % menores,
comparados com frutose, mantendo-se constante a concentracédo
de fenol. Os coeficientes angulares foram: padrio de glucose,
3.8, e padrido de frutose, 6.9. DUBOIS et al (8), obtiveram
diferencgas superiores a 20%, porém, com diferentes
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concentragdes de fenol e para diferentes tipos de agiicares. A
determinagdo da porgdo de glucose da sacarose pelo método da
glucose oxidase requer hidrélise prévia, e os resultados
obtidos foram sempre superiores a 100 %, na presenca de
sacarose e cerca de 98% em presenga de glucose.

FIGURA 1 - INFLUENCIA DO TEMPO DE HIDROLISE DE AGUCARES
SIMPLES EM DIFERENTES METODOS DE ANALISE
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Os dados foram expressos como porcentagem de aglicares
determinados pelos métodos de Fehling ( B ), Somogyi-Nelson
( O), fenol sulfarico (®), glucose oxidase (¢) e Roe ( A ).

A determinagdo de frutose pelo método de Roe (Tabela 1)
forneceu recuperacdc média de 100%, mas guando a frutose era
determinada a partir da sacarose, este valor se elevou para
123%. Estes resultados sugerem que esteja havendo
determinagdo parcial da glucose. Sendo assim, a determinagio
de frutose por este método ndo deve ser efetuada em amostras
contendo sacarose, o que ndo & comum em produtos dietéticos.

3.2 GELEIAS DIETETICAS

A Tabela 2 apresenta os resultados de andlise de aclicares en
gelélas, através dos métodos de Fehling, Somogyi-Nelson,
fenol sulfirico, glucose oxidase e Roe.

Através do teste de Tukey (Tabela 3), verificou-se que o
método de Somogyi-Nelson forneceu valores mais elevados que
os obtidos pelos outros métodos (p<0.05), e que & afetado
pela hidrélise. A andlise de variancia dos dados da Tabela 2,
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ndaoc mostrou diferenga estatisticamente significativa (p>0.05)

entre

repetigdes

para o

método do

fenol

sulfarico,

ao

contrario dos métodos de Fehling e Somegyi-Nelson (dados néo
mostrados). Estes resultados demonstram que o método de fencl
sulfirico apresenta melhor repetibilidade.

TABELA 1 - RECUPERACAO DE CARBOIDRATOS EM FUNCAO DA HIDROLISE
E DOS METODOS DE ANALISE

METODOS
FEHLING SOMOGYT- FENOL- G. OXIDASE ROE
NELSON SULFURICO
ACUCAR** |md.  ampl. |md.  ampl. |md.  ampl md.  ampl. | md. ampl.
GLUCOSE [87.1 (86 -90) 88 974 (94 -101) 977 (90-105)]-
FRUTOSE |91.3 (89-94) 975 (97-102)/100.2 (87 - 113) | - 100 (92 - 108)
SACAROSE |0 0 97.8 (97-99) |0 123*  (120-126)
COM HIDROLISE *+*
FEHLING SOMOGYI- FENOL- G. OXIDASE ROE
NELSON SULFURICO
ACUCAR  |md. ampl. md. ampl. md. ampl. md. ampl. md.  ampl
GLUCOSE (943 (87-109) |87.4 (77-106)[95.3 (87-108) [942 (88-109)]-
FRUTOSE [87.5 (83-98) 100.1 (93 - 109)198.3 (87 - 106) |- 98.5 (95-100)
SACAROSE [96.8 (94 - 100) [97.5 (90-100)/99.1 (96-102) {112* (102 -118)|111,2* (102-118)

md. =

média; ampl. =

de sacarose.

