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DETERMINACAO RAPIDA DE ACUCARES REDUTORES COM ACIDO PiCRICO
PARA USO BIOTECNOLOGICO

RAPID DETERMINATION OF REDUCING SUGARS WITH PICRIC ACID FOR
BIOTECHNOLOGICAL USE
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RESUMO: A glicose, bem como outros agucares redutores, reage com o acido picrico, por oxirredugéo, produzindo
um composto colorido que exibe uma extingdo molar maxima em 530 nm. Como a extin¢do em 530 nm é linearmente
dependente da concentragdo ou massa de glicose, esta reagdo também pode ser usada para a quantificacdo de aglicares
redutores. Este trabalho descreve a padronizagdo do método do acido picrico para quantificagio de agucar redutor a partir
de condi¢des padronizadas para o método da ortotoluidina. As condi¢des aqui descritas para o método tém sido correntemente
utilizadas em nosso laboratério em estudos sobre osmorregulago de proteinas. Sob as condi¢des utilizadas, a relagéo entre
a absorvancia em 530 nm e a massa de glicose foi linear na faixa de 0 a 1200 pg do agticar, sendo descrita pela equacao
de regressdo A = -0,081 + 0,0031 pg de glicose. A utilizagdo de acido benzdico a 0,25% como solvente da glicose
produziu dados que se ajustaram a linha de regressdo dada pela equagdo A =-0,077 +0,0030 pg de glicose. A comparagio
das inclinagdes das duas curvas indicou que a utilizagdo do acido benzodico como conservante da glicose ndo afetou o
padréo de dependéncia de A, com a massa de glicose (p <0,0001). A utilizagdo de frutose como aguicar redutor produziu
um padrfo semelhante de dependéncia. A sensibilidade do método do acido picrico mostrou-se semelhante ao da ortotoluidina
quando a concentragdo de acido picrico ¢ de 1,0%, podendo ser superior se a concentra¢do de acido picrico for de 2,0%,

embora nesta concentragdo haja precipitacdo de picrato.

UNITERMOS: Determinagdo de aguicares redutores, Acido picrico, Biotecnologia.

INTRODUCAO

A quantifica¢do de glicose no sangue tém um impor-
tante papel no diagnostico de desordens metabolicas, como
o diabetes mellitus, bem como no monitoramento da saude
de seus portadores. O primeiro método para determinagdo
de glicose no sangue foi descrito ha mais de 100 anos e
desde entdo varios outros métodos tém sido propostos, tanto
de natureza enzimatica quanto ndo enzimatica (BURRIN;
PRICE, 1985). Os métodos enzimaticos sdo mais especificos
para a quantificacdo de glicose do que os métodos nédo
enzimaticos de dosagem, sendo mais apropriados para os
ensaios clinicos. Entretanto, todos os primeiros métodos de
dosagem utilizados eram nao enzimaticos (ADDIS;
SHEVKY, 1918; BENEDICT, 1919; BENEDICT, 1926;
DUBOIS et al., 1956; FOLIN, 1926; FOLIN; WU, 1920;
NELSON, 1944; SUMNER, 1924).

Os métodos de dosagem por oxirredugdo, dentre

todos os métodos ndo enzimaticos, mostraram ter uma vali-
dade limitada quando os objetos das analises eram materiais
biologicos como sangue e urina, cuja composigdo complexa
compreende varias substdncias com carater redutor
(HILLER; LINDER; VAN SLYKE, 1925; WIENER, 1995).
Além disto, alguns componentes daqueles materiais biolo-
gicos por vezes também mostravam reatividade organica
com o reagente utilizado. Esta situagido pode ser bem exem-
plificada pela reag¢do da creatinina com o acido picrico, a
qual com certeza prejudica a exatidao da dosagem de glicose
com este reagente, embora tenha fundamentado o desenvol-
vimento de um método de dosagem de creatinina na urina
(GREENWALD, 1930; GREENWALD; GROSS, 1924).
Além disto, os métodos de dosagem de agticar por oxirredu-
¢do demandam um laborioso protocolo de desproteinizagéo
(ADDIS; SHEVKY, 1918).

