ROTEIRO DE AULAS PRATICAS DA DISCIPLINA DE
ANALISE DE ALIMENTOS

Eliana Janet Sanjinez Argandofia
Iriani Rodrigues Maldonade
Caroline Alves Breda
Priscilla Narciso Justi
Ariana Vieira Alves

Tania Granzotti da Silva

chi

2017



Equipe EAUFGD/2012

Coordenagao editorial: Edvaldo Cesar Moretti
Administragio: Givaldo Ramos da Silva Filho
Revisdo e normalizacdo bibliografica:

Raquel Correia de Oliveira

Programagio visual: Marise Massen Frainer

CONSELHO EDITORIAL
Edvaldo Cesar Moretti - Presidente
Célia Regina Deldcio Fernandes
Luiza Mello Vasconcelos

Marcelo Fossa da Paz

Paulo Roberto Cimé Queiroz
Rozanna Marques Muzzi

Wedson Desidério Fernandes

A presente obra foi aprovada de acordo
com o Edital 04/2012/EdUFGD.

Os dados acima referem-se ao ano de 2012.

Editora filiada a

nSEW

Associacdo Brasileira
das Editoras Universitarias

Gestao 2015/2019

Universidade Federal da Grande Dourados
Reitora: Liane Maria Calarge

Vice-Reitor: Marcio Eduardo de Barros

Equipe EAUFGD

Coordenagio editorial:

Rodrigo Garéfallo Garcia

Administracio: Givaldo Ramos da Silva Filho
Revisdo e normalizagdo bibliografica:

Cynara Almeida Amaral, Raquel Correia

de Oliveira, Wanessa Gongalves Silva
Programagio visual: Marise Massen Frainer
e-mail: editora@ufgd.edu.br

CONSELHO EDITORIAL

Rodrigo Garéfallo Garcia - Presidente
Marcio Eduardo de Barros

Thaise da Silva

Clandio Favarini Ruviaro

Gicelma da Fonseca Chacarosqui Torchi
Rogério Silva Pereira

Eliane Souza de Carvalho

Diagramagio, impressio e acabamento: Triunfal Gréfica e Editora | Assis | SP

Revisao: Tiago Gouveia Faria

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP).

R843

Roteiro de aulas praticas da disciplina de anilise de

alimentos / Eliana JanetSanjinez Argandofia ... [etal.] -- Dourados,
MS: Ed. UFGD, 2017. (Colegao Cadernos Académicos).

105p.

ISBN: 978-85-8147-110-5

Possui referéncias

1. Composic¢io de alimentos. 2. Manuais de laboratorios.

3. Bromatologia. I. Titulo.

CDD - 0641

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Central — UFGD.
© Todos os direitos reservados. Conforme lei n° 9.610 de 1998



SUMARIO

APRESENTACAO ....uoivieeiiieiie e 5
AMOSTRAGEM E PREPARO DAAMOSTRA.......ccvvvevvnnnnn... 7
ATIVIDADE DE AGUA. ... .coviiiiiiieeieeeeeeeeee e 11
UMIDADE E SOLIDOS TOTAIS ...evveiiinciineeiineeiieeeieeenn. 15
CONTEUDO MINERAL FIXO OU CINZAS.........cvvuneevrnnnnnnnn 19
LIPIDEOS . evteeee et et et eans 23
METODO BLIGH DYER .. .cvvvvineiiineeiieeineeenneeanne. 23
METODO SOXHLET ....uivuiineiineiineiieeieevieeaneeannns 27
PROTEINAS ... eeveeiieiee i et et ee e e e e e 31
METODO KJELDAHL ...cvveivniveeeineeieeieeievieeane, 31
METODO LOWRY ...vvniiieineeineeineeieeeeieeaeeans. 37
METODO BIURETO ...cvvniivneiineeiieeeie e eeneeeanns 41
CARBOIDRATOS .....uueivineeiiieeeiiieeeeieee e e e e eeans 45
METODO EYNON—LANE ......cuuveiiiineiiinneeiiinennnn. 45
METODO DE ACIDO DINITROSSALICILICO (DNS) ........ 53
METODO SOMOGYI-NELSON ......ceuvvneirneirnrnnnnnn.. 59
DETERMINACAO DE AMIDO .....covniineiineiineeeieeeineeenn. 65

FIBRAS .o 71



FIBRA INSOLUVEL.....ucvvuneiineiiieiiieeeieevineeeanen, 71

FIBRA INSOLUVEL — DIGESTOR SEMI-INDUSTRIAL...... 77
SOLIDOS SOLUVEIS «..evveevveeeiieeiieeieeeee e e e e 81
ACIDEZ TITULAVEL .evvvniieiieeieeeeeeee e 85
MEDIDA DE PH EM ALIMENTOS .....ouveiiiineivineeiinneeennnn. 91
VITAMINA C oo 97

METODO TILLMANS ....evveiieeiineiieiieeieeeeeieeannas 97

METODO COM IODATO DE POTASSIO



APRESENTACAO

O caderno académico Roteiro de anlas priticas da disciplina de andlise de
alimentos é o resultado da compilagio de praticas de analise de composigao
proximal de alimentos, bem como das analises fisicas que contribuem
para a avaliagdo de um alimento ou produto alimenticio.

O texto abrange os aspectos basicos da quimica de alimentos, ten-
do em vista o importante papel que esta desempenha em muitas reas da
Ciéncia e da Tecnologia de Alimentos e a necessidade de fornecer uma
descricao detalhada dos principais procedimentos técnicos utilizados.

Os procedimentos operacionais e a aplicacdo dos fundamentos
bésicos da quimica e da bioquimica na quantificagdo dos constituintes
dos alimentos, assim como na avaliacio dos produtos processados, sao
fundamentais no controle de qualidade e na escolha por uma ou outra
técnica de conservacao. Nesse sentido, este caderno surgiu da necessidade
de reunir as principais técnicas de andlise de alimentos com o objetivo de
facilitar o ensino-aprendizagem dos estudantes dos cursos de Engenharia
de Alimentos, Agronomia, Biotecnologia, Nutri¢do e de areas afins, auxi-

liando na sua qualificac¢o profissional.

Eliana Janet Sanjinez Argandofia

Iriani Rodrigues Maldonade






AMOSTRAGEM E PREPARO DA AMOSTRA

Experimento: processo de amostragem

1. Introducao

Amostra ¢ definida como “uma por¢ao limitada do material to-
mada do conjunto — o universo, na terminologia estatistica — sele-
cionada de maneira a possuir as caracteristicas essenciais do conjunto”.

Amostragem ¢ a série sucessiva de etapas operacionais especifi-
cas para assegurar que a amostra seja obtida com a necessaria condigao
de representatividade. A amostra é obtida através de incrementos reco-
lhidos segundo critérios adequados.

O preparo de uma amostra é um processo por meio do qual a
amostra é convertida em material homogéneo e satisfatério para a ana-

lise. Compreende geralmente trés etapas principais:

a) Coleta da amostra bruta;
b) Preparo da amostra de laboratério;

c) Preparo da amostra para anélise.

A quantidade de material usado para a execucio da analise ¢ rela-
tivamente pequena em comparagio com a totalidade do material em es-
tudo. Portanto, ¢ importante considerar os seguintes fatores na extragao
de uma amostragem: finalidade da inspecdo, natureza do lote, natureza

do material em teste e natureza dos procedimentos de teste.



2. Objetivo

Compreender o processo de amostragem, bem como sua rele-

vancia para o processo analitico.

3. Material

* Bandejas, béquer, espatulas, facas, pipetas graduadas e peneira.
e Equipamentos: seladora, liquidificador ou micromoinho e ba-

lanca de precisio.

4. Procedimento

Preparo da amostra:

* Alimentos secos (em p6 ou granulares): fazer quarteamento.

e Alimentos liquidos: retirar por¢oes de liquido de diferentes
partes do recipiente (do fundo, do meio e de cima) e misturar
as porc¢des no final.

e Alimentos semissolidos (queijos duros e chocolates): as
amostras devem ser raladas ou trituradas, depois fazer quarte-
amento, como nas amostras em poé ou granulares.

* Alimentos imidos (carnes, peixes e vegetais): a amostra deve
ser picada ou moida e misturada. Em seguida, se necessario,
pode passar pelo quarteamento para, somente depois, ser to-
mada a aliquota para a analise. A estocagem deve ser realizada
sob refrigeracio.

* Alimentos pastosos (pudins, molhos, entre outros) e alimen-
tos liquidos contendo sdlidos (compotas de frutas, vegetais
em salmoura e produtos enlatados em geral): as amostras de-
vem ser trituradas em liquidificador e misturadas, seguindo-se

a retirada das aliquotas para analise.



* Alimentos com emulsio (manteiga e margarina): as amostras
devem ser cuidadosamente aquecidas a 35°C em frasco com
tampa e, depois, devem ser homogeneizadas. A partir dai sao
retiradas aliquotas necessarias para a analise.

* Frutas e hortaligas: as frutas grandes devem ser cortadas ao
meio, no sentido longitudinal e transversal, de modo que fi-
quem divididas em quatro partes. Duas partes opostas devem
ser descartadas e as outras duas devem ser misturadas e homo-
geneizadas em liquidificador. As frutas pequenas podem ser

homogeneizadas por inteiro no liquidificador.

5. Bibliografia

CECCHI, H. M. Fundamentos teéricos e praticos em analise de alimentos.
Campinas: Unicamp, 2003.






ATIVIDADE DE AGUA

Experimento: determinacao da atividade
de agua em amostras alimenticias

1. Introducao

A agua pode estar presente na amostra sob duas formas: 1) agua
disponivel (fracamente ligada ao substrato e facilmente eliminada), que
atua como solvente e favorece o crescimento microbiano e as rea¢oes qui-
micas; 2) agua ligada (ou fortemente ligada ao substrato), a qual ¢ dificil
de ser eliminada, ja que ndo permite o crescimento de micro-organismo e
nao ¢ utilizada como solvente, retardando as alteracdes quimicas.

A 4gua se liga ao produto por meio de ligacGes io6nicas, grupos
hidroxilas (em actcares), grupo carbonil e amino (em proteinas), forca de
Van der Waals, entre outros. Assim, a atividade de 4gua (2 ) se diferencia
da umidade pelo fato de a umidade determinar o valor quantitativo de
dgua em uma amostra em base seca ou em base umida. A umidade é uma
propriedade que depende da quantidade de amostra. A atividade de dgua
¢ uma medida (qualitativa) do estado de energia da 4gua em um sistema.
E uma propriedade que nio depende da quantidade de material.

Os efeitos da atividade de 4gua em um alimento estao relacionados
com a velocidade das reagdes quimicas e enzimaticas e do crescimento de
micro-organismo, bem como com a alteragdo de sua aparéncia e textura.
Em func¢io da atividade de agua, os alimentos sdo classificados em trés
grupos: alimentos com baixa umidade (2, at¢ 0,60), alimentos com umi-

dade intermediaria (2, entre 0,60 e 0,90) e alimentos com alta umidade



(a2, com valores acima de 0,90). A partir do conhecimento da 2, de um

alimento pode-se prever a estabilidade do mesmo.
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2. Objetivo

Verificar a atividade de 4gua em alimentos utilizando higrometro
Aqualab.

3. Material

Cépsulas, espatula, lenco de papel e pipetas.

Reagentes: solugbes saturadas de sais com atividade de dgua
conhecida a 20°C. LiCl (0,113), MgCl, (0,331), K,CO, (0,432),
Mg(CO,), (0,544), NaCl (0,755), KCI (0,851), K, SO, (0,976) ou
outras e agua destilada ou deionizada (1,000).

Equipamento: higrometro Aqualab.

4. Procedimento

Calibracdo do aparelho:

* Ligar o aparelho (pelo menos 15 minutos antes das analises)

para estabilizagao.

Distribuir em capsulas 4agua deionizada ou destilada (em
triplicata) em quantidade suficiente para preencher metade da
capsula.

Colocar a capsula no compartimento do analisador de atividade
de 4gua e esperar a estabilizacdo da leitura. O valor da atividade
de agua ¢é 1,000, sendo aceitaveis as varia¢oes de até 0,003. Re-
petir a operacdo com as demais capsulas.

Realizar o mesmo procedimento utilizando solu¢oes saturadas

de sais com atividade de 4gua conhecida e verificar os resulta-

dos.



* Quando se conhece a atividade de agua tedrica do produto,
calibrar o aparelho com dgua e com uma solugio saturada de sal
com atividade de agua inferior ao esperado para o produto.

* Anotar a temperatura em todas as leituras realizadas para fazer

a corre¢ao, caso seja Necessario.

Preparo da amostra:

* Triturarasamostras de modo a se obterem aliquotas homogéneas.

Determinacio:

¢ Colocar uma quantidade de amostra suficiente para distribuir na
capsula, sem excesso (até a metade do recipiente). Evitar que a
amostra transborde para ndo contaminar o aparelho.

* Colocar a capsula no analisador de atividade de dgua e esperar
até a estabilizaco, a qual pode ser verificada pelo display ou pelo

som ou luz emitido pelo aparelho. Efetuar a leitura.

Calculos:
Calcular a média dos resultados e o desvio padrio.
_a,* a, + a,

a,=
3

Onde a ¢ a atividade de 4gua (adimensional)

(5, = %) +(x, —X) +....+(x, —X)°

Desvio padriao:  §=
n—1

Onde x, x, x_sdo os valores da amostra, X ¢éamédia da amostra

e n é o nimero de amostras.

13



5. Bibliografia

BOBBIO, P. A., BOBBIO F. O. Quimica do processamento de alimentos. 2
ed. Sao Paulo: Ed. Varela, 1995.

LABUZA, T. P. Water relations of foods. New York: Academic Press, 1975. p.
155-172.
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UMIDADE E SOLIDOS TOTAIS

Experimento: determinacao de umidade
em amostras alimenticias

1. Introducao

A umidade ou teor de dgua presente no alimento é uma das deter-
minag¢des mais importantes na analise de alimentos, principalmente por
estar relacionada com a estabilidade e a conservagio. Teores de umidade
fora das recomendagdes técnicas podem acarretar alteracoes indesejaveis
do ponto de vista quimico, bioquimico e fisico. Além disso, favorecem o
crescimento microbiano e promovem a deterioracdo do alimento, impos-
sibilitando o seu consumo.

Existem varios métodos para determinar a umidade em alimentos.
A escolha do método vai depender: 1) da natureza da amostra, 2) da quan-
tidade de agua e da sua forma de ligacdo com os outros constituintes, 3)
da rapidez que se deseja na determinacio e 4) do equipamento disponivel.

A umidade de um alimento esta relacionada com sua estabilidade,
qualidade e composicio, elementos que podem afetar as caracteristicas do
produto durante a estocagem, a embalagem e o processamento.

Em geral, a determinac¢io de umidade, que parece um método sim-
ples, pode se tornar complexa em funcio da necessidade de exatiddo e
precisio nos resultados. As dificuldades encontradas geralmente sdo: se-
parag¢do incompleta de dgua do produto, decomposi¢io do produto com
formagao de agua além da original e perda das substancias volateis do ali-
mento que serdo computadas como massa da dgua presente no alimento.

Os solidos totais ou a matéria seca sao obtidos pela diferenga entre

o peso total da amostra e o conteudo de umidade.



2. Objetivo

Compreender os conceitos de umidade e sélidos totais em
alimentos e quantificar o teor de agua e de massa seca em produtos

alimenticios.

3. Material

e (Cadinho previamente seco em estufa, béquer, bastao de vidro,
dessecador com silica gel, espatula e pinca metalica.
e Equipamentos: balanca analitica, banho-maria e estufa de seca-

gem com ventilagao.