* %

final de

*k*

Porcentagem de recuperagdo
0.8 e 1.6%.
Média dos valores obtidos apds 30, 60 e 90
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TABELA 2 - DETERMINAGAO DO CONTEGDO DE AGUCARES EM GELEIAS
EM FUNGAO DE DIFERENTES METODOS DE ANALISE

METODOS
FEHLING SOMOGYI- |FENOL-SULFURICO ROE
NELSON

Geléia md. dp.  CV(%) [md. dp. CV(%)|md. dp. CV(%) Imd. dp. CV(%)
1 7.03 057 815 [872 071 816 692 061 881 (1136125 11.04
2 847 033 393 [10.65069 652 [803 047 584 (1367031 2.26
3 267 021 7.79 [3.73 031 821 [3.41 025 723 [3.76 0.37 9.88
4 571 038 668 693 071 1025 [6.62 035 597 |[7.81 0.26 3.28
5 178 011 637 [243 024 1003 [227 022 95 276 03 10.74
6 2.59 008 3.11 [3.25 025 764 [323 025 764 327 0.1 296
7 246 016 644 [298 027 906 [3.09 028 906 [2.89 0.31 10.78
COM HIDROLISE *

FEHLING SOMOGYI-NELSON FENOL-SULFURICO
Geléia md. dp. CV(%) md. dp.  CV(%) | md dp. CV(%0)
1 831 023 2.8 11.51 034 205 | 632 014 23
2 985 04 411 12.04 054 448 | 759 023 3.07
3 259 017 6.51 3.85 0.17 45 3.33 0.11 3.4
4 491  0.18 375 6.63 0.4 612 | 624 029 4.59
5 1.8 005 2.84 2.8 028 1006 | 231 0.2 8.7
6 226 021 9.55 3.43 0.28 8.08 | 275 027  10.00
1 216 0.03 1.28 2.98 0.21 7.5 | 243 0.18 7.57

md. =média; os dados foram expressos em porcentagem de agticar na geléia.
dp. =desvio padrio.

CV = coeficiente de variagdo.

*  Os dados com hidrdlise foram obtidos em 30, 60 ¢ 90 min de incubagfo.

TABELA 3 - EFEITO DA HIDROLISE NA DETERMINACAO DE AGUCARES EM
GELEIAS - CLASSIFICAGAO DAS MEDIAS PELO TESTE DE

TUKEY
Mc¢étodos md. ik dp. comparagdes
SOMOGYI-NELSON (sem hidrélise) 6.1% + 0.31 A
SOMOGYI-NELSON (com hidrélise) 5.54 + 0.45 B
FENOL-SULFURICO (com hidrélise) 455 + 0.18 C
FEHLING (sem hidrolise) 443 + 021 C
FENOL-SULFURICO (sem hidrélise) 4.41 + 0.35 C
FEHLING (com hidrélise) 4.40 + 0.26 C

md. =média. As médias indicadas por letras iguais ndo sio estatisticamente diferentes.
dp. = desvio padrio.
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A interferéncia da matriz alimentar sobre os resultados
obtidos pelos diferentes métodos & apresentada na Figura 2.
Estes resultados sugerem que os métocdos de Roe e Somogyi-
Nelson sofrem maior interferéncia da matriz.

MONTEGOMERY (18), relatou que o- e B- ceto acidos, aldeidos e
cetonas interferem na determinagdo de carboidratos pelo
método do fenol sulfirico. Uma vez gque este método ndo
forneceu valores mais elevados que os outros métodos (Tabela
2); pode-se inferir gque estas substdncias ndo causam
interferéncias na andlise de geléias dietéticas de frutas.

Por outro lado, na expedicdo de um laudo de analise,
independente do método empregade, além dos interferentes,
deve-se levar em consideragdo os aglcares das frutas como
matéria-prima e em gque proporgdo as frutas sido incorporadas
na formulag¢do, para se avaliar se as geléias dietéticas ndo
sao efetivamente adicionadas de aclcares, conforme
preconizado na legislagdo de Alimentos Dietéticos do Estado
do Parana (5).

FIGURA 2 - INTERFERENCIA DA MATRIZ (GELEIAS DIETETICAS) SOBRE
OS DIFERENTES METODOS DE DOSAGEM DE AGUCARES
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yil
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@ 27

METODOS

FE= Fehling; SN= Somogyi-Nelson; G= glucose oxidase; FS= fenol sulfitrico; FR= Roe.
Comgeléia{ O ), Sem geléia (H).