Todas estas desvantagens limitaram o uso dos méto-
dos oxirredutimétricos em ensaios clinicos e estimularam o
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desenvolvimento de métodos néo oxirredutimétricos, como
o método da ortotoluidina. A reag¢do colorimétrica com a
ortotoluidina tornou-se com certeza o método ndo enzimatico
mais largamente utilizado para dosagem de glicose em
materiais bioldgicos (PASSEY et al., 1977).

Entretanto, os métodos oxirredutimétricos, como a
reagdo com o acido picrico, sdo muito simples e baratos para
quantificag@o de aglicares redutores em materiais bioldgicos
menos complexos do que o sangue e a urina. Nosso interesse
em dosar agucares redutores em produtos de hidrolise de
celulose e testar a ocorréncia de hidrdlise inespecifica de
sacarose por proteinas, em estudos sobre osmorregulagdo
de proteinas por agucares, nos levou a padronizar o método
do acido picrico em condig¢des muito simples e praticas.

Este trabalho testa o efeito da concentragéo do acido
picrico na sensibilidade do método para quantificagio tanto
de glicose quanto de frutose, e também a validade de utiliza-
¢do de acido benzdico a 0,25% como conservante do agtcar.
O 4cido benzoico é utilizado como conservante de glicose
nos padrdes que acompanham os kits de dosagem de glicose
pelo método da ortotoluidina.

MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes usados apresentavam alto grau
de pureza. O acido picrico, a glicose e a frutose foram adqui-
ridos da Sigma Chemical Company, e o carbonato de sddio
e o acido benzodico da Quimis. As solugdes utilizadas foram
preparadas semanalmente em agua desionizada. As pesa-
gens foram executadas em balanga analitica Sartorius. As
medidas de volume foram feitas com um mesmo grupo de
pipetas graduadas ou volumétricas previamente padroniza-
das. As leituras de absorvancia foram feitas num espectrofo-
tometro Zeiss modelo Spekol. Os calculos, graficos e anali-
ses de regressdo linear foram feitos utilizando o programa
Origin 6.0 da Microcal.

Em um experimento tipico, foram preparadas quatro
solugdes primarias: A) Na CO, a 20% p/v em 4gua desio-
nizada; B) acido picrico a 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0% em agua
desionizada; C) acido benzoico a 0,25% p/v em agua
desionizada; e D) solucdo-estoque de glicose ou frutose a 1,2
2/100 mL em agua desionizada ou em acido benzdico a 0,25%.
As solugdes de uso de glicose ou frutose foram preparadas
nas concentragdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 g/100
mL de agua desionizada ou de acido benzoico a 0,25%.

No protocolo-padréo, foi preparada uma série de
tubos de ensaio, em duplicata. O tubo-controle recebia inici-
almente 0,1 mL do solvente (agua desionizada ou acido ben-
z6ico a 0,25%), enquanto os demais tubos recebiam 0,1 mL
de glicose ou frutose a 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 g/100
mL (em agua desionizada ou acido benzoico a 0,25%). Em
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seguida cada tubo recebia 1,5 mL de Na,CO, a 20% e, por
fim, 1,5 mL de acido picrico (a 0,2; 0,5; 1,0 ou 2,0 %). Apos
mistura, os tubos foram incubados por 30 minutos em banho-
maria em ebuli¢@o, cobertos por esferas de vidro. Apos a
incubagdo os tubos foram resfriados, antes do registro da
A, contra o tubo-controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros métodos usados para dosagem de
actcar no sangue eram métodos ndo enzimaticos (BENE-
DICT, 1926; DUBOIS et al., 1956; FOLIN, 1926; FOLIN;
WU, 1920; NELSON, 1944; SUMNER, 1924), que nao dife-
renciam a glicose da frutose ou da galactose, também pre-
sentes no sangue. Eles logo foram sendo substituidos por
métodos enzimaticos, que sdo especificos para a glicose,
pois empregam enzimas como a glicose-oxidase, a glico-
quinase ou a glicose-desidrogenase (BURRIN; PRICE,
1985; COOPER; MCDANIEL, 1970; SACKS, 1998; YU;
LIU; JU, 2003).