4. Procedimento

Preparo da amostra:

e Amostras liquidas: devem ser evaporadas em banho-maria até
que apresentem consisténcia pastosa. S6 entao podem ser colo-
cadas na estufa.

e Amostras agucaradas: formam uma crosta dura na superficie
que impede a saida do vapor da 4gua do interior da amostra.
Nesse caso, adiciona-se areia ou pedra-pomes em p6 misturada a
amostra para aumentar a superficie de contato e facilitar a evapo-
ragao. Dependendo da amostra, realizar o procedimento a 70°C.

e Amostras em po: devem ser pesadas rapidamente para nao ab-

sorver a umidade do meio ambiente.

Determinacio:

e Pesar em balanca analitica de 2 a 5 ¢ de amostra num cadinho
previamente seco e tarado.

e Lispalhar homogeneamente a amostra no cadinho.

e Colocar o cadinho na estufa previamente aquecida na tempe-
ratura de trabalho (60°C a 105°C). A escolha da temperatura

dependera da composicao da amostra.
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e Pesar o cadinho a cada duas horas ou deixar secar até se obter
massa constante (6 a 24 horas, aproximadamente).

o Para realizar a leitura da massa, retirar o cadinho da estufa com
uma ping¢a e coloca-lo no dessecador até atingir a temperatura
ambiente.

e Retirar do dessecador com a pin¢a o conjunto formado pelo
cadinho + amostra seca e pesar em balanca analitica.

e A massa da amostra imida é calculada pela diferenca entre a
massa do conjunto cadinho + amostra imida e a massa do ca-
dinho vazio. A massa da dgua evaporada serd a diferenca entre a

massa da amostra imida e 2 massa da amostra seca.

Recomendagdes: A silica gel deve ser seca a 120-150°C, por uma

a duas horas, antes de ser utilizada no dessecadot!

Calculos:

A umidade contida no material pode ser expressa em base imida

ou base seca. A umidade em base umida (U ) é mais utilizada em de-

BU
sigha¢Oes comercials, armazenamento, vida util, entre outros, enquanto

a umidade em base seca (U_.) é utilizada em trabalhos de pesquisa e

BS>
cinéticas de secagem.

Umidade em base iumida

Mam_M/ 0 Mam_Mf
Uy (ga'gua/gam)ZTm' ou Uy (A))ZTW'XWO ou
oM, . M.,
UBU (/O)ZMiamxloo ou UBU (A))meloo

17



Umidade em base seca

am

f am S/
——ouU e ! =———x100 ou
M/ BS (gagua gam ) Mf

UBS (gdgua /gam) =

Ma' ua
Uy (%) = — %100

seco
Amostra

M,=M,.+ S

dgua seco

Onde: U, umidade em base amida (g

umidade em base seca (g, /'S

ou %). Uy,

ou %), M, , massa da amostra (g). M,

égua/g amostra

seco

massa da amostra depois de seca (g). M, | quantidade de 4gua retirada
agua

durante a secagem (g) ¢ S matéria seca (ou solido seco) contida na

amostra (g).
Mudanga de base
Passar de Base Umida para Base Seca: Passar de Base Seca para Base

Umida:

0, V)
UBU(/O) ><100 UBU (%) — UBS(/O) XIOO

U, (%)= —20 ) s\ )
ss () 100U, (%) 100+ U 5 (%)

Solidos totais

Os sélidos totais (denominados também de solido seco, massa seca
ou matéria seca) sao a diferenca entre a massa total da amostra e a massa

de 4gua evaporada.

5. Bibliografia

SALINAS, R.D. Alimentos e nutrigdo: introducdo a Bromatologia. 3. ed. Por-
to Alegre: Artmed, 2002.

CECHI, H. M. Fundamentos teéricos e praticos em analise de alimentos.
2. ed. rev. Campinas SP: Editora da UNICAMP, 2003.

PARK, K. J.; ANTONIO, G. C. Analises de materiais biolégicos. Campinas:
Unicamp, 2006. p. 3 ¢ 4.
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CONTEUDO MINERAL FIXO OU CINZAS
Experimento: determinacao do contetido mineral total

1. Introducao

O conteudo de mineral fixo ou cinza de um alimento ¢é o residuo
inorganico que permanece apds a queima da matéria organica, a qual é
transformada em CO,, H O e NO,.

Os elementos minerais se apresentam na cinza sob a forma de 6xi-
dos, sulfatos, fosfatos, silicatos e cloretos, dependendo das condi¢bes de
incineracdo e da composi¢ao do alimento. Algumas mudangas podem
ocorrer, tais como: a transformacao de oxalatos de calcio em carbonatos
ou até em Oxidos.

A cinza ¢é constituida principalmente de macronutrientes, not-
malmente presentes em grande quantidade nos alimentos (K, Na, Ca,
P, S, Cl e Mg), e micronutrientes, normalmente presentes em pequenas
quantidades, como Al, Fe, Cu, Mn e Zn, além dos chamados elementos
tragos, que se encontram em quantidades muito pequenas nos alimentos.
Assim, a determinagao dos constituintes minerais nos alimentos pode ser
dividida em duas classes: determinacio das cinzas (total, soluvel e insolu-
vel) e determinacao dos componentes individuais da cinza.

O teor de cinzas ¢ utilizado como indicativo de varias proprieda-

des. Por exemplo:

a) no refino de agtcar: teores muito altos no mel de cana-de-agtcar
dificultarao a cristalizacio e a descoloracao;

b) na farinha: a quantidade de cinza influenciard na extragio;



¢) na verificagao do valor nutricional de alguns alimentos e ragoes:

o alto teor de cinza insolivel em acido indica a presenca de areia.
Os componentes individuais das cinzas podem ser divididos em:

a) indispensaveis para o metabolismo normal, constituindo geral-
mente a dieta essencial;

b) aqueles que ndo tém nenhuma fungido conhecida ou até podem
ser prejudiciais a4 sadde (agrotoxicos residuos de processos in-
dustriais como Pb e Hg). Alguns componentes minerais podem
favorecer ou prejudicar o processo de fermentacdo em produtos

fermentados.

2. Objetivo

Determinar o teor de residuo mineral fixo de um alimento pela

técnica de incineracio.

3. Material

e (Cadinhos de porcelana, dessecador com silica gel, pinga metali-
ca ¢ espatula.
e Equipamentos: balanca analitica, banho-maria, chapa aquece-

dora ou bico de Bunsen e mufla.

4. Procedimento

Preparo da amostra:

e A massa de amostra varia de acordo com o conteddo de mine-
rais e de umidade, presentes no produto. Alimentos com alto
teor de umidade requerem maior quantidade; aqueles com baixo

teor, menor quantidade de massa. Por exemplo:

* Cereais, queijo, leite: 3 - 5 g;

20



* Agucar, carne, legumes, vinho: 5 - 10 g;
* Vinho: 10 mL,;
* Sucos, frutas frescas, frutas enlatadas: 25 g;

¢ Geléia, xarope, doces em massa: 10 g.

e Amostras liquidas ou imidas: devem ser secas em estufa an-
tes da determinacio de cinzas.

e Produtos que contém grande quantidade de matéria vola-
til: condimentos devem ser aquecidos vagarosamente de manei-
ra que comecem a fumegar sem pegar fogo.

e Produtos ricos em gordura: devem ser aquecidos cuidadosa-
mente em chapa aquecedora ou bico de Bunsen para evitar ex-
cesso de chama, o que poderia causar perdas por arraste.

e Peixes e produtos marinhos gordurosos: deve-se fazer uma
incineracdo prévia a baixa temperatura de modo que a gordura
comece a fumegar sem incendiar-se.

e Produtos com muita gordura: no caso da manteiga, é neces-
sario fazer a extragdo da gordura da amostra seca com algum
solvente organico (éter etilico, éter de petrdleo ou outro) antes
da incinera¢io da amostra.

e Amostras agucaradas: tendem a formar espuma. Recomenda-
se secar as amostras a 100°C, em banho-maria ou em estufa,
adicionando-se em seguida pequenas gotas de dleo ou azeite

para entdo o produto ser aquecido vagarosamente.

Determinacio:

e Aquecer o cadinho na mufla a 550°C por meia hora. Esfriar
em dessecador. Manipular o cadinho com a pinga, evitando o
contato com as maos, para nao passar umidade e gordura ao
cadinho. Colocar na balanca analitica e pesar. Anotar a massa
do cadinho vazio e tarar.

e Pesar no cadinho 3 a 10 g de amostra.
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e Colocar o cadinho juntamente com a amostra na mufla pré-
-aquecida a 150°C e fechar a mufla. Programar o aquecimento
para 550 — 600°C. Deixar nessa temperatura pot quatro horas
ou até que o material se torne branco ou cinza-claro. Essa é uma
indicagao de que a cinza esta pronta.

e Se o material ainda apresentar cor escura, deve ser retirado da
mufla (previamente desligada e aberta quando a temperatura
estiver abaixo dos 150°C), resfriado, molhado com 0,5 mL de
agua e aquecido novamente, até que resulte numa cinza branca.
Repita as operac¢oes de aquecimento e resfriamento até que se
obtenha um peso constante.

e EHsfriar o material no dessecador por cerca de 20 a 30 minutos.

Pesar o material frio na balanca analitica.

Cialculos:

. M
Residuo mineral ou Cinzas (%)=—="-x100

am

Onde: M, massa de cinzas que ¢ a diferenga entre a massa do cadi-
nho com cinzas e a massa do cadinho vazio (g); M__, massa da amostra (g).
A cinza obtida nio tem necessariamente a mesma composi¢ao
que a matéria mineral presente originalmente no alimento, pois pode
haver perda por volatilizagiao ou alguma interagio entre os constituintes

da amostra.
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LIPIDEOS
METODO BLIGH DYER

Experimento: quantificar o teor de
lipideos totais pelo método a frio

1. Introducao

A determinacdo quantitativa de lipideos em alimentos é um pa-
rametro importante em estudos bioquimicos, fisiolégicos, nutricionais
e de processamento dos mais diversos tipos de alimentos. Na industria
de extracdo de dleos vegetais, um rigido controle do teor de lipideos na
matéria-prima e nos subprodutos deve ser mantido, tanto com fins eco-
noémicos como tecnolégicos.

Os métodos rotineiros para determinacdo quantitativa de lipideos
baseiam-se na extra¢ao da fracio lipidica por meio de um solvente organi-
co adequado. Apéds a extracio e a remogao do solvente, determina-se gra-
vimetricamente a quantidade de lipideos presente. O residuo obtido nio
¢ constituido unicamente por triglicerideos, mas por todos os compostos
que, nas condi¢es da determinag¢io, possam ser extraidos pelo solvente,
sendo geralmente fosfatideos, esterdis, vitaminas A e D, carotenodides,
oleos essenciais, entre outros. Estes, porém, apresentam-se em quantida-
des relativamente pequenas, que nio representam diferenca significativa
na determinacio. A extra¢io completa de lipideos se torna dificil em pro-

dutos contendo alta propor¢ao de proteinas e carboidratos.



Bligh e Dyer, em 1959, sugeriram um método de extragao de gor-
dura a frio que utilizava uma mistura de trés solventes: cloroférmio-me-
tanol-agua. Inicialmente, a amostra é¢ misturada com metanol e clorof6r-
mio, elementos que, devido a sua proporgao, formam uma s6 fase com a
amostra. Em seguida, adiciona-se mais cloroférmio e agua, de maneira a
formar duas fases distintas: uma de cloroférmio, contendo os lipideos, e
outra de metanol + agua, contendo as substancias nio lipidicas. A fase de
cloroférmio com a gordura é isolada e, apds a evaporagao do cloroférmio,
obtém-se a quantidade de gordura por pesagem. O método tem uma série

de vantagens em relacdo a extracdo a quente, por exemplo:

e Extrai todas as classes de lipideos e ndo unicamente os compos-
tos neutros;

e Os lipideos sao extraidos sem aquecimento e os extratos podem
ser utilizados para avaliacao de deterioragdo dos lipideos através
do indice de peréxidos e acidos graxos livres, determinag¢Ses do
teor de carotendides, vitamina E, composi¢ao de acidos graxos
e esterois;

e Pode ser utilizado em produtos com alto teor de umidade como
leite e ovos, além dos produtos secos;

e A determinagido completa pode ser realizada em tubos de en-

saio, nao sendo necessario o uso de equipamentos especificos.

2. Objetivo

Determinar a quantidade de lipideos totais em alimentos por Bligh

Dyer.

3. Material

e Béquer de 50, 250 mL, balao volumétrico de 250 mL, desseca-
dor, etlenmeyer de 250 mL, funil, papel de filtro, placas de petti,
pipeta volumétrica de 5, 10 e 20 mL, pipeta graduada de 10 mL,

24



tubos de vidro de 250 x 25 mm de 70 m1, tubos de 150 x 15 mm
de 30 mL e vidro rel6gio 80mm.

Reagentes: cloroférmio P.A., metanol P.A., solu¢io de sulfato de
sédio 1,5% (p/v) em 4gua e sulfato de sédio anidro P.A.
Equipamentos: centrifuga de baixa rota¢ao e agitador rotativo

para tubos (I'orzex), estufa com circulagao de ar e micromoinho.

4. Procedimento

Preparo das solugdes:

Solucdo de sulfato de sédio 1,5%: pesar 3,75 g de sulfato de
sodio e dissolver em 50 mL de agua destilada. Completar o vo-

lume com agua destilada em um baldo volumétrico de 250 mL.

Preparo da amostra:

Moer a amostra e peneirar para se obter granulometria unifor-
me. Produtos com teores de gordura acima de 20% devem pesar
entre 2,0 a 2,5 g, e produtos com teores abaixo de 20% devem
pesar entre 3,0 a2 3,5 g.

Determinacio:

Pesar 2,5 g de amostra (ou a quantidade escolhida). Anotar a
massa. Transferir para um tubo de 70 mL.

Adicionar exatamente 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol
e 8 mL de 4dgua destilada. Tampar hermeticamente. Colocar os
tubos na centrifuga por 30 minutos.

Retirar da centrifuga e adicionar exatamente 10 mL de clorofér-
mio e 10 mL da solucio de sulfato de sédio 1,5% (p/v). Tampar
e agitar vigorosamente por dois minutos.

Deixar separar as camadas de 6leo dos solventes de forma natu-
ral ou centrifugar a 1000 rpm por dois minutos para acelerar a

separa¢do. Descartar a camada superior e filtrar rapidamente a
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inferior num tubo de 30 mL. Se o filtrado estiver opaco ou com
goticulas de agua, adicionar aproximadamente 1 g de sulfato de
sodio anidro, tampar e agitar para remover os tracos de agua.

e Medir exatamente 5 mL do filtrado e transferir para um béquer
de 50 mL previamente tarado e pesado (ou placas de Petri). Co-
locar na estufa de circulacio de ar a 80°C — 100°C até a total
evaporacio do solvente. Resfriar em dessecador e pesar. Anotar

2 massa.
Calculos:

M, x4
Lipideos (%) = TX x100

am

Onde M__ ¢ a massa da amostra (g) e M a massa dos lipideos
am oleo

(g) contidos em 5 mL.

Recomendagdes: quando as amostras contiverem agua acima de
10% (relagio de solventes 1:2:0,8), considerar a agua fornecida pela amos-

tra. Para tanto é necessario conhecer a umidade da amostra.
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METODO SOXHLET

Experimento: quantificar o teor de lipideos totais de
alimentos utilizando o método de Franz Von Soxhlet

1. Introducao

A extracao de lipideos dos alimentos a quente se faz por lixiviagao
exaustiva mediante a utilizacio de solvente organico, seguida de remogao
por evaporac¢ao do solvente utilizado. O residuo seco obtido é consti-
tuido por todos os compostos que, nas condicdes de determinacgao, sao
extrafdos pelo solvente, por exemplo, fosfatideos, esterdides, vitaminas,
carotenoides, dleos essenciais, entre outros.