3.3 CHOCOLATES DIETETICOS

A Tabela 4 mostra os resultados da andlise de aglhcares em
chocolates de diferentes marcas pelos métodos em estudo. O
teste estatistico de Tukey (Tabela 5), indica gque ndo existe
diferenga entre os métodos com hidrélise, e a excecdo do
método de fenol sulfarico, os outros mostraram diferenga
guando a amostra foi previamente hidrolisada. Os métocdos de
fenol sulfirico, e o de Roe ndo requerem hidrélise prévia

B.CEPPA, Curitiba, v. 13, n. 1, jan./jun.1995 61



devido & presenca de &cido sulfirico e &cido cloridrico,
respectivamente, no meio de reacio.

TABELA 4 - DOSAGEM DE AQfICARES EM CHOCOLATE PELOS METODOS EM

ESTUDO
METODOS
FEHLING SOMOGYI-NELSON [FENOL- ROE
SULFURICO

CHO |md. dp. CV(%) md. dp. CV(%) |md. dp. CV(%)|md. dp. CV(%)
1 6.86 0.15 217 243 0.04 146 1973 0.07 036 [08 002 267
2 135 0 0 11.48 0 0 15.14 003 0.19 [16.28 0.02 0.3
3 7 0.16 2.22 803 0.01 018 985 005 05 10.52 0.09 087
4 12.05 0 0 919 001 015 18.96 0.09 0.5 078 0 0
5 643 0 0 515 004 082 114 015 1.3 097 0.01 0.73
6 10,15 0.11 1.11 795 0.08 0.98 1456 0.08 053 (021 0O 1.67
7 127 061 479 11.38 0.04 031 1509 0.1 066 [3.44 001 041
8 7.63 006 0383 67 0.03 042 123 015 121 |[023 0 0
COM HIDROLISE *

_ FEHLING SOMOGYI-NELSON |FENOL-SULFURICO
CHO md. dp. CV(%) | md. dp. CV(%)| md dp. CV(%)

1 25,48 0,68 266 2222 0,11 051 [23.1 0,15 0,64

2 |21,09 0 0 18,67 1,13 6,06 |13,92 0,04 0,3

3 30,68 0 0 16,06 0,04 0,03 |27.14 0 0

4 19,6 1,2 6,13 17,52 0,11 0,65 |16,55 0,15 09

5 12,74 0,34 2,66 | 11,52 0,01 0,12 |13,38 0,17 1,27

6 12,5 0 0 11,19 0 0 13,4 0.1 0,74

7 13,37 0,18 1,38 | 132 0,19 1,45 |15,64 0 0

8 10,82 0,62 5,60 8,95 0 0 12,19 0 0

CHO = amostras de chocolates.

md. = média; os dados foram expressos em percentagem de agticar no chocolate.
dp. = desvio padrdo.

CV = coeficiente de variagdo.

* Os dados de hidrélises foram obtidos em 30, 60 e 90 min de incubagio.

TABELA 5 - EFEITO DA HIDROLISE NA_DOSAGEM‘DE AGUCARES EM
CHOCOLATES - CLASSIFICAQAO DAS MEDIAS PELO TESTE

DE TUKEY
Métodos md. + dp. Comparagdes
FEHLING (com hidrélise) 18,28 + 0,38 A
FENOL-SULFURICO (com hidrolise) 16,91 + 0,09 A
FENOL-SULFURICO (sem hidrolise) 1490 =+ 0,09 A
... continua
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continuagio ...

SOMOGYI-NELSON (com hidrolise) 1480 =+ 0.20 A
FEHLING (sem hidrolise) - 893 + 015 B
SOMOGYI-NELSON (sem hidrolise) 779 = 0.03 B
ROE (frutose) (sem hidrolise) 415 £ 0.03 C

md. = média; as médias indicadas por letras iguais nio sdo estatisticamente diferentes.
dp. = desvio padrio.