Nao ha divida quanto a vantagem dos métodos
enzimaticos quando o objetivo é dosar glicose na presenca
de outras substancias redutoras. No entanto, quando o
proposito é dosar aglicares redutores, os métodos nao
enzimaticos sdo muito vantajosos por serem simples e
baratos, sendo usados mesmo nos dias atuais com propdsitos
biotecnoldgicos (MONTROSS; CROFCHECK, 2004).

A reagdo de aglicares redutores com o acido picrico
produz acido picramico, cuja extingdo molar maxima em
530 nm ¢ linearmente dependente da massa ou concentragdo
de glicose (ADDIS; SHEVKY, 1918). Na Figura 1 ¢ apre-
sentada a reta-padréo de glicose dosada pelo método do
acido picrico a 1% p/v, usando glicose diluida em agua e em
acido benzdico a 0,25%, mostrando que a presenga de acido
benzdico como conservante da glicose ndo afeta a reatividade
da glicose com o agente cromogénico, ou seja, ndo interfere
na dosagem.

O efeito de concentragdes crescentes de acido picri-
co (de 0,2 a2%) sobre a reta-padrao de glicose esta mostra-
do na Figura 2. O aumento da concentracdo do acido picrico
até 2% melhora a sensibilidade do método, como pode ser
visto pelo aumento da inclina¢do da reta. Entretanto, em
concentra¢des acima de 1%, o acido picrico tende a precipi-
tar no meio da reagio.

A Figura 3 mostra as retas-padrdes de glicose e
frutose em acido benzdico a 0,25% apos reagdo com acido
picrico a 1%. Como pode ser observado, a reatividade do
acido picrico com ambos os agticares ¢ idéntica, indicando
que o método pode ser utilizado para dosagem desses dois
acucares redutores. Em solug¢do neutra ou fracamente acida,
a forma predominante é o hemiacetal ciclico referido como
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piranose. A forma da glicose que contém a carbonila  alcalino, a glicose forma um derivado 1,2-enediol, que ocorre
aldeidica livre é altamente instavel e esta presente em  em equilibrio com a frutose e a manose, monossacarideos
concentragdes muito pequenas em solugdo aquosa. Em pH  que também exibem capacidade redutora, como a glicose.
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Figura 1. Quantificagio de glicose pelo método do acido picrico. A linha continua representa a reta de regressio linear da
dosagem de glicose em agua (o), dada pela equacdo y = -0,113 + 0,00312 x, com r* = 0,9972 (n = 39; p <
0,0001). A linha descontinua representa a reta de regressio para a glicose em acido benzdico a 0,25% (x), dada
pela equagdo y = -0,104 + 0,00305 x, com r* = 0,9966 (n =27, p < 0,0001).
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Figura 2. Efeito de concentragdes crescentes de acido picrico sobre a reta-padrdo de glicose em agua desionizada. Com
acido picrico a 0,2%, a equagdo ¢ y = 0,00149 + 0,00032 x (r> = 0,9932, n = 12, p < 0,0001). Com &cido
picrico a 1,0%, a equagdo é y = - 0,1044 + 0,00305 x (r> = 0,9966, n =27, p <0,0001). Com acido picrico a
2,0%, a equagdo éy = - 0,0366 + 0,00421 x (r* = 0,8961, n =22, p < 0,0001).
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Figura 3. Comparagdo das retas-padrdes de glicose e frutose, com as solu¢des de ambos os aglicares em acido benzdico
a 0,25% e o acido picrico a 1,0% p/v. A linha de regressdo para a curva da frutose (0) é dada pela equagio y
=-0,118+0,00314 x, com r*=0,9982 (n=21, p<0,0001). A reta de regressdo para a glicose (x) ¢ y =- 0,104
+0,00305 x, com 12=0,9966 (n=27; p<0,0001).