O método estd baseado em trés etapas:

a) Extracdo de gorduras da amostra com solvente;
b) Eliminacio do solvente por evaporacao;

¢ Quantificacido da gordura por pesagem.

O método de Soxhlet utiliza um equipamento que permite a ex-
tracdo de lipideos por meio da continua passagem de um solvente através
da amostra.

A escolha do solvente vai depender dos componentes lipidicos exis-
tentes no alimento. Em muitos alimentos processados, como em produtos
derivados de leite, pao, produtos fermentados, acucarados e produtos de
origem animal, a maior parte dos lipideos esta ligada as proteinas e carboi-
dratos, nessa condicio a extracdo direta com solventes nao polares é inefi-

ciente. Estes alimentos precisam ser preparados para a extra¢ao de gordura



por hidrélise acida ou basica ou outros métodos, sendo necessario o con-
trole da temperatura e do tempo de exposi¢ao do material com o solvente.

A eficiéncia da extracdo a quente depende de uma série de fatores:

e natureza do material a ser extraido;

e tamanho das particulas: quanto menor, mais facil é a penetragao
do solvente;

e umidade da amostra: a agua presente na amostra dificulta a pe-
netra¢do do solvente por imiscibilidade;

e natureza do solvente;

e semelhanca entre as polaridades do solvente e da amostra;

e ligacdo dos lipideos com outros componentes da amostra;

e circulacdo do solvente através da amostra;

e avelocidade do refluxo nao deve ser nem muito alta nem muito
baixa (pode haver pouca penetra¢io do solvente a velocidade
muito alta);

e quantidade relativa entre solvente e material a ser extraido:
quanto mais solvente, maior ¢ a extracio. Porém, devido ao alto

custo do solvente, nao deve ser utilizado em excesso.

Os solventes mais utilizados na extra¢do de lipideos sao os éteres
de petréleo e etilico. No entanto, podem ser utilizados outros solventes

como o hexano.

2. Objetivo

Determinar o conteudo de lipideos totais por método de extracdo

a quente.

3. Material

e Baldo receptor de Soxhlet (rebozler) de 250 mL, cartuchos de So-
xhlet ou papel de filtro, algodio, vidro de reloégio ou placas de

petri e dessecador.
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Reagentes: éter de petréleo P.A, éter etilico P.A ou hexano P.A.
Equipamentos: balanca analitica, banho termostatizado, estufa

de secagem e sistema de extracao de gorduras tipo Soxhlet.

4. Procedimento

Preparo da amostra:

Secar a amostra previamente em estufa. Pode-se utilizar a amos-
tra que foi usada na determina¢io de umidade.

A amostra deve estar finamente dividida para permitir uma me-
lhor penetracao do solvente.

Materiais que se aglomeram facilmente, formando pastas con-
sistentes, devem ser manipulados com sulfato de sédio anidro

antes de serem colocados no cartucho.

Determinacio:

Pesar 2,5 ¢ da amostra (amostra seca) em cartucho de Soxhlet
(com um pouco de algoddo no fundo) ou em papel de filtro.

Se estiver utilizando cartucho, este pode ser aquecido em estufa
a 105°C por mais ou menos 40 minutos para uma maior pene-
tracao do solvente. Em seguida, colocar a amostra e preencher o
cartucho com algodio até cobrir toda a amostra.

Se estiver utilizando papel de filtro, faca trouxinhas e amarre
com barbante para evitar que a amostra se disperse.

Colocar o cartucho ou a trouxinha dentro do tubo extrator.
Pesar o reboiler, previamente seco em estufa a 105°C por duas
horas e resfriado em dessecador.

Montar o sistema de extragio.

Colocar 270 mL de éter de petroleo, éter etilico ou hexano no
reboiler. Conectar o reboiler ao extrator. Conectar o conjunto ao
condensador, no qual devera circular agua refrigerada. Abrir as

valvulas de refluxo.
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e Realizar a extracido continua, sob aquecimento, por aproxima-
damente quatro a seis horas.

e Fechar as valvulas de refluxo e recuperar o solvente até que o
baldo esteja completamente seco.

e Secar o reboiler com o residuo (6leo) em estufa a 105°C por duas
horas ou até se obter um peso constante.

e Esfriar o reboiler em dessecador e pesar.

Calculos:
Lipideos (%) = [M;?M_MJ x100

Onde M, ¢ a massa do reboiler com lipideos (g), M a massa do

reboiler (g) e M _, a massa da amostra (g).

Quando a amostra tem alto teor de umidade e é previamente seca,
deve-se considerar o teor de umidade. Neste caso o cdlculo sera:

My-M,

Lipideos (%) = [ ] x (1 00-U gy, )

amseca

Onde M ¢ a massa da amostra seca (g) e U_ ¢ a umidade da
am seca BU

amostra em base umida (%o).
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PROTEINAS
METODO KJELDAHL

Experimento: determinacao de proteinas
pelo método de Kjeldahl

1. Introducao

As proteinas sio determinadas avaliando-se o nitrogénio total da
amostra pelo método de Kjeldahl. O termo proteina bruta (ou total) en-
volve um grande grupo de substincias com estruturas semelhantes, po-
rém com fungdes fisiologicas diferentes. Baseado no fato de as proteinas
terem porcentagem de nitrogénio quase constante, em torno de 16%, o
que se faz ¢ determinar o nitrogénio por meio de um fator de conversao
(que ¢ calculado tomando-se como base o valor médio de 16% de teor de
nitrogénio contido na maioria das substancias), transformando o resulta-
do em proteina bruta.

No método de Kjeldahl, determina-se o nitrogénio contido na ma-
téria organica, incluindo o nitrogénio protéico propriamente dito, e ou-
tros compostos nitrogenados nao protéicos, tais como: aminas, amidas,
lecitina, nitrilas e aminodcidos. Neste caso, o resultado serd dado como
proteina bruta (ou total).

Ha uma pequena inexatidao no uso do fator 6,25 nos produtos
complexos, visto que os componentes de formulagdes tém fatores de 5,71
para soja, 5,70 para trigo, 5,95 para arroz, 6,38 para leite ¢ outros. De-
pendendo da propor¢io, o uso do fator 6,25 poderd resultar num teor

aumentado ou diminuido de proteina. Entretanto, enquanto niao houver



acordo entre os pesquisadores, o fator 6,25 continuara a ser usado para
qualquer férmula alimentar.

O principio do método consiste em que proteinas e compostos
nitrogenados, decompostos na presenca de H,SO, concentrado a quente
(o sulfato de potassio aumenta o ponto de ebuli¢ao do acido sulfurico de
180 para 400°C), produzem sulfato de aménia. O sulfato de aménia, em
presenga de solugio de hidroxido de sédio, libera amonia (NH,), que ¢ re-
cebida na solucdo de acido bérico. A amonia, na solucao de acido bérico,
¢ titulada com solucao de HCI com normalidade conhecida, determinan-
do-se assim o teor de nitrogénio na amostra. Para o calculo de proteina
bruta, basta multiplicar o resultado pelo fator geral (6,25) ou especifico
(leite, arroz e outros).

Reacdes basicas:

Digestao:
T
N, organico + H,S0, —X€ 3(NH,),SO, + CO, + SO, + H,0
Catalizador J

(CuSO, +K,S0,)

Destilacio:
(NH,),SO, + 2NaOH —— T 2NH, + Na,SO, + H,0

NH; + H;BO, ——[NH, ] [H,BO, |
Titulagdo:
[NH, ]'[H,BO, | +HCl—"_ NH,Cl+H,BO,
Indicador vermelho de metila e azul de metileno, ponto de vira-

gem pH 4,2 ¢ 6,3.

2. Objetivo

Determinar proteinas em amostras de alimentos pelo método de
Kjeldahl.
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3. Material

e Bureta de 25 mL, erlenmeyer de 200 mL, garras, pisseta, pipe-
tador tipo pera ou pipump, suporte universal, tubos de digestao
micro-Kjedahl, papel de filtro e luvas de prote¢ao com isolante
térmico;

e Reagentes: 4dcido bérico P.A, dcido sulfirico P.A, alcool etili-
co P.A, selenito de sédio P.A, sulfato de cobre P.A, sulfato de
sodio P.A, solucao de 4cido cloridrico ou acido sulfurico a 0,1
N, solucio de hidréxido de sédio 40%, verde de bromoctesol e
vermelho de metila P.A.

e Equipamentos: bloco digestor, destilador, balanca analitica, es-

tufa e capela de exaustio.

4. Procedimento

Preparo da amostra:

e Amostras imidas deverdo ser previamente secas para evitar a in-
terferéncia da umidade na reacido de digestao. Este procedimen-
to diminui a forma do acido, o que impede a total destruicao da
matéria organica.

e Amostras em pé podem ser pesadas e embrulhadas em papel de

filtro para evitar que grudem na parede do tubo de vidro.

Preparo de reagentes:

e Mistura digestora: pesar 2 g de selenito de sédio, 4 g de sulfato
de cobre, 21,4 g de sulfato de sédio e dissolver em 175 mL de
agua destilada. Adicionar levemente 200 mL de 4cido sulftrico
em béquer de 1000 mL. O procedimento deve ser realizado em
capela de exaustdo com banho de gelo.

e Solugdo NaOH 40% (p/v): pesar 80 g de NaOH ¢ adicionar aos
poucos em 200 mL de agua destilada. O procedimento deve ser

realizado em capela de exaustao com banho de gelo.
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e Solugido indicadora: pesar 0,25 g de verde de bromocresol e

0,25 g de vermelho de metila. Dissolver em 250 mL de dlcool

etilico.

e Solugdo de acido boérico a 4,2%: pesar 42 g de acido bérico.

Dissolver em um balao volumétrico de 1000 m1..

e Solugio de acido sulfurico 0,1 N: transferir 3 mL de 4cido

sulfurico concentrado para um baldo volumétrico de 1000 mL,
contendo cerca de 100 mL de agua destilada. Completar o volu-
me do balao volumétrico com 4gua destilada. Padroniza¢ao da
solucdo: pesar cerca de 0,1000 g de carbonato de sédio (previa-
mente seco em estufa a 200°C por duas horas), transferir para
um erlenmeyer de 250 mL e dissolver com 50 a 75 mL de agua
destilada. Para a titulagao: adicionar de duas a trés gotas da so-
lucao indicadora vermelho de metila a 0,1%. Anotar o volume
gasto. Fazer a titulagdao em triplicata.

hent g Voo

Vintygasto = 3 c= Vi [real ] = [teérica]x Fe

(ML) gaso

Determinacio:

a) Digestao

Ligar o bloco digestor a 100°C dentro da capela de exaustio.
Pesar quantitativamente, em tubo de digestao micro-Kjeldahl,
0,1 g de amostra. Adicionar 7 mL de mistura digestora. Para o
branco adicionar apenas 7 ml de solucdo digestora.

Colocar o tubo no bloco digestor pré-aquecido a 100°C.
Aumentar a temperatura em 50°C a cada 15 minutos, até atingir
350 — 400°C, observando sempre o comportamento da amostra
em funcao da sua composicao. Fazer este procedimento dentro
da capela.

Digerir até que o conteddo dos tubos esteja transparente, de
cor verde-azulado. Desligar o bloco digestor. A intensidade da

coloragio ira depender da composicao da amostra.



e Deixar esfriar os tubos dentro da capela e adicionar com cuida-

do cerca de 10 mL de 4gua destilada em cada tubo.

b) Destilacao

e Colocar o tubo com a amostra ja diluida no destilador. Na outra
extremidade, colocar um erlenmeyer contendo 10 mL da solu-
¢io receptora de acido borico + 3 gotas de solucio indicadora,
de modo que a mangueira do destilador esteja imersa na solu¢ao
receptora. Neutralizar a amostra com aproximadamente 20 a 30
mL de NaOH 40% (aparecimento de cor escura do 6xido de
cobre formado).

e Recolher 50 a 100 mL do destilado, dependendo do teor de ni-
trogénio presente na amostra. O nitrogénio entra em contato
com o acido bérico na forma de gas. Portanto, o tubo de saida

do destilador devera estar imerso na solugdo receptora.

¢) Titulacdo

e Titular o destilado (borato de amoénio) sob agitacio com acido
sulfurico 0,1 N e solugao indicadora, até que o indicador altere a
sua cor de verde para lilas.

Calculos:

Viser X Ny 0,014
N (%)= ”;‘;x I 00

am

Proteinas (%) = N(%) xF,

Onde N € o nitrogénio presente na amostra (%), V., € o volume
de HCl gasto na titulagao (mL), N, ¢ a normalidade do HCI, f¢é o fator
de correcdo da soluciao de HCl e Fp ¢ o fator de conversao da proteina.

A Tabela 01 apresenta valores do fator de conversao para proteinas

de alguns alimentos.
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Tabela 01. Fatores de conversao para o calculo de proteinas em

alimentos

Alimentos Fator de conversio (F )
Geral 6,25
Leite 6,38
Soja 5,71
Trigo 5,70
Arroz 5,95
Ovos 6,68
Gelatinas 5,55
Carnes 6,25

Observagao: Quando se considera o nitrogénio em gramas, usa-

se 0,014 g; quando se quantifica em miligramas, usa-se 14 mg, conforme

explicacio abaixo:

17 ¢

1000 mL de HCI (IN) = 1000 mL de NH, (IN);
Sabe-se que o peso molecular da amo6nia € PM (NH,) = 14 + 3 =

Como queremos determinar o teor de nitrogénio (N), temos que:

1000 mL de HC1 = 14 ¢ N
1 mL:llg—OgO:O,OMg:Mmg

Assim temos que:
ImL de HCl titula 0,014 ¢ ou 14 mg de nitrogénio.
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METODO LOWRY

Experimento: determinacao de
proteinas pelo método de Lowry

1. Introducao

O método de Lowry se baseia na rea¢do do cobre com a proteina
em meio alcalino e, posteriormente, na redugdo do reagente de fosfomo-
libdato-fosfotungstenato no reagente Folin-Ciocalteau.

Quando o reagente Folin-Ciocalteau ¢ adicionado a proteina trata-
da com o cobre, ocorre a redugido do reagente, resultando numa cor mais
intensa, com absor¢do maxima em 550 nm. A concentracdo de proteinas
¢ determinada através de uma curva-padrio previamente construida para
o soro albumina bovina.

A principal vantagem do método de Lowry ¢ a sua alta sensibili-
dade e, por isso, tem sido utilizado para a determinacdo da concentragao
de proteinas totais em diversos meios. Além de ser mais sensivel em re-
lagio a outras metodologias, o mesmo apresenta melhor exatidao, menor
consumo de amostra e, dependendo do caso, é menos suscetivel a alguns
tipos de interferentes. Sensibilidade do método: 20 a 200 mg/L (0,02 a
0,20 g/1)

2. Objetivo

Determinar proteinas totais por espectrofotometria empregando

o método de Lowry.



3. Material

e Baldo volumétrico de 100 mL, béquer de 50 ¢ 500 mL e tubos
de ensaio.

e Reagentes: agua destilada, albumina bovina, carbonato de sédio
anidro P.A, clara de ovo, cloreto de sdédio P.A, Folin-Ciocalteau
P.A, hidréxido de sodio P.A, sulfato de cobre P.A e tartarato
duplo de sédio e potassio P.A.

e Equipamentos: balanca, espectrofotometro e suporte para tu-

bos de ensaio.