0 método de Somogyi-Nelson proporcicnou valores menores na
determinagdo de carboidratos em chocolates (Tabelas 4, 5).
Estes resultados estdo de acordo com o©s ensaios de
recuperagdo gquando o amido fol adicionado & matriz (Tabela
6). Por outro lado, o método de Somogyi-Nelson forneceu

valores mais elevados na presenga de geléias (Figura 2).

3.4 CORRELACAO ENTRE 0OS METODOS

A Figura 3 apresenta graficos de correlacgdo obtidos com os
métodos de Fehling, Somogyi-Nelson, e fenol sulfirico. Os
coeficientes de correlagdo para estes métodos foram sempre
superiores a 0.9. A correlacdo para o método de Somogyi-
Nelson versus o de Fehling (0.99) foi préxima de 1. Quando a
correlagdo fol analisada entre os métodos de Fehling e fenol
sulfirico obteve-se melhores resultados para concentracdes de
aglicares inferiores a 7 % (r = 0.96). Este efeito pode ser
explicado pela diferenca de sensibilidade entre os dois
métodos.

FIGURA 3 - GRAFICO DE DISPERSAC PARA DIFERENTES METODOS DE
DOSAGEM DE AGUCARES EM GELEIAS
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Os dados foram expressos em porcentagem de agiicar analisados pelos métodos de Fehling, Somogyi-
Nelson, e fenol- sulfiirico.

TABELA 6 - RECUPERAGAO DE AMIDO ISOLADAMENTE E EM MISTURA COM

CHOCOLATE
Tempo de Meétodos
Hidroélise
(min) Fehling Somogyi-Nelson  Fenol-sulfiirico
AMIDO 0 - - 100
60 68 34 90
120 69 33 91
MISTURA* 0 21 10 102
60 ) 39 97
120 73 48 101

Os dados foram expressos em percentagem de agiicar.
* A mistura foi obtida com 5 g de amido e 10 g de chocolates.
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4 coNcLUusio

A determinagdo de acglcares totais pelo método de fenol-
sulfirico em alimentos dietéticos contendo frutose, deve ser
efetuada utilizando-se frutose para a elaboracdo da curva de
calibragdo, e, para alimentos contendc sacarose, a curva de
calibragdo devera ser realizada utilizando-se sacarose como
padréo.

O método de Somogyi-Nelson apresenta maior correlagdc com o
método de Fehling, porém nfoc & recomendado por ser mais
sujeito a interferéncias do material em analise.

O métode de fenol-sulflrico & mais sensivel, preciso, exato e
ndo sofre interferéncia da matriz. Além disso, nio requer
hidrélise prévia, & economicamente acessivel e de facil
execugdo. Portanto, recomenda-se seu emprego como método
oficial para a andlise de <carboidratos em alimentos
dietéticos.

ABSTRACT

Using conventional methods for carbohydrate analysis (Fehling, phenol-
sulphuric acid, Somogyi-Nelson, glucose oxidase, and Roe) it was
investigated the wvalidity of these methods based on their c¢riteria of
reliability, for different dietetic food matrices. Those analysed were
dietetic jellies and chocclates of different brands and tastes, collected
at a local market by the “Secretaria de Vigiladncia Sanitéria do Parana
(Curitiba, PR, Brasil)". The phenol-sulphuric acid and the Roe methods do
not require a prior hydrolysis treatment of the samples due to the
presence of sulphuric and hydrochloric acids in the reaction medium,
respectively. The Somogyi-Nelson and Roe methods were more influenced by
the jelly matrix, and gave lower carbohydrate contents in chocolates. It
was suggested the use of the phenol-sulphuric acid as an official method
for carbohydrate analysis of dietetic products due to its sensitivity,
precision, accuracy. It does not require a hydrolysis step, is not
affected by the food matrix, and is also relativily easy to carry out.
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