A Figura 4 compara as retas-padrdes de glicose  cantes entre si (p<0,01), de acordo com método classico
em acido benzdico a 0,25% pelos métodos da ortotoluidina  descrito na literatura (LARK; CRAVEN; BOSWORTH,
e do acido picrico. Elas ndo apresentam diferencgas signifi-  1968).
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Figura 4. Comparagéo das retas-padrdes de glicose pelos métodos da ortotoluidina e do acido picrico, com acido picrico
a 1,0% p/v. A reta-padrao pela ortotoluidina (o) é dada pela equagdo y =- 0,110 + 0,00355 x, com r>=0,9251
(n=6, p=0,00216), enquanto a reta-padrdo pelo acido picrico (x) é dada por y =- 0,0130 + 0,00312 x, com
> =10,9980 (n =25, p<0,0001).
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A ortotoluidina ¢ especifica para aldoses, com as
quais se condensa sob aquecimento na presenga de acido
acético (BURRIN; PRICE, 1985; COOPER; MCDANIEL,
1970; SACKS, 1998). Embora esse método exiba extensa
linearidade (PASSEY etal., 1977), ele apresenta um incon-
veniente sério, que ¢ a carcinogenicidade atribuida a ortoto-
luidina (BURRIN; PRICE, 1985). O acido picrico, que reage
com qualquer agticar redutor, ndo apresenta propriedades
carcinogénicas, sendo inclusive usado sob a forma de sais
em varias formula¢des farmacéuticas.

PENHA-SILVA, N. et al.

CONCLUSOES

1) A utilizagdo de acido benzbico a 0,25% como
solvente da glicose ndo interfere na dosagem de glicose
pelo método do acido picrico; 2) a utilizagdo de acido picrico
a 1,0% aumenta a sensibilidade do método; 3) a reta-padrao
de glicose ndo difere significativamente da reta-padréo de
frutose por este método; 4) a utilizagdo de acido picrico a
1% possibilita a obteng¢do de uma sensibilidade equivalente
a do método da ortotoluidina; 5) a utiliza¢do de acido picrico

a 2% aumenta a sensibilidade deste método em relagdo ao
método da ortotoluidina, embora a reagdo ocorra com alguma
precipitacdo do reagente.

ABSTRACT: Glucose, as well as other reducing sugars, reacts with picric acid, by oxirredution, producing a
colored compound that shows a maximal molar extinction at 530 nm. Since extinction at 530 nm is linearly dependent with
the concentration or mass of glucose, that reaction can be used for quantification of reducing sugars. This paper describes
the standardization of the picric acid method from conditions described for orthotoluidine method. Conditions here described
for the method have been currently used in our laboratory in studies about osmorregulation of proteins. Under the used
conditions, the relation between A, and the glucose mass was linear at the range of 0 to 1200 pg of sugar, being described
by the equation A_, =-0,081 +0,0031 pg glucose. Utilization of benzoic acid at 0,25% w/v as solvent for glucose produced
data fitted by the equation A_, = -0,077 + 0,0030 pg of glucose. Comparison of both lines indicated that utilization of
benzoic acid as glucose preservative didn’t affect the dependence of A_ with glucose mass (p<0.01). Utilization of
frutose as reducing sugar produced the same pattern of dependence. The sensibility of the picric acid method showed to
be similar to the orthotoluidine one, when picric acid concentration is 1,0%, becoming even superior if picric acid concentration
is 2,0%, although the picrate precipitates at this concentration.
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