4. Procedimento

Preparo das solugdes:

e Solugdo NaOH 0,1N: pesar 2 g de NaOH em um béquer de 50
mlL para 500 mL de solucio.

e Solugio A: dissolver 2 g de carbonato de sédio anidro e 0,02 g
de tartarato duplo de Na e K em 100 mL de solu¢io de NaOH
0,1 N em baldo volumétrico.

e Solugido B: dissolver 0,5 g de sulfato de cobre em 100 mL de
agua destilada. Adicionar duas gotas de acido sulfurico.

e Reagente: adicionar 50 mL da solucio A e 1,0 mL da solu¢io
B. Misturar e agitar. Hsse reagente s6 deve ser misturado no dia
do experimento. No entanto, as solu¢cdes A e B podem ser feitas
com antecedéncia e armazenadas a temperatura ambiente em

frascos ambar.

Curva-padrio:

e DPesar 0,02 g de albumina bovina e dissolver em agua destilada
completando o volume para 100 mL em baldo volumétrico. Fa-
zer as diluicoes conforme a Tabela 02 e fazer a reagdo de acordo
com o procedimento da andlise. Medir a absorbancia em espec-

trofotébmetro a 750 nm e construir uma curva-padrio.



Tabela 02. Concentragdo das solu¢des para curva-padriao de al-

bumina.

Concentragio Volume da solugdo da albumina Volume da agua
(g/L) (0,20 g/L) em mL destilada (mL)

0,02 1,0 9,0

0,05 2,5 75

0,10 5,0 5,0

0,15 7,5 2,5

0,20 10,0 0,0

Preparo da amostra:

e Solugido de proteinas: preparar uma solucdo de clara de ovo a
10% (v/v) em solucio salina (NaCl 0,9 g/100 mL).

Determinacio:

e Adicionar 1,0 mL da amostra e 3,0 mL do reagente, agitar ¢
deixar dez minutos em repouso.

e Adicionar 0,30 mL do reagente Folin-Ciocalteau (previamente
diluido em agua destilada, 1:1, v/v).

e Agitar o tubo de ensaio e deixar a solucdo reagir durante 30
minutos. Fazer a leitura da amostra em espectrofotometro a 750
nm. O aparelho deve ser zerado com agua destilada.

e Determinar a concentracao de proteinas recorrendo a curva pa-

drao.
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METODO BIURETO

Experimento: determinacao de proteina
pelo método de Biureto

1. Introducao

O método consiste na adicio de hidréxido de sédio e sulfato de
cobre a solu¢io que contém proteinas. O excesso de sulfato de cobre é re-
movido por centrifugacdo. Mede-se a absorbancia do sobrenadante, que
apresenta cor violeta, em um espectrofotometro a 310 nm. A intensidade
da cor desenvolvida é proporcional a quantidade de proteinas presente na
amostra. Determina-se a concentra¢do de proteinas através de uma cur-
va-padrio previamente construida. As analises sdo realizadas em triplica-
ta, sendo considerada para calculo da concentragdo a absorbancia média.

Apesar de ser rapido — utiliza reagentes de baixo custo e nio apre-
senta grande varia¢ao da absortividade especifica para diferentes protei-
nas — este método nao é muito sensivel, o que o coloca em grande des-
vantagem em relacdo a outras metodologias. Por este motivo tem sido, ao
longo dos anos, substituido por métodos mais sensiveis. Sensibilidade do
método: 0,52 10 g/L

2. Objetivo

Determinar o teor de proteinas totais em alimentos pelo método

de biureto.



3. Material

e Baldo volumétrico de 100, 500 e 2000 mL, béquer de 250 e 500
mlL, suporte para tubos de ensaio e tubos de ensaio;

e Reagentes: albumina bovina, hidréxido de sédio P.A, iodeto de
potassio P.A, levedura, sulfato de cobre penta hidratado P.A e
tartarato duplo de sédio e potassio P.A.

e Equipamentos: espectrofotometro e balanca analitica.

4. Procedimento

Preparo das solucdes:

e Dissolver 1,5gde sulfato de cobre penta hidratado (CuSO, 5H,O)
e 6,0 g de tartarato duplo de Na e K em 4gua destilada ¢ ajustar
o volume final para 500 mL em baldo volumétrico.

e Adicionar a esta solu¢ao 300 mL de NaOH 10% (p/v) livre de
CO,. O NaOH livre de CO, consiste em ferver a solugio de
NaOH a fim de eliminar os gases.

e Agitar bem a solucdo e adicionar duas gotas de KI (iodeto de
potassio) para evitar a oxidagio.

e Completar o volume para dois litros de dgua destilada em balao

volumétrico e armazenar a solu¢ao em frasco de polietileno.

Curva-padrio:

e Pesar 1,0 g de albumina bovina e dissolver em agua destilada
completando o volume para 100 mL. em baldo volumétrico. Fa-
zer as dilui¢des conforme a Tabela 03 e fazer a reacdo de acordo
com o procedimento da analise. Medir a absorbancia em espec-

trofotébmetro a 750 nm e construir uma curva-padrio.



Tabela 03 Concentragao das solugbes para curva-padrao de albu-

mina.
Concentragio Volume da solugio da albumina Volume da agua
(g/L) (10,0 g/L) em mL destilada (mL)
0,1 1,0 9,0
0,2 2,0 8,0
0,3 3,0 7,0
0,4 4,0 6,0
0,5 5,0 5,0
0,6 6,0 4,0
0,7 7,0 3,0
0,8 8,0 2,0
0,9 9,0 1,0
10,0 10 0,0

Preparo da amostra:

e Solucio de proteina (albumina de soro bovino) de concentra¢ao

desconhecida para os alunos.

e Também ¢ possivel utilizar amostras de fermento biolégico

seco, sendo necessario, porém, realizar a extracdo das proteinas

com NaOH.

Determinacio:

e Adicionar 1,0 mL da amostra e 4,0 mL do reagente. Agitar e

deixar em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente.

e Fazer a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 540 nm,

que devera ser zerado com agua destilada.

e Determinar a concentracao de proteinas recorrendo a curva pa-

drio.
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CARBOIDRATOS
METODO EYNON—LANE

Experimento: determinacao de acucares
redutores e acucares redutores totais

1. Introducao

O termo carboidrato deriva da terminologia “hidratos de carbo-
no”, determinados pela férmula Cx (H,O)y, que contém C, H, e O, estes
ultimos na mesma propor¢ao que na agua. Os carboidratos sdo sinteti-
zados na natureza pelas plantas através do processo de fotossintese e a
partir do diéxido de carbono e da dgua. Com ajuda da energia solar, os
vegetais verdes tomam o anidro carbonico da atmosfera e a 4gua do solo,

produzindo carboidratos através da seguinte reacao:
6CO,+12H,0 — C(H,0),+60,+H,0

Os carboidratos sio os componentes mais abundantes e ampla-
mente distribuidos entre os alimentos (Tabela 04). Constituem trés quar-
tas partes do peso seco de todas as plantas terrestres e marinhas e estdo
presentes nos graos, verduras, hortalicas, frutas e outras partes de plantas
consumidas pelo homem. Sua determinacao é importante devido as va-
rias fun¢des que desempenham, sendo a mais relevante a func¢do nutri-

cional. Sdo também adogantes naturais e matéria-prima para produtos



fermentados. Como principal constituinte dos cereais, influenciam nas
propriedades reoldgicas da maioria dos produtos alimenticios e sdo res-

ponsaveis pela reacio de escurecimento em muitos alimentos.

Tabela 04. Conteudo de carboidratos em alguns alimentos

Alimentos Carboidratos (%0)
Frutas 6 — 12% sacarose
Milho e batata 15% amido
Trigo 60% amido
Farinha de trigo 70% amido
Condimentos 9 — 39% agucares redutores
Acgucar branco comercial 99,5% sacarose
Acucar de milho 87,5% glicose
Mel 75% agucates redutores

Os métodos mais empregados para a quantificagao se fundamen-
tam na reducio de fons de cobre bivalente pelos agucares. O método de
Eynon-Lane utiliza o reagente de Fehling, que consiste numa solugao
alcalina de sulfato de cobre em tampio de tartarato duplo de sédio e
potassio. O fon cuprico (Cu®) do reagente, na presenca de agucares
redutores em meio alcalino, a quente, ¢ reduzido a fon cuproso (Cu*),
formando um precipitado vermelho de 6xido cuproso facilmente perce-

bido durante a analise.

2. Objetivo

Compreender o processo de quantificacio de acicares redutores
e totais em uma amostra de alimento usando o método de titulacio de

oxirreducao (Eynon-Lane).
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3. Material

e Balio volumétrico de 25, 50, 100, 250 mL, bastio de vidro, bé-
quer de 500 mL, bureta de 50 mL, erlenmeyer de 250 mL, funil,
papel de filtro, papel indicador vermelho congo e pipetas volu-
métricas de 5, 10 e 25 mlL..

e Reagentes: acido cloridrico P.A., glicose P.A., indicador azul
de metileno P.A, solu¢do de acetato de zinco 1 M, solucdo de
Fehling A, solu¢io de Fehling B, solucdo de ferrocianeto de po-
tassio 0,25 M, solucio de hidroxido de sédio 0,1 N e solucio de
hidréxido de sédio 40% (p/v).

e HEquipamentos: balanca analitica, banho-maria a 70°C, barra
magnética, chapa de aquecimento ou bico de Bunsen e incuba-

dora com agitagdo tipo shaker.

4. Procedimento

Preparo das solugdes:

e Solugio de ferrocianeto de potassio 0,25 M: pesar 53,3 g de
ferrocianeto de potassio. Transferir para balao volumétrico de
500 mL e completar o volume com agua destilada.

e Solugio de acetato de zinco 1 M: dissolver 109,75 g de acetato
de zinco em 4gua destilada. Adicionar 10 mL de acido acético
glacial e completar o volume a 500 mL com 4gua destilada.

e Solugdo de Fehling A: dissolver 34,639 ¢ de sulfato ctprico
em 4gua destilada, adicionar 0,5 mL de acido sulftarico P.A. e
completar o volume a 500 mL com agua destilada.

e Solugdo de Fehling B: dissolver 172 ¢ de tartarato duplo de
sodio e potassio e 50 g de NaOH em agua destilada. Completar
o volume a 500 mL com agua destilada. Deixar decantar. Filtrar

em algodao de vidro.
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e Licor de Fehling: misturar quantidades iguais das solu¢oes de
Fehling A e B em um béquer. Agitar bem com bastio de vidro.
A quantidade a ser preparada deve ser suficiente para realizar
todas as andlises e a solu¢do padrio. Se a quantidade for insufi-
ciente, sera necessario preparar novamente o licor e, novamente,
fazer a titulagdo com a solugdo padrio.

e Solugdo de NaOH 0,IN: pesar 2 ¢ de NaOH em um béquer de
50 mL para 500 mL de solugio.

e Solugio de HCI1 5N: adicionar 55 ml. de 4cido cloridrico em 1
L de 4gua destilada.

e Solugdo de NaOH 40%: pesar 80 g de NaOH e adicionar aos
poucos em 200 mL de agua destilada. O procedimento deve ser
realizado em capela de exaustdo com banho de gelo

e Papel Indicador Vermelho Congo 0,1%: dissolver 0,1 g do
corante vermelho congo em 10 mL de agua destilada (Faixa de
pH 3,0 a 5,0). Cortar tiras de papel filtro, mergulhar na solucao
de indicador e secar em estufa.

e Solugio Padrio de glicose: pesar analiticamente 0,25 g de gli-
cose P.A. (anotar a massa da glicose) e transferir para balao vo-
lumétrico de 100 mL. Completar o volume com agua destilada

¢ homogeneizar.

Preparo da amostra:

e Para a determinac¢io dos acuicares redutores (AR), pesar 10g de
amostra analiticamente. Transferir para um béquer de 500 mL,
adicionar aproximadamente 100 mL de agua destilada e triturar
com um zixer.

e Colocar a amostra em um agitador entre 100 e 150 rpm por trés
horas a 30°C. O objetivo desta primeira etapa é extrair todo o

acucar contido no alimento.



e Determinar o pH da amostra e neutralizar com NaOH (0,1N)
usando potencidmetro (pH entre 6,8 a 7,2). Transferir para um
balao volumétrico de 250 ml., adicionar 10 mI. de solucio de
ferrocianeto de potassio (0,25M) e 10 mL de solucdo de acetato
de zinco (1M). Homogeneizar, evitando fazer espuma.

e Completar o volume com agua destilada, agitar bem e filtrar. O
objetivo desta segunda etapa ¢é clarificar a amostra. O filtrado é
a solugdo AR, usada para determinar agicares redutores.

e Para a determinagdo dos agucares redutores totais (ART), pi-
petar em pipeta volumétrica 50 mL da solu¢io AR e transferir
para balao volumétrico de 100 mL. Adicionar 5 mL de 4cido
cloridrico P.A. (fazer este procedimento na capela).

e Levar ao banho-maria a 70°C por dez minutos para facilitar a
inversio da sacarose. Depois tresfriar em banho de gelo até a
solugio atingir temperatura ambiente.

e Introduzir no baldo um pedaco de papel indicador e neutralizar
com NaOH 40% (agitando constantemente para homogeneizar)
até que o papel mude da cor azul para rosa-violeta (caso o papel
fique rosa-laranja corrigir com HCI 5 N).

e Completar o volume com agua destilada e agitar. Essa ¢ a solu-

¢do ART usada para determinar acicares redutores totais.

Determinacio:

a) Colocar a solugdo padrio na bureta de 50 mL.

e Pipetar volumetricamente 5 mL do licor de Fehling em erlen-
meyer de 250 mL e adicionar aproximadamente 5 mL de dgua
destilada. A finalidade da adigdo de dgua é evitar que o licor
evapore durante o procedimento.

e Agquecer o licor contido no erlenmeyer até levantar fervura, uti-

lizando uma chapa de aquecimento (350°C) ou bico de Bunsen.
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e Adicionar duas a trés gotas de azul de metileno. Iniciar a titula-
¢ao com a soluc¢io padrio contida na bureta até que se observe
mudanca de colora¢ao vermelho-tijolo da solu¢io contida no er-
lenmeyer. Anotar o volume gasto da bureta (1* titulagao).

e Para verificar o volume gasto, reiniciar a titulagdo em outro er-
lenmeyer previamente preparado com licor de Fehling, adicio-
nando, no lugar da agua destilada, o volume gasto na titulagio
anterior menos 2 mL (por exemplo, se forem gastos na 1* titula-
¢ao 10 mL, despejar no erlenmeyer 8 mL).

e Hsperar entrar em ebulico, adicionar o indicador azul de meti-
leno e, logo depois, realizar a titulagdo. A solucdo tem que estar
em continua ebulicao durante toda a titulacao. Anotar o volume
gasto (2 titulagao).

e Se os resultados das duas titulagGes para a mesma amostra nao
forem semelhantes, repetir o processo tomando os devidos cui-

dados. Se forem semelhantes, considerar o menor volume.

b) Colocar a Solucao AR na bureta ¢ efetuar a titulacao conforme
indicado em (a).
¢) Colocar a Solucao ART na bureta e realizar a titulagao conforme

indicado em (a).

Recomendagdes: O gotejamento da titulacio devera ser conti-
nuo, mas sem comprometer a ebulicdo. O ponto de viragem ocorre quan-
do as bolhas de ar nao apresentam mais a cor azulada do azul de metileno
e a cor vermelho-tijolo ¢ notéria. O uso de pérolas de vidro podera faci-
litar a ebulicio.

O tempo da 2? titula¢ao nido devera ultrapassar dois minutos! Tem-
po superior promove a precipitacao do cobre presente no licor de Fehling,
comprometendo os resultados da titulagdo. Evite que o azul de metileno
escorra pelas paredes do erlenmeyer, ja que isso dificultaria a visualizagao

do ponto de viragem.
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Calculos:

Para o Padrio:

p oMo Vou
glic —
100

Para Aguacares Redutores (AR):

P, x250x100
AR(%)= 7gV m
X

am

Para Agtcares Redutores Totais (ART):

ART(%):p,,Cx@x¢x100
50V, xM

am am

Onde P, ¢ o Padrio de glicose (g), M

glicose P.A. ¢ da amostra, respectivamente (g); V¢ V, o volume gasto

gic € M, sio a massa de

na titula¢do do padrio e da amostra, respectivamente (mL); AR Ac¢ucares
Redutores (%) e ART Acgucares redutores totais (%0).
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METODO DE ACIDO DINITROSSALICILICO (DNS)

Experimento: determinacao de acucares
redutores pelo método de DNS

1. Introducao

O método consiste na redugao do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS)
em 4cido 3-amino-5-nitro salicilico por agtcares redutores, resultando na
formacio de complexos coloridos. A molécula de glicose quando se encon-
tra na forma de anel ciclico nio possui carbonila livre para ser oxidada. No
entanto, a forma linear dos agucares redutores se mantém em equilibrio
com a forma ciclica em solugdo aquosa, permitindo que a carbonila seja
oxidada pelo reagente de de Acido Dinitrossalicilico (DNS), formando
um composto colorido (acido 3-amino-5-dinitro salicilico) cuja coloracao
varia em tons de amarelo e vermelho. Quanto mais intensa é a coloracio,

maior a quantidade dessa substancia presente no meio.

2. Objetivo

Determinar a concentracao de acucares redutores pelo método de

DNS.

3. Material

e Balio volumétrico de 100 mL, béquer de diversos volumes,
cubetas de vidro, frascos ambar, pipetas graduadas (1 mL, 10
mL e 20 mL) e tubos de ensaio de 16 mlL..



e Reagentes: acido cloridrico (HCI) P.A, acido 3,5-dinitrosali-
cilico (DNS) P.A, fenol P.A, glicose P.A., hidréxido de sédio
(NaOH), metabissulfito de sédio P.A e tartarato duplo de sodio
e potassio tetrahidratado (KNaC,H,O .4H O) P.A.

e Equipamentos: agitador de tubos de ensaio, balanca analitica,
banho termostatico com circulagao de agua, cronémetro digital

e espectrofotbmetro.

4. Procedimento

Preparo das solucdes:

e Solugdo padrio de glicose ou frutose a 5,0 g/L: pesar em
balanga analitica 0,1000 g de glicose ou frutose. Em seguida,
dissolver em aproximadamente 20 ml. de agua destilada sob
agitacdo constante, transferir analiticamente para um baldo vo-
lumétrico de 100 mL, completar o volume com 4gua destilada e
homogeneizar vigorosamente. Esta solugdo deve ser preparada
e utilizada no dia da analise.

e Reagente DNS: pesar 10,6 g de acido 3,5 dinitrossalicilico e
19,8 g de NaOH e dissolver em 1416 mL de agua destilada. Adi-
cionar 7,6 mL de fenol (fundido a 50°C) e 8,3 g de metabissulfi-
to de sodio. Agitar e armazenar a solugdo em frasco ambar por
30 dias em refrigerador.

e Solugido de tartarato duplo de sédio e potassio: pesar
15,1 g de tartarato duplo de sédio e potassio tetrahidratado
(KNaC,H,0,.4H,0) e dissolver em um litro de dgua. Arma-
zenar a solucdo em frasco ambar até 30 dias a temperatura
ambiente.

e Solugdo de NaOH 2N.: pesar 40 g de hidréxido de soédio ani-
dro, diluir em dgua destilada e ajustar o volume para 500 mL em

baliao volumétrico.



e Solugdo de HCI 2N: medir 85,0 mL de acido cloridrico (HCI)
em uma capela, diluir em 4agua destilada e ajustar volume para

500 mI. em balao volumétrico.

Curva-padrio:

e Fazer dilui¢des da solucio padrio de glicose ou frutose (1,0 g/L)
com agua destilada em tubos de ensaio, conforme demonstrado
na Tabela 05. Agitar os tubos para homogeneizacio, retirar uma

aliquota de 1,0 mL e fazer o teste de DNS.

Tabela 05. Preparo das dilui¢des da solugio padrio de glicose ou
frutose a 1,0 g/L.

Concentragiao de glicose Volume de solugio Volume de agua
ou frutose (g/L) padrio de glicose (mL) destilada (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

Plotar, em planilha ou calculadora cientifica, a concentracio de gli-
cose (g/L) no eixo Y e a absorbancia obtida com o teste de DNS no eixo

X (exemplo mostrado na Figura 01) e calcular a equagdo da reta.
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. Curva-padrio de acucar redutor em g/L.. Equagio da reta: concentragio

AR(g/L) = 1,3894*ABS+0,0762 (R? = 0,997)
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Preparo da amostra:

Pesar 100 g da amostra e homogeneizar em mixer ou liquidifica-
dor por trés minutos.

Retirar uma aliquota de 10 g e adicionar agua destilada até com-
pletar 50 ou 100 mL, em balao volumétrico. A concentracio
final de acucares redutores da amostra deve ficar entre 0,1 ¢ 1,0
g/L, conforme a curva de calibracio.

A amostra diluida deverd ser centrifugada a 15.000 rpm por
15 minutos. Retirar 1,0 mL do sobrenadante e fazer o teste de
DNS.

Caso a amostra contenha acucares nio redutores como a saca-
rose, é necessario fazer hidrolise da amostra. Neste caso, retirar
2,0 mL do sobrenadante, adicionar 2,0 mL de HCI 2N e aquecer

em banho-maria em ebuli¢do por 10 minutos.



e Resfriar a amostra em banho de gelo, acrescentar 2,0 mL de
NaOH 2N e agitar.
e Retirar 1,0 mL do sobrenadante e fazer o teste de DNS.

Determinacio:

e 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 ebuli¢ao) por cinco minutos.

e Resfriar o tubo em banho de gelo por cinco minutos. Adicionar
16,0 mL da solugdo de tartarato duplo de sédio e potassio.

e Fazer a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro ajustado
em 540 nm, ap6s zerar o aparelho com o branco. O branco con-
siste em substituir o volume de amostra ou solucdo de glicose

por agua destilada (1,0 mL) e realizar o teste de DNS.

Recomendagio: A amostra deve ser diluida convenientemente de

maneira que a sua concentrac¢io seja, no maximo, 1,0 g/L.

Calculos:

e A partir da equacdo da reta, calcular a concentragao de acicar
redutor na amostra. Deve-se considerar nos calculos as dilui-
¢oes efetuadas na amostra, multiplicando o resultado por esse

fatot.
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METODO SOMOGYI-NELSON

Experimento: determinacao de acucares
redutores pelo método de Somogyi-Nelson

1. Introducao

A determinagdo de agucares pelo método de Somogyi-Nelson é
baseada nas propriedades redutoras dos agucares, por intermédio da re-
acao da hidroxila hemiacetalica dos monossacarideos. A diferenca dessa
metodologia em relagdo a outros métodos de determinagdo de agucares
redutores ¢ a sensibilidade do método, cuja faixa de determinacio situa-se
entre 25 e 500 mg/L.

Esta reacio nio ¢ especifica, podendo sofrer interferéncia de ou-
tros componentes redutores. Ag¢tcares redutores contém um grupo aldei-
do ou cetonico que, em solugdes alcalinas, reduzem fons de cobre, prata,
bismuto e merctrio a compostos de valéncia menor. O principio do mé-
todo de Somogyi-Nelson baseia-se na reducio de Cu™ a Cu” pelo agtcar
redutor com formagao Cu,O, que reduz o arsenomolibdato e produz um

composto de coloragio azul.

2. Objetivo

Determinar agucares redutores pelo método de Somogyi-Nelson.



3. Material

e Balio volumétrico de 100 mL, béqueres de 50, 100 e 250 mL,
cubetas de vidro, frascos ambar, pipetas graduadas de 1, 10 ¢ 20
mL e tubos de ensaio de 16 mL.

® Reagentes: 4cido sulfarico (H,SO,) P.A, arseniato dibasico de
sédio (Na,HAsO,) P.A, bicarbonato de sédio (NaHCO,) P.A,
carbonato de sédio anidro (Na,CO,) P.A, glicose P.A., molib-
dato de amoénio P.A, sulfato de cobre anidro (CuSO,) P.A ou
sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,5H,0) P.A, sulfato de
sédio anidro (Na,SO,) P.A, tartarato duplo de s6dio e potassio
tetrahidratado (KNaC H,O .4H O) P.A.

e Equipamentos: agitador de tubos de ensaio, balanca analitica,
banho termostatico com circulagao de agua, crondémetro digital

e espectrofotbmetro.

4. Procedimento

Preparo das solugdes:

e Solucio padrio de glicose ou frutose 0,50 g/L: pesar em balanca
analitica 0,050 g de glicose ou frutose. Em seguida, dissolver em
aproximadamente 20 mL de dgua destilada sob agitacdo cons-
tante. Transferir analiticamente para um baldo volumétrico de
100 mL. Completar o volume e homogeneizar vigorosamente.
Esta solu¢ao devera ser preparada e utilizada no dia da analise.

e Reagente de Somogyi-Nelson I (SN-I): Pesar 4 g de sulfato
de cobre anidro (CuSO,) ou 6,25 g de sulfato de cobre pentahi-
dratado (CuSO,5H,0); 24 g de carbonato de sédio anidro (Na-
,CO,); 16 g de bicarbonato de sédio (NaHCO,); 12 g de tartarato
duplo de potissio (KNaC,H,O,.4H,0); 18 g de sulfato de sédio
anidro (Na,SO,). Dissolver, na ordem descrita, em 600 mL de

agua destilada, e completar o volume para um litro em baldo vo-



lumétrico. Deixar em repouso por um dia, em ambiente escuro.
Filtrar a solugdo com papel de filtro e colocar em frasco escuro,
identificado. Esta solu¢ao pode ser armazenada por 30 dias sob
refrigeracao.

e Reagente de Somogyi-Nelson II (SN-II). Solugido A: Pesar
50 g de molibdato de amonio anidro ou 53,09 g de molibdato de
amonio tetrahidratado em 900 mL de 4gua destilada. Adicionar
42 mL de H_SO, concentrado lentamente. Solugdo B: Pesar 6 g
de arseniato dibésico de sédio anidro e dissolver em 50 mL de
agua destilada. Misturar as solu¢des A e B e deixar em repouso
por 24 horas a 37°C em estufa. Armazenar a solug¢ao em frasco

ambar por 30 dias a temperatura ambiente (20 — 25°C).

Curva-padrio:

e Fazer dilui¢bes da soluciao padrio de glicose ou frutose (500
mg/1) com 4gua destilada em tubos de ensaio, conforme de-
monstrado na Tabela 06. Agitar os tubos para homogeneizacao
e retirar uma aliquota de 1,0 mL para o teste de SN.

e Plotar, em planilha ou calculadora cientifica, a concentragao de
glicose (mg/L) no eixo Y e a absorbancia no eixo X. A partir
da equagao da reta, calcular a concentragao. Deve-se considerar
nos calculos as diluicGes efetuadas na amostra, multiplicando

esse fatot.
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Tabela 06. Preparo das diluicSes da solugao padrio de glicose ou
frutose a 500 mg/L.

Concentragio de Volume de solugio padrio Volume de agua
glicose (mg/L) de glicose (mL) destilada (mL)
50,0 1,0 9,0
100,0 2,0 8,0
150,0 3,0 7,0
200,0 4,0 6,0
250,0 5,0 5,0
300,0 6,0 4,0
350,0 7,0 3,0
400,0 8,0 2,0
450,0 9,0 1,0
500,0 10,0 0,0

Preparo da amostra:

e Pesar 100 g da amostra e homogeneizar em mixer ou liquidificador
por trés minutos. Retirar uma amostra de 10 g e adicionar dgua
destilada até completar 50 ou 100 mL em baldo volumétrico. A
concentracao final de agucates redutores da amostra deve ficar
entre 50 e 500 mg/L, conforme a curva de calibragio. Portanto,
cada tipo de amostra terd uma massa diferente a ser pesada.

e A amostra diluida devera ser centrifugada a 15.000 rpm por 15
minutos. Retirar 1,0 ml. do sobrenadante e fazer o teste de SN.
A amostra deve ser diluida convenientemente, de maneira que a
concentra¢ao de agucares seja, no maximo, 0,50 g/L ou seja 500
mg/L.

Determinacio:

e Pipetar 1,0 mL da amostra em um tubo de ensaio e adicionar
2,0 mL do reagente SN-I. Agitar e aquecer em banho-maria (em

ebulicdo) por seis minutos.
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0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
01
0,05

AR(g.L™)

Resfriar o tubo em banho de gelo por cinco minutos. Adicionar
2,0 mLL de SN-II, agitar e deixar em repouso por cinco minutos
a temperatura ambiente.

Adicionar 25 mL de 4gua destilada e fazer a leitura da absorban-
cia em espectrofotometro a 540 nm, apos zerar o aparelho com
o branco. O branco consiste em substituir 1,0 mI. da amostra ou

padrio por agua destilada e realizar o teste de SN.

/ —— Conc

—— Linear (Conc)

Absorbancia (540 nm)

Figura 02. Curva padrio de agicar redutor em mg/I.. Equagdo da reta: concentragio
AR(mg/L) = 0,5776*ABS+0,0085 (R* = 0,995)

Calculos:

A partir da equacio da reta, calcular a concentracio de agucar
redutor na amostra. Deve-se considerar nos calculos as diluicoes

efetuadas na amostra, multiplicando o resultado por esse fator.
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DETERMINACAO DE AMIDO

Experimento: quantificacao de amido
por hidrélise quimica e fisica

1. Introducao

Dentre os componentes dos carboidratos nao fibrosos (CNF),
o amido seja talvez o mais importante. E ele o principal componente
energético dos graos de cereais e raizes e, devido as suas caracteristicas
de fonte de reserva, apresenta disponibilidade energética superior a dos
carboidratos estruturais (ZEOULA e NETO, 2001). Os carboidratos es-
truturais incluem aqueles encontrados normalmente como parte consti-
tuinte da parede celular, representados principalmente pela pectina, he-
micelulose e celulose.

A falta de métodos ou problemas com ensaios para carboidratos
individuais tornam impraticavel a medida individual de CNT. Geralmen-
te o conteudo de CNF dos alimentos ¢ calculado baseado nas porcenta-

gens de nutrientes subtraidos de 100% da amostra:
CNF (%) = 100 — (Proteinas (%) + Lipideos (%) + Umidade (%) + Cinzas (%))

A maioria das analises de amido ¢ enzimatica, confiando na espe-
cificidade enzimatica para separar o amido de outros carboidratos con-
tendo glicose. Os passos que se seguem para a quantificacio do amido
sao normalmente a gelatinizagdo, a hidrolise e a medigao dos produtos

finais.



A gelatinizacio envolve a dissolucdo das pontes de hidrogénio entre
e dentro das moléculas de amido, permitindo a hidratacao e a hidrélise en-
zimatica da molécula. Antes da gelatinizacdo, o amido presente nos graos
processados ¢ cristalino. As por¢oes lineares da molécula sio ligadas entre
si por pontes de hidrogénio, resultando em uma exclusio da 4gua e na resis-
téncia a atividade enzimatica. Dessa forma, tal estrutura cristalina deve ser
rompida para que se consiga uma completa hidrélise enzimatica do amido
em um intervalo de tempo razoavel. O processo de gelatinizacio ¢ tipica-
mente realizado por meio do aquecimento com agua quente (90 a 100°C)
ou, alternativamente, com o uso de uma base (hidréxido de potassio), se-
guida por uma neutralizacio. Uma incompleta gelatinizacdo pode provocar
uma incompleta hidrélise do amido a glicose.

O amido nao apresenta reagao redutora. A hidrélise completa em
meio fortemente acido produz exclusivamente unidades de glicose. O mé-
todo baseia-se na redu¢do de um volume conhecido do reagente de cobre
alcalino (Fehling) para éxido cuproso. O ponto final ¢ indicado pelo azul

de metileno, que é reduzido por um excesso de agucar redutor.

2. Objetivo

Determinar a quantidade de amido presente em uma amostra de

alimento pelo método de hidrolise quimica e fisica.

3. Material

e Papel de filtro qualitativo, papel tornassol e vidraria comum
para laboratério.

e Reagentes: 4dcido cloridrico concentrado (HCI) P.A., solucio de
acetato de zinco (CH,COO0),7Zn.2H,0) 30% (p/v), solugio de
azul de metileno a 1% (p/v), solucio de Fehling A e B, solucio
de ferrocianeto de potassio (K ,Fe(CN) .3H,0) a 15% (p/v), so-
lucio de hidréxido de sédio (NaOH) a 10% (p/v), solugao de
hidréxido de sédio (NaOH) a 40% (p/v) e solugio padrio de
glicose (100 mL) em baldo volumétrico de 100 mL.
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e Equipamentos: autoclave e chapa aquecedora com regulagem
até 350°C.

4. Procedimento

Preparo das solucdes:
e Solugido de Fehling: solucdo A — pesar 34,639 g de sulfato de

cobre - CuSO,.5H,O e transferir para um balao volumétrico de
1000 mL. Completar o volume com agua destilada. Solucio B
— pesar 173 g de tartarato duplo de sédio e potassio (sal de Ro-
chelle) e 125 g de NaOH. Transferir para um baldo volumétrico
de 1000 mL e completar o volume com dgua destilada.

e Licor de Fehling: misturar quantidades iguais de solugio A
e solucao B em béquer de 250 mL. Agitar bem com bastiao de
vidro. A quantidade a ser preparada deve ser suficiente para rea-
lizar todas as analises e o padrio. Se a quantidade for insuficien-
te, o licor tera de ser preparado novamente e a titulagdo com a
solugdo padrio tera de ser refeita.

e Solugio padrio de glicose: pesar 0,50 g de glicose pura (seca
em estufa a vacuo, regulada a 70°C, durante uma hora) e diluir a

100 mI. em baldo volumétrico.

Determinagio
e Pesar 2 g de amostra (precisio de 0,0001 g) misturar 150 mL de

agua e transferir a amostra para um erlenmeyer de 500 mL.
e Adicionar 1 mLL de NaOH 10% (p/v). Tampar com papel-alumi-
nio e colocar em autoclave a 121°C por uma hora. Deixar esfriar.
e Adicionar 10 mL de HCI concentrado e aquecer novamente em
autoclave a 121°C por 30 minutos. Esfriar novamente e neutra-
lizar a solugdo com NaOH 40% (verificar pela mudanca da cor

do papel indicador tornassol).
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e Adicionar 10 mL da solugao de ferrocianeto de potassio e 10 mL
da solugao de acetato de zinco. Transferir para balio volumétri-
co de 250 mL. Completar o volume com 4gua destilada. Agitar
e deixar sedimentar.

e Tiltrar utilizando papel de filtro. Receber o filtrado em um fras-

co erlenmeyer (amostra).

Titulagdo
Solucao padrao de glicose:

e Colocar numa bureta a solu¢do padrio de glicose. Transferir
com pipeta volumétrica 20 mL do licor de Fehling para um et-
lenmeyer de 250 mL.

e Adicionar 40mL de 4agua destilada, juntamente com algumas
pérolas de vidro, aquecendo até a ebulicdo. Gotejar a solucdo
padrao. Mantendo a ebuli¢do, adicionar uma gota de azul de
metileno a 1% e completar a titula¢ido até descoramento do indi-
cador. O final da titulagio serda em torno de 10mL de glicose.

e O tempo de titula¢do nio deve ultrapassar trés minutos. Para ve-
rificar o volume gasto, reiniciar a titulagio em outro erlenmeyer
previamente preparado com licor de Fehling, adicionando o vo-
lume gasto na titulagio anterior (solu¢ao padrdo) menos 2 mL.

e Hsperar entrar em ebuli¢do, adicionar o indicador azul de me-
tileno e proceder a titulacdo. Anotar o volume gasto. Se os re-
sultados das duas titulacdes nao forem semelhantes, repetir to-
mando os devidos cuidados. Se forem semelhantes considerar o

menor volume.

Célenlo do padrio:
M, xV

g pad

P, =
glic 100



Amostra

e Transferir a solucio filtrada (amostra) para uma bureta de 25 ou
de 50 mL.

e Transferir para um erlenmeyer 20 mL de licor de Fehling. Adi-
cionar agua destilada (40 mL) para evitar a evaporagio do licor
durante a fervura.

e Aquecer até a ebulicdo. Adicionar trés gotas de azul de metileno
e realizar a titulacdo gota a gota com a solucdo da bureta até a
descoloragao do indicador (no fundo do frasco deve ficar um
residuo vermelho).

e Titular, no menor tempo possivel, apos a adicdo do azul de me-

tileno. Repetir para verificar o volume gasto na titulacio.

Calculos:

P,
Amido (%):%x%xf'xmo

am am

Onde: P ;¢ o Padrio de glicose (g), M, e M, 'sdo a massa de
glicose P.A. e da amostra (g), V4 €V, 830 0 volume gasto na titulagao
do padrio e da amostra (mL) e /¢ o fator que ira depender da condi¢io a,

b ou ¢, apresentadas abaixo:

a) quando a amostra s6 contém amido, multiplicar por 0,90, que é
o fator de transformacao de glicose em amido (f);

b) quando a amostra contém sacarose, o calculo sera:
% amido = (agucares totais — sacarose) x 0,90

¢) quando a amostra contém sacarose e glicose, o calculo sera:
% amido = |agtcares totais — (sacarose + glicose)] x 0,90

O teor de glicose é determinado pela quantificagdo de acucares

redutores (AR), e o teor de sacarose por agucares redutores totais (ART),

sendo o amido os agucares totais.
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FIBRAS
FIBRA INSOLUVEL
Experimento: determinacao de fibras insolUveis

1. Introducao

O Ministério da Saude, na portaria n° 41, de 14 de janeiro de 1998,
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, define fibras alimentares
como: “Qualquer material comestivel de origem vegetal que nao seja
hidrolisado pelas enzimas endégenas do trato digestivo humano. A de-
terminacdo de fibras alimentares nos alimentos é realizada segundo o
método 985.29 da AOAC 15%d. 1990 (método enzimatico-gravimétrico)
ou edi¢dao mais atual”.

As fibras alimentares pertencem ao grupo dos carboidratos. Sao
polissacarideos nao amildceos, compostos por moléculas de aguicares com
mais de onze unidades, unidas por ligacoes glicosidicas.

As Fibras Alimentares Totais (FAT) podem ser divididas em:
Fibras Alimentares Soluveis (FAS) e Fibras Alimentares Insolaveis (FAI).
HEsta classificagdo é muito util para o entendimento das propriedades
fisiologicas das fibras alimentares, permitindo uma divisdo simples entre
aquelas que tém efeito, principalmente, sobre a absor¢ao de glicose e
lipideos no intestino delgado — que sao facilmente fermentadas por
bactérias no colon (fibras soluveis) — e aquelas que sio fermentadas

lenta e incompletamente, tendo efeito mais pronunciado nos habitos



intestinais (fibras insoldveis). Porém, a separacio entre as fracoes soluvel
e insoluvel ndo é quimicamente muito clara, dependendo das condi¢bes
de extracio.

As fibras soliveis tendem a formar géis em contato com a agua,
aumentando a viscosidade dos alimentos, e sdo patrcialmente digeridas no
estbmago. Aproximadamente um terco das fibras alimentares totais in-
geridas com a dieta tipica ¢ solivel. Dentro deste grupo estdo as pectinas,
algumas hemiceluloses ou pentosanas, gomas e mucilagens. As pectinas
dao firmeza as plantas e sio usadas como espessantes, emulsificantes e
conservantes em alimentos, assim como para formagdo de géis.

As fibras soldveis sio quase completamente fermentadas pelas
bactérias presentes no célon, produzindo acidos graxos de cadeia curta
que podem ser absorvidos pelo organismo, podendo inibir a sintese de
colesterol no figado. Efeitos hipocolesterolémicos sio atribuidos particu-
larmente as beta-glucanas que sao fibras soldveis. Os alimentos com alto
teor de fibras soluveis sao os cereais (aveia, cevada, milho, centeio), as
frutas (banana, maca), as leguminosas (feijoes, ervilhas), além de couve-
-flor e cenoura, entre outros.

Fazem parte do grupo das fibras insoldveis a lignina, a celulose e
algumas hemiceluloses. Estas fibras permanecem praticamente intactas
através de todo o trato gastrointestinal, diminuem o tempo de transito no
intestino, aumentam o bolo fecal e tornam as fezes menos consistentes,
diminuindo a constipagdo. Estdo presentes principalmente nos cereais
(farelo de trigo, cereais matinais e paes integrais), frutas maduras e veg-
etais (brocolis, feijoes verdes, brotos), entre outros.

Nio existe um método analitico unico que determine todos os
componentes das fibras alimentares em alimentos. Os métodos e as téc-
nicas continuam sendo pesquisados e melhorados, com o propésito de

aumentar a precisio, rapidez, robustez e diminuir os custos.
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Recomendagdes para o consumo de fibras:

De acordo com 6rgaos internacionais, recomenda-se o consumo de
fibras para adultos entre 12,5 g fibra/1.000 kcal/dia (Nordic RDA, 1996)
a 18,0 g/dia (UK Dept. of Health1991). Para criancas com idade supetior a
dois anos, recomenda-se 0 consumo minimo, considerando o calculo da
idade + 05 g fibra/dia e, como valor maximo, o cilculo da idade + 10 g fibra/
dia (American Health Foundation, 1995).

2. Objetivo

Determinar o teor de fibra insolivel em produtos alimenticios.

3. Material

e Bagueta, béquer de 500, 100 e 250 mL., bico de Bunsen, capsula
de porcelana, funil de vidro, papel filtro qualitativo 18,5 cm de
diametro, pinga metalica, cadinhos de Gooch de porcelana tara-
dosdos, dessecador e pissetar.

e Reagentes: alcool etilico (96 a 98%) P.A, antiespumante (tribu-
til fosfato), éter etilico P.A, solugdo de 4cido sulfurico (H,SO,)
1,25% (v/v) e solugio de hidroxido de sédio (NaOH) 1,25%
(p/v).

e Equipamentos: aparelho digestor, balanca analitica, estufa de
até 100°C e forno mufla de até 550°C.

4. Procedimento

Preparo das solugdes:

e H,SO,1,25% (v/v): medir 7 mL de 4cido sulfurico concentrado
(d =1,84 g/mL) e transferir cuidadosamente para um balio
volumétrico de 1000 mL. com um pouco de agua destilada (cerca

de 200 mL). Completar o volume com agua.
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NaOH 1,25% (p/v): pesar 12,5 g de NaOH, dissolver em 100
ml. de agua e transferir para um baldo volumétrico de 1000 mL,

completando o volume com 4agua.

Preparo da amostra:

Amostras com alto teor de gorduras poderdo ser previamente

desengorduradas e secas.

Determinacio:

Pesar aproximadamente 2 — 3 g de amostra. Colocar a amostra
em copo de 600 mL, proprio para ser adaptado ao digestor. Adi-
cionar trés a cinco gotas do antiespumante.

Adicionar 200 mL de solugio de H SO, 1,25%. Colocar no apa-
relho digestor e deixar em ebulico por 30 minutos. Completar
com agua o volume do copo, sempre a 200 mL, a medida que a
solucdo for evaporando.

Ap6s a digestdo acida, realizar a filtragdo em papel de filtro qua-
litativo (Whatmann nimero 42 ou similar), realizando-se a lava-
gem sucessiva com 4gua destilada em ebuli¢ao sobre o residuo,
até a neutralizacdo do material, o que é verificado com o papel
de tornassol azul.

Transferir quantitativamente o material que ficou retido no pa-
pel para o copo de digestdo. Usar, para essa transferéncia, 200
mL da solucao de NaOH 1,25%. Deixar em ebulicao. Realizar,
entdo, a digestdo basica, seguindo os mesmos principios da di-
gestdo acida e lavando o material com agua destilada a quente.
Fazer o teste da neutralidade do material usando papel tornas-
sol.

Ap6s as digestOes, filtrar o residuo (fibra e minerais) em cadi-
nhos de Gooch, previamente secos e pesados, a vacuo. Lavar o

material com alcool (20 mL), e, em seguida, com éter etilico



(10 mL), a fim de facilitar a secagem e eliminar compostos pro-
venientes das digestoes.

e Fazer a secagem dos cadinhos ou do papel em estufa a 105°C
até se obter um peso constante. A pesagem nos fornece o peso

do material que é formado por F, e minerais. A seguir, fazer

bruta
a calcina¢ao em mufla a 600°C durante uma hora, quando toda
a fibra é oxidada, restando somente minerais.

e A diferenca entre o peso do cadinho de Gooch seco na estufa a
105°C e o do Gooch apos a calcinagdo fornece o peso da fibra

bruta real que foi queimada.

Calculos:

Peso do papel com residuo — peso do papel o
M

am

Fibra bruta(%) = 100

fibra real(%) = fibra bruta(%) — cinzas(%)

5. Bibliografia

AOAC (Association of Official Analytical Chemists). Official Methods of
Analysis. 16" ed. Washington: AOAC, 1995.

AACC (American Association of Cereal Chemists). Approved Methods of
the American Association of Cereal Chemists. 9" ed. St. Paul, Minnesota:
AACC, 1975.

75






FIBRA INSOLUVEL — DIGESTOR SEMI-INDUSTRIAL

Experimento: determinacao de fibras
utilizando digestor semi-industrial

1. Introducao

A quantificagao de fibras utilizando o digestor semi-industrial fa-
cilita a determinacao de grande quantidade de amostras em um unico en-
saio sem troca ou aspiracdo manual de liquidos, acido ou bases. Entretan-
to, os resultados sio menos precisos do que na avaliacdo individual. Este
método é é comumente adotado na industria alimenticia, em fabricas de

racoes, entre outros.

2. Objetivo

Determinar o teor de fibras em produtos alimenticios solidos ou

semissolidos utilizando o digestor semi-industrial.

3. Material

e Cadinhos, dessecador, espatula, placas de Petri, pinga metélica e
sacos extratores.

e Reagentes: acetona P.A, dgua a 100°C, solucio de H SO, 1,5%
(v/v) e solu¢do de NaOH 1,5% (p/v).

e Equipamentos: balanc¢a analitica, digestor semi-industrial para

fibras, estufa de secagem com ventila¢io e mufla.
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4. Procedimento

Preparo da amostra:

Colocar os sacos extratores em solucao de acetona durante cinco
minutos e, de seguida, colocar em estufa para secar a 105°C por
90 minutos. Retirar os sacos extratores com o auxilio de uma
pinga metélica e coloca-los no dessecador até alcancar a tempe-

ratura ambiente.

Determinacio:

Pesar 0,5 a 1,0 g de amostra e colocar no sacos extratores (pode-
se pesar diretamente no saco extratore previamente tarado).
Selar e pesar novamente o conjunto sacos extratores + amostra.
Utilizando as bandejas necessarias, distribuir os sacos extratores
contendo as amostras no aparelho de fibras. Cada bandeja com-
porta trés saquinhos.

Colocar no aparelho aproximadamente 2,0 L. de H,SO, 1,5%
(v/v) (ou até cobrir as bandejas com as amostras). Ligar o aqueci-
mento. Quando atingir 98,0 = 1,0°C, cronometrar 30 minutos.
Decorrido este periodo, drenar a solucdo acida e adicionar agua
quente (aproximadamente 2,0 L) para retirar o residuo da solu-
¢ao acida e drenar.

Colocar 2,0 L da solugiao de NaOH 1,5% (p/v) e aquecer até a
ebuli¢do (98°C), cronometrando 30 minutos. Drenar a solu¢io
alcalina e lavar duas vezes com agua quente (90 a 100°C) a fim
de eliminar todo o residuo da solugio.

Retirar os sacos contendo as amostras e lava-los com acetona.
Deixar secar a temperatura ambiente até a total volatilizagao da
acetona e colocar em estufa a 70°C por 24 horas.

Retirar os sacos da estufa com o auxilio de uma pinga metalica e
deixar alcancar a temperatura ambiente em dessecador conten-

do silica-gel. Pesar e realizar o calculo.



Calculos:

M —M.
F, (%)=—%""1x100
Bruta M

am

Onde F, ¢ o conteudo de fibra bruta (%), M, _, massa da amos-
tra (g) e M, amassa da amostra depois de seca (g).
A pesagem nos fornece o peso do material que ¢ formado por fibra
bruta e minerais. Para obter a fibra insolivel real, proceder a incineragao.
Fazer a calcinagdo em mufla a 600°C durante uma hora, quando

toda a fibra é oxidada, restando somente minerais.

fibra real (%) =F,,,, (%)— cinzas (%)
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SOLIDOS SOLUVEIS

Experimento: determinacao do percentual
de solidos soluveis totais

1. Introducao

O método refratométrico tem sido utilizado para a medida de soli-
dos soluveis (agtcares e acidos organicos), principalmente em frutas e pro-
dutos de frutas, mas também pode ser usado em ovos, cerveja, vinagre,
leite e produtos lacteos. O uso da refratometria ¢ comum em industrias
de bebidas, alimentos, cosméticos, 6leos minerais e vegetais, industrias
farmacéuticas e outros. A refracio é, normalmente, uma propriedade adi-
tiva, de modo que o indice de refragao de um sistema multicomponente
sera a soma dos indices de refracio de cada componente individualmente.

Os indices de refragao de solugbes aquosas de sacarose P.A. a 20°C
podem ser correlacionados com o seu teor de sacarose. Tem-se, assim,
uma correlagao entre o indice de refracdo e a percentagem de sacarose.
O percentual de sacarose é relacionado com o °Brix. Na pratica, usa-se a
leitura refratométrica ou o correspondente °Brix para expressar o percen-
tual de sélidos solaveis.

A determinacio de soélidos soliveis em materiais biologicos é uma
medida muito utilizada no processamento e na conservac¢io de alimentos
como, por exemplo, na avaliagdo da maturagao de frutas, na elaboragao
de caldas e xaropes, na determinagdo do ponto final do processamento
de polpas concentradas, doces em massa e geleias, na qualidade de sucos

pfOCCSS&dOS, entre outros.



2. Objetivo

Determinar a quantidade de sélidos soltveis totais presentes em

amostras alimenticias liquidas empregando refratdmetros.

3. Material

e Algodio ou gaze, bastio de vidro, béquer de 50 e 100 mL, espa-
tula, pipeta de Pastenr e termOmetro.

e Reagentes: agua destilada, alcool etilico 70%.

e Equipamentos: banho termostatizado com circulacio de agua
(de modo a manter a temperatura dos prismas do refratbme-
tro em 20°C) e refratometros de campo ou refratbmetro tipo
ABBE, com escala de °Brix e divisdes de, no minimo, 0,2° Brix

ou em porcentagem (%o).

4. Procedimento

Calibracdo do aparelho:

e Antes de usar o refratbmetro tipo ABBE (Fig. 03), verificar se a
superficie dos prismas esta limpa. Caso esteja suja, passar algo-
dao embebido em alcool. Secar com algodio.

e Colocar de uma a duas gotas de agua destilada entre os prismas
do refratometro e fechar (Fig.03b). Esperar um minuto e ajustar
a ocular para sua visio.

e No campo circular visivel, ajustar as metades das regides clara e
escura sem nenhuma cor (arco-iris) entre elas, girando o botao
de ajuste grosso. Em seguida, deixar a divisao entre estas duas
metades do campo bastante nitida, ajustando-a no meio do X
(Fig. 04). Para isso, deve-se girar o botdao de ajuste fino (Fig.
03a).
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Janela de
vidro

Ajuste fino

Ajuste grosso

Abertura do
prisma

Figura 03. Refratometro tipo ABBE

Lista de ajuste

& &

Figura 04. Linhas de ajuste.

Preparo da amostra:

e Amostras muito viscosas ou que apresentam polpa espessa de-
verio ser filtradas para se extrair o suco. Isto pode ser feito uti-

lizando gaze ou algoddo como filtro.

Determinacio:

e Colocar de uma a duas gotas de amostra entre os prismas do
refratdmetro e fechar. Esperar um minuto e ajustar a ocular para

sua visao.
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No campo circular visivel, ajustar as metades das regioes clara e
escura sem nenhuma cor (arco-iris) entre elas, girando o botio
de ajuste grosso até observar a regido bastante nitida. Acertar o
meio do X do campo visual, girando o botao de ajuste fino.
Depois de acertar a linha de ajuste (Fig. 04), observar a escala e
fazer a leitura do percentual de sélidos solaveis ou °Brix.

Limpar os prismas com algodao embebido em 4gua destilada ou
alcool e secar com papel macio. Repetir a leitura da amostra trés
vezes (triplicata).

O procedimento do refratdbmetro de campo ¢é semelhante.
Porém, a precisio e a exatidao da leitura pode ser menor que no

refratbmetro de bancada (tipo ABBE).

Calculos:

e (Caso a leitura seja feita a 20°C — e a acidez total da amostra seja
inferior a 1% — o valor do °Brix ¢ a leitura direta. Se a tempe-
ratura for diferente de 20°C, anotar o valor e fazer a correcio
do Brix em func¢io da temperatura, com o auxilio de tabelas de
correcio de °Brix.

e O valor obtido da leitura é expresso em porcentagem (%) de
solidos soluveis ou °Brix. Apresentar o valor médio e o desvio

padrio das repeti¢oes.

5. Bibliografia
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ACIDEZ TITULAVEL
Experimento: determinacao da acidez por titulometria

1. Introducao

A determinacio de acidez pode fornecer um dado valioso na apre-
cia¢ao do estado de conservacdo de um produto alimenticio. Um proces-
so de decomposic¢ao, seja por hidrolise, oxidagdo ou fermentacio, altera
quase sempre a concentracdo dos fons de hidrogénio. Os métodos que
avaliam a acidez titulavel resumem-se em titular, com solucdes de alcali-
-padrio, a acidez do produto ou de solu¢bes aquosas ou alcodlicas e, em
certos casos, os acidos graxos obtidos dos lipideos, utilizando indicadores
que produzem ou alteram sua coloragdo em determinadas concentragdes
de fons de hidrogénio.

Os 4cidos organicos presentes em alimentos influenciam o sabor,
o odor, a cort, a estabilidade e a manutencdo de qualidade. Entre os princi-
pais acidos organicos encontrados em alimentos estdo: o citrico, o malico,
o oxalico, o succinico e o tartarico. Outros acidos menos conhecidos,
mas de igual importancia, sdo: o isocitrico, o fumarico, o oxalacético e o
cetoglutarico.

A determinacio da acidez titulavel em alimentos ¢ uma analise

fundamental que pode indicar:

e valor nutritivo: manuten¢ao do balanceamento acido-base no
organismo;
e pureza e qualidade em produtos fermentados, como vinhos;

e deterioracao por bactérias com producao de acido;



e deterioracio de dleos e gorduras pela presenca de acidos graxos
livres provenientes da hidrélise dos glicerideos;

e critério de identidade de dleos e gorduras pela caracterizaciao
dos acidos graxos presentes;

e cstabilidade do alimento/deterioracio. Produtos mais dcidos sio

naturalmente mais estaveis quanto a deterioragio

2. Objetivo

Determinar o teor de acidez em alimentos de origem vegetal e

animal.

3. Material

e Bastio de vidro, bureta de 25 mL, erlenmeyer de 150 ou 300
mL, pipetas volumétricas de 1 e 10 mL, pisseta com agua desti-
lada e suporte universal.

e Reagentes: solucio alcodlica de fenolftaleina (1%) e solugio de
hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1 N padronizado.

e Equipamentos: agitadores e barras magnéticas, balanca analitica

e potencidometro.

4. Procedimento

Preparo das solugbdes:

e Solugio de fenolftaleina a 1%: pesar 1 g de fenolftaleina e
dissolver em 100 mL. de alcool etilico.

e Solugdo de NaOH 0,IN padronizada: pesar 4 g de hidréxido
de sédio e dissolver em 50 mL de agua destilada. Transferir para
baldo volumétrico de 1000 mL e completar o volume com agua
destilada.

e Padronizagdo da solugido de NaOH 0,1 N: pesar cerca de

0,15 g de biftalato de potassio (previamente seco em estufa a
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105°C por duas horas), colocar em erlenmeyer de 250 mL. Adi-
cionar 100 mL de dgua destilada e misturar. Adicionar trés gotas
de fenolfetaleina 1%. Titular com a solu¢io de NaOH com agi-

tagao constante até ponto de viragem.

Calculo do fator de correcao:

M biftalato

Fec= x 100
0,20423 xV 00 X N yuon

Onde Fc ¢ o fator de correcaio do NaOH, M ¢ a massa de

biftalato

biftalato de potassio, V ¢ o volume gasto de NaOH e N . € a nor-
aOH

malidade de NaOH.

NaOH

Preparo da amostra:

e Amostras solidas e semissolidas devem ser moidas para facilitar
a area de contato. Bebidas carbonatadas devem ser agitadas ou

aquecidas para retirar o CO,.

Determinagio:

e Pesar de 1 a 10 g ou pipetar de 1 a 10 mL. da amostra em um
frasco erlenmeyer de 250mL. Adicionar 9 ou 90 mL de 4dgua
destilada e agitar para eliminar o CO,.

e Adicionar de duas a quatro gotas do indicador fenolftaleina e
titular com a solu¢io alcalina de NaOH 0,IN até que se obtenha
uma mudanca de coloragio (résea) da solu¢do por, no minimo,
15 segundos. Anotar o volume gasto na titulacio.

e No caso de amostras coloridas ou turvas, fazer a titula¢do uti-
lizando um potencidometro. Para isto, introduzir o eletrodo no
erlenmeyer, titular agitando, e observar o pH da amostra. Pro-

ceder a titulacdo até alcangar pH 8,1. Anotar o volume gasto.
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Calculos:

e Expressar o resultado em gramas de acido predominante em

100 g ou 100 mL da amostra ou em porcentagem.

gdc.pred. _ VNgOH X NNaOH X ac XIOO

100g,, Px1000

Onde V ¢ o volume gasto de NaOH (mL), N ., € a normalidade
da solucao de NaOH (0,1), £ ¢ o fator do 4cido predominante e M__ 2
quantidade da amostra (g ou mL). O valor 1000 refere-se ao contetido do

dcido predominante em um litro. Exemplo: 64/1000 mL.

Equivalente-grama para acidos:

Acido acético: 60 (vinagre);

Acido citrico: 64 (frutas citricas, péssego);
Acido lactico: 90 (leite);

Acido malico: 67 (maca, caqui);

Acido tartarico: 75 (uva).

*Relagio entre °Brix e acidez titulavel.

A relagdo entre o °Brix e a acidez titulavel ¢é utilizada para indi-
car o equilibrio doce-acido de alimentos, principalmente de sucos, sendo
uma avaliagdo da sua qualidade e uma indicagdao do grau de maturagao
da fruta. Valores da relacio °Brix/acidez titulivel entre 12 a 18 indicam

balanceamento sensorial equilibrado.

Cilculos:

am

Relagdo Brix/acidez =

am

Onde SS__ sio os solidos soluveis (7o) ou °Brix e AT, ¢ a acidez

titulavel (%) da amostra.
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MEDIDA DE pH EM ALIMENTOS

Experimento: determinacao da acidez ou alcalinidade
de produtos alimenticios utilizando potenciometro

1. Introducao

O pH ¢ o potencial de hidrogénio livte em uma solucdo. A acidez ou
alcalinidade de uma solucio é expressa por seu valor de pH em uma escala
de 0 a 14, na qual a neutralidade é pH 7,0. Os valores de pH abaixo de 7,0
sdo ditos acidos e aqueles acima de 7,0 sio alcalinos. Com base nos valores
de pH dos alimentos é possivel avaliar o potencial contaminante microbio-
légico e a provavel natureza do processo de deterioraciao que eles sofrerao.

De acordo com o pH, os alimentos sio subdivididos em trés gran-
des grupos: alimentos de baixa acidez, alimentos acidos e alimentos mui-
to acidos (Quadro 01).

Quadro 01 - Faixa de pH de alimentos

Alimentos de baixa acidez pH superior a 4,5
Alimentos acidos pH entre 4,0 e 4,5
Alimentos muito acidos pH inferior a 4,0

Essa classificacao esta baseada no pH minimo para a multiplicacio
e producio da toxina de Clostridium botulinum (pH 4,5) e no pH minimo
para a multiplica¢ao da grande maioria das bactérias.

A avalia¢do do pH por método potenciométrico baseia-se na me-

dida da forga eletromotriz de uma pilha ou célula galvanica constituida



pela associacao de dois eletrodos: um de referéncia e outro indicador ou
de medida. O eletrodo de referéncia é aquele que possui potencial estavel
e reproduzivel em relagdo a solugdo. O eletrodo indicador, por outro lado,
também denominado de trabalho, é o que apresenta potencial variavel,
dependendo da atividade da espécie quimica na solugio.

Para a determinacdao do pH de solucGes, dgua e outros produtos
industrializados, utiliza-se frequentemente um sistema com os eletrodos
de vidro e de referéncia combinados num tnico conjunto, com o primei-
ro axialmente envolvido pela ponte salina do eletrodo de referéncia, em
geral de prata/cloreto de prata. A combinac¢io entre o eletrodo de vidro
e o de referéncia num mesmo corpo facilita a medida. Alguns fatores
quimicos que afetam o desempenho do eletrodo sdo: substancias muito
alcalinas, proteinas, solu¢des oleosas ou gordurosas que poderao bloquear
a membrana com consequente diminuicao ou, até, perda de resposta do
cletrodo. E, portanto, necessaria uma limpeza adequada. A cada semana,
os bulbos dos cletrodos de vidro devem ser inspecionados, a fim de de-
tectar a presenca de filmes ou depositos de possiveis substancias conta-
minantes. Neste caso, proceder a limpeza e remogao dos contaminantes

ou 2 substituicio do eletrodo.

2. Objetivo

Utilizando o potencidometro, realizar medidas de pH em diferentes

tipos de alimentos.

3. Material

e Material: baldo volumétrico de 250 mL, béquer de 100 mL e 250
mL, erlenmeyer de 250 mL, bastao de vidro e vidro de relégio.

¢ Reagentes: fosfato monobisico de potissio (KH, PO,) P.A. fos-
fato dissodico heptahidratado (Na,H PO, 7H O) P.A., biftalato
de potissio (KHC,H,O,) P.A.

e Equipamentos: agitadores e barras magnéticas, potencidmetro

(pHmetro) e termOmetro.
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4. Procedimento

Preparo das solucdes:

e Solugdo tampao pH 7: (fosfato 0,025 M): pesar 0,8475 g de
KH, PO, e 1,6695 g de Na,H PO,.7H,O. Dissolver em 4gua e
completar em balao de 250 mL.

e Solugdo tampao pH 4: (biftalato de potassio 0,05 M): pesar
2,6057 g KHC.H,O,. Dissolver em 4gua e completar em balao
de 250 mL.

Preparo da amostra:

e Bebidas com gis carbonico, como refrigerantes, devem ser
submetidas 4 agitacdo mecanica ou a vacuo antes de se tomar
a medida de pH, pois o CO, pode formar 4cido carbonico e
abaixar o pH.

e Bebidas com polpa em suspensio devem ser agitadas de forma
que se possa misturar a polpa decantada e medir o seu pH ime-
diatamente antes de a polpa se separar novamente. E possivel
também utilizar um agitador magnético para conseguir um re-
sultado homogéneo, ja que a polpa e o liquido podem ter valores
de pH diferentes.

e Em produtos sélidos e secos, como farinhas, pao, macarrao
e biscoitos, deve-se preparar um extrato com suspensdao de 10
g do produto em 100 mL de agua. A medida do pH ¢ realizada
no liquido sobrenadante apds decantacio dos solidos. Produtos
semissolidos, porém, com alta umidade, como o queijo fresco,
devem ser macerados e homogeneizados. O eletrodo deve ser
introduzido na massa da amostra em pelo menos trés lugares
diferentes para a realizagio da leitura do pH.

Calibracdo do equipamento:

e Verificar a voltagem do equipamento, conecta-lo a rede elétrica
e ligar o pHmetro.
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e Colocar cada tampao (4,0 e 7,0) em béqueres de 50 mL devida-
mente rotulados.

e Tirar o eletrodo da solucdo de repouso (KCI 3M), lavar com
agua destilada e seca-lo com papel absorvente.

e Mergulhar o bulbo do eletrodo dentro da solu¢ao-tampao pH
4,0 tendo o cuidado de nio bater no fundo do béquer para evitar
a quebra do eletrodo. Ajustar o primeiro seletor do instrumento
para o valor de 4,0.

e Retirar o eletrodo da solugio, lavar o bulbo com dgua destilada,
seca-lo com papel absorvente e mergulhar na solugio-tampao
pH 7,0. Ajustar o segundo seletor do instrumento (“taxa de va-
ria¢do”) para o valor 7,0.

e Retirar o eletrodo da solugao-tampao, lavar com agua destilada,
seca-lo com papel absorvente e recoloca-lo na solugdo-tampao
de pH 4,0. Se ndo houver confirmagio do pH = 4,0, repetir o
procedimento de calibragio. Se houver confirmagao, remover o
eletrodo da solu¢ao-tampao, lava-lo com 4gua destilada, seca-lo

e deixa-lo submerso em agua destilada até iniciar a andlise.

Determinacio:

e Colocar a amostra em béquer de 50 mL.

e Lavar o eletrodo com agua destilada, seca-lo com papel absor-
vente e mergulhar na amostra.

e Tazer aleitura em triplicata.

e Lavar o eletrodo com agua destilada, seca-lo com papel absor-
vente e mergulhd-lo na solucdo de repouso (IKCI 3M).

e Desligar o equipamento.

Calculos:

e Calcular o valor médio de, pelo menos, trés leituras de pH e o

desvio padrio.
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VITAMINA C
METODO TILLMANS

Experimento: Determinacao da vitamina
C pelo método de Tillmans

1. Introducao

O acido ascérbico, ou vitamina C esta amplamente distribuido na
natureza em altas concentra¢des, particularmente em frutas citricas e ve-
getais verdes. O teor de acido ascérbico nao é uniforme entre as diversas
fontes, variando de acordo com a espécie, tipo de tecido, grau de matura-
¢ao e procedéncia.

O acido ascorbico encontra-se em equilibrio entre as formas redu-
zidas e oxidadas (acido L-ascorbico e acido L-deidroascorbico, respecti-
vamente).

Em alimentos, o 4cido ascorbico tem fun¢ao muito importante
devido 2 sua acio fortemente redutora. F. amplamente empregado como
agente antioxidante para estabilizar cor, sabor e aroma em alimentos.
Além do emprego como conservante, o acido ascorbico é utilizado para
enriquecimento de alimentos ou restauragao, a niveis normais, do valor
nutricional perdido durante o processamento.

A vitamina C é degradada principalmente pelo contato com o oxi-
génio e pela exposicdo ao calor e a luminosidade. Em alimentos congela-
dos, ela se mantém praticamente estavel. Entretanto, perdas significativas

ocofrrem com o cozimento.



Os métodos classicos para a determinacio de vitamina C baseiam-
se no seu forte poder redutor. O método de Tillmans ¢ o mais utilizado.
Este método consiste numa titulacao baseada na reducao do 2-6-diclo-
rofenol-indofenol (IDCFTI) pelo acido ascérbico. O DCFI em meio basico
ou neutro € azul; em meio 4acido € rosa, e sua forma reduzida é incolor. O
ponto final da titulacdo é detectado pela mudanca de coloragio da solu-

¢do, de incolor para rosa.

2. Objetivo

Determinar o teor de acido ascérbico em produtos alimenticios
utilizando DCFI.

3. Material

e Espatula, baldo volumétrico de 25, 50, 100, 1000 mL, béquer de
100 mL, bureta de 25 mL, erlenmeyer de 300 mL, pipeta volu-
métrica de 1, 10 e de 50 mL, funil de vidro e papel de filtro.

e Reagentes: bicarbonato de sédio P.A, solu¢io de 4cido oxalico
2% (p/v), solu¢ao de 2,6-diclorofeno-indofenol-sédio (DCFI) e
soluc@o padrio de 4cido ascorbico

e Equipamentos: balanga analitica e balanga semianalitica.

4. Procedimento

Preparo das solugdes:

e Solugio de Acido Oxalico a 2%: pesar, em balanca semia-
nalitica, 20 g de acido oxalico P.A. Diluir em 4gua destilada,
transferir para baldo volumétrico de 1 litro e completar.

e Solugio Padrio de Acido Ascérbico: pesar 125 mg de acido
ascorbico P.A. em balanca analitica, diluir com solucio de 4ci-
do oxalico 2%, transferir para baldo volumétrico de 50 mL e

completar com dcido oxdlico 2%. O balao volumétrico deve ser
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envolto em papel-aluminio a fim de evitar incidéncia de luz. A
solucdo deve ser utilizada o quanto antes.

Solugio de 2,6-Diclorofeno-indofenol-Sédio (DCFI): pesar
em balanga analitica 100 mg de DCFI e 210 mg de bicarbonato
de sédio P.A. Diluir em 50 mL de agua destilada quente, trans-
ferir para baldo volumétrico de 1000 mL, juntamente com o bi-
carbonato de sédio, e completar com 4dgua destilada (e filtrar, se

necessario). Padronizar com solugiao padrao de acido ascorbico.

Determinacio:

a) Padronizacdo da solugio titulante DCFI:

Pipetar 1 mL de solugao padrio de acido ascérbico em um balao
de 25 mL e completar o volume com 4cido oxalico 2% (p/v).

Dessa mistura, extrair uma aliquota de 10 mL e, em seguida,
titular com solu¢ao de DCFI até se obter uma coloracio rosada
persistente durante 15 segundos (DCFI padrio). Anotar o volu-

me gasto durante a titulagao.

b) Titulacaio da Amostra:

Pesar em balanca semianalitica 25 g de amostra num béquer.
Pesar 50 g de solu¢io de acido oxalico (2%).

Misturar a amostra com a solu¢do e homogeneizar a mistura
(extrato) com o auxilio de um mixer.

Pesar 20 g desse extrato e transferir para um balao de 50 mL.
Completar o volume com solucio de acido oxalico a 2%. Filtrar.
Transferir 10 mL (pipeta volumétrica) do filtrado para erlen-
meyer e titular com solucdo de DCFI previamente padronizada
até o desenvolvimento de uma coloracio rosada persistente du-
rante 15 segundos (DCFI

Fazer em triplicata.

amostm).
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Calculos:

mgitC _ DCFL,, 100 (M, +M,) SomL_
1Oogam DCFIpad Mam M.\'olug'do lOmL “
M
F =M, 1o
50 25

Onde DCFI__ e DCFIPa 4 540 o volume gasto na titulacdo da

amostra e do padrao (mL); M M eM_  _ sdoa quantidade em
am solvente solugdo

massa de amostra, de solvente adicionado para a triturac¢ido da amostra ¢

de aliquota da amostra (g); F,, ¢ a quantidade de acido ascorbico neces-

saria para reduzir o DCFI (mg) e M, , ¢ a quantidade em massa de acido

ascorbico P.A. da solug¢do padrio (mg).
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METODO COM IODATO DE POTASSIO

Experimento: Determinacao do teor
de vitamina C utilizando iodo

1. Introducao

Este método ¢ aplicado para a determinacao de vitamina C, ou acido
L-ascérbico, em alimentos 7 natura ou enriquecidos — quando a quanti-
dade de vitamina for maior que 5 mg — e baseia-se na oxidagao do acido
ascorbico pelo iodato de potassio. O acido ascorbico consegue reduzir o
iodo, L, a iodeto, I'. Neste método utiliza-se o cariter redutor do 4cido
ascoOrbico para quantificar através da reagdo, em meio acido, com o iodo:

CH,O,@aq) + 1, (aq) = CH,O (aq) + 2H"(aq) + 2I'(aq) )
O iodo ¢ formado pela reagdo do iodato com iodeto:
10, (aq) + 5T (aq) + 6H" (aq) — 3L, (aq) + 3H,O b 2

Uma solucgio de iodato, de concentracdo conhecida, é adiciona-
da a solucio acidificada de vitamina C contendo iodeto. O iodo forma-
do a partir do iodato (reagdo 2) reage com o acido ascorbico (reagio 1)
formando fon I, uma espécie incolor. Quando todo o acido tiver sido
consumido, o iodo formado permanece em solu¢ao, conferindo-lhe uma
coloracao acastanhada. Para aumentar a intensidade da cor, adiciona-se
uma solugdo de amido, que forma com o I, uma substincia de cor azul

escura muito intensa.



O método ¢é adequado para uso com comprimidos de
vitamina C, sumos de fruta frescos ou embalados, frutas e vegetais
solidos. Devido a esta reacao, o iodo formado ¢ reduzido a iodeto
imediatamente, enquanto houver acido ascérbico presente. Depois
de que todo o 4cido ascérbico tenha sido oxidado, o iodo em excesso
passa a reagir com o amido, formando o complexo amido-iodo azul-
escuro. Este é o ponto final da titulagao.

2. Objetivo

Determinar a quantidade de 4cido ascoérbico presente em uma

amostra utilizando iodato de potassio.

3. Material

e EHspatula, balao volumétrico de 50, 100, 200 e 1000 mL, bureta
de 25 mL, erlenmeyer de 300 mL, béquer de 50 e 250 mL, pi-
peta volumétrica de 1, 5, 10 e 20 mL, pipeta graduada de 1 e 10
mlL, papel de filtro qualitativo, funil de vidro, bastdo de vidro e
proveta de 50 mL

e Reagentes: acido cloridrico diluido: (1 mol/L), solucio de
amido 0,5% (p/v), solucio de iodato de potassio: (0,002
mol/ L) e solugao de iodeto de potassio: (0,6 mol/L)

e Equipamentos: balanca analitica, dessecador, estufa e peneira

fina.

4. Procedimento

Preparo das solugdes:
e Solugio de iodato de potassio (0,002 mol/L): secar 1 g de

iodato de potassio por varias horas ou durante a noite a 100°C.
Deixar esfriar e pesar 0,43 g de iodato de potassio e dissolver em

1 L de agua destilada num baldo volumétrico.
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e Solugdo de amido (0,5%): pesar 0,25 g de amido soluvel e adi-
cionar 50 mL de 4agua fervente em um erlenmeyer de 100 mlL..
Dissolver e deixar esfriar.

e Solugdo de iodeto de potassio (0,6 mol/L): dissolver 10 g de
iodeto de potassio (KI) P.A. em 50 mL de agua destilada. Trans-
ferir para um balao volumétrico de 100 mL e completar com
agua destilada.

¢ Solugio de acido cloridrico (1 mol/L): 1mol HCI tem 36,5g
e densidade de 1,19¢/ml.. Considerando que 1,19g equivale a
1 mlL, calcular o volume para 36,5g, que nesse caso ¢ 31 mL.
Assim, transferir para um baldo volumétrico 31 mL de HCl e

completar o volume (1L)) com 4gua destilada.

Preparo da amostra:

e Comprimidos de vitamina C: dissolver um comprimido em
aproximadamente 100 mL de agua destilada, transferir para um
baldao volumétrico de 200 mL e completar o volume com agua
destilada.

e Suco de frutas frescas: coar o suco com uma peneira para re-
mover as sementes e a fibra, de modo a evitar o entupimento das
pipetas.

e Frutas e legumes: cortar 100 g em pedagos pequenos e triturar
em processador com 50 mL de agua destilada. Filtrar em penei-
ra fina, lavando o residuo com algumas por¢oes de 10 mL de
agua destilada. Transferir o filtrado para um baldo volumétrico

de 100 mL e completar o volume com agua destilada.

Determinacio:

e Pipetar 20 mL da amostra (solugdo preparada), colocar em et-

lenmeyer de 250 mL e adicionar cerca de 150 mL de 4gua desti-
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lada, 5 mL de solugdo de iodeto de potassio, 5 mL de solucao de
acido cloridrico e 1 mL de solu¢do de amido.

e Titular a amostra com solu¢do de iodato de potassio (0,002
mol/L). O ponto final da titula¢ao é o primeiro traco permanente
da cor azul-escuro, formada devido ao complexo amido-iodo.

e Repetir a titulagao com aliquotas de amostra até obter trés repe-

ticoes com variacoes de 0,1 mL.

Recomendagbes: O iodo mancha tanto a pele quanto a roupa.
Tenha cuidado. Se necessario, utilize dlcool pode remover eventuais man-
chas. O acido ascorbico ¢é suscetivel a oxidagao ao longo do tempo. Por
esta razdo, as amostras devem ser preparadas imediatamente antes da
titulacdo. No entanto, se as amostras forem preparadas algumas horas
antes, a oxidagao pode ser minimizada pela adi¢ao de uma pequena quan-
tidade de acido oxalico (por exemplo, 1 g de acido oxélico por 100 mL da

solugdo da amostra).

Calculos:

100g,, M

am

mgVit.C _(Via * Foy ]xloo

Onde: V, , € o volume de iodato de potéssio gasto na titulagdo da
amostra (ml); M_ € a quantidade em massa ou volume da amostra (g
ouml) e F,, ¢a quantidade de 4cido ascorbico necessaria para reduzir o
KIO;, (0,002 M), equivalente a 0,8806.
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