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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi verificar, entre quatro metodologias analiticas
adaptadas de métodos oficiais e utilizadas no IF SERTAO-PE Campus Petrolina, a
precisdo e exatiddo em seus resultados. Essa verificacdo é também conhecida como
validagdo, que segundo normas da ANVISA (Resolugdo RE n° 899, 2003), tem como
objetivo garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias
das aplicacGes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Foram feitas
andlises, utilizando métodos adaptados para determinacdo de: carboidratos (Lane &
Eynon), proteinas (micro kjeldahl), gorduras (Soxhlet) e fibras insoluveis (digestdo
acida e basica) nos quais utilizou-se como amostra de referéncia a soja em grao,
adquirida no mercado local, sendo a soja escolhida por apresentar quantidade
significativa e conhecida de cada parametro analisado. Os resultados obtidos mostram
que com a metodologia adaptada de Lane e Eynon para determinagédo de carboidratos
ndo foi possivel detectar glicidios redutores, somente glicidios ndo redutores em
sacarose e amido, 0 que apresentou uma distancia significativa ao valor de referéncia.
Para a analise de proteina utilizando o método micro kjeldahl adaptado do Adolf Lutz
(2008), os resultados foram precisos e exatos com relagdo ao padrdo de soja. O mesmo
ocorreu na andlise de extracdo de gordura por Soxhlet, onde foi utilizado o método
convencional variando-se os solventes. Neste caso, os valores obtidos entre 0s métodos
ndo diferiram entre si, com valores proximos ao declarado para lipidios no grdo de soja.
No que diz respeito as fibras insollveis utilizando o método convencional, apresentaram
valores mais proximos ao padrdo da soja, diferente do método adaptado que

apresentaram valores 50% inferiores ao padréo para fibras.

Palavra-chave: precisdo, exatidao, validagcdo e métodos.



ABSTRACT

The aim of this study was to assess, among four adapted analytical methodologies and
official methods used in IF SERTAO-PE, Campus Petrolina the precision and accuracy
in its results. This check is also known as validation, which according to norms of
ANVISA (Resolution RE No. 899, 2003), aims to ensure through experimental studies,
that the method meets the requirements of the analytical applications, ensuring the
reliability of the results. Analyzes were performed using adapted methods for
determination of: carbohydrates (Lane & Eynon), proteins (micro Kjeldahl), fats
(Soxhlet) and insoluble fibers (acidic and basic digestion) in which was used as the
standard sample soybeans, acquired in the local market, soybeans being chosen for
having significant amount for each analyzed parameter. The results shows that with the
adapted Lane and Eynon method for determination of carbohydrates has not been
possible to detect reducing carbohydrates, only non-reducing carbohydrates as sucrose
and starch, which showed a significant distance from the standard sample. For protein
analysis using micro-Kjeldahl method adapted from Adolf Lutz (2008), the results were
precise and accurate with respect to soybean standard. The same occurred in the
extraction of fat by Soxhlet where it was used the conventional method with varying
solvents. In this case, the values obtained among the methods were not different, with
values close to the standard for lipids in soybean. Regarding the insoluble fibers using
the conventional method showed closer to the soybean standard values, different from
the adapted method that averaged 50% less than the standard for fibers.

Keywords: precision, accuracy, validation and methods
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1 INTRODUCAO

Toda andlise laboratorial visa a obtencdo de resultados compativeis com a
metodologia empregada. No entanto, diversos fatores podem provocar a aquisicdo de
valores diferentes para determinada analise laboratorial de um mesmo material
(MARTELLLI, 2011).

Para garantir que um novo método analitico gere informacfes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada validacdo. A
validacao inclui especificacdo dos requisitos do método; determinacdo das caracteristicas
do método; verificacdo de que os requisitos podem ser atendidos com o uso do método e
uma declaracdo sobre a validade do método (MAURER, 2007; SOARES, 2007; ROLIM,
2007).

A validacdo de métodos analiticos é o processo que fornece uma evidéncia de que o
método é confiavel ao que se aplica. Sendo assim o laboratorio, ao empregar métodos de
ensaio quimico especifico emitidos por organismos de normalizacdo, organizacfes
reconhecidas na sua area de atuacdo ou publicadas em livros e periddicos de grande
credibilidade na comunidade cientifica necessita demonstrar que tem condi¢6es de operar
de maneira adequada estes métodos normalizados, dentro das condicdes especificas
existentes nas suas instalacbes antes de implementa-los (ESTEVES, 2007), néo
necessitando realizar os parametros referentes a seletividade, linearidade, faixa de trabalho
e faixa linear e robustez. No entanto, alguns pardmetros como precisao e exatidao podem e

devem ser frequentemente testados nas rotinas dos laboratérios.

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mdltipla de uma mesma amostra, onde as duas formas mais

comuns de expressa-las séo por meio de repetitividade e reprodutividade (SILVA,2006).

Dentro desse contexto, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
identificar a eficiéncia analitica de algumas das metodologias utilizadas no IF SERTAO-
PE, Campus Petrolina, que sofreram modificacfes em relacdo ao método convencional,
devido as necessidades praticas, visando verificar a precisao e exatiddo em seus resultados.
Para isso, foi utilizado material de referéncia nao certificado, mas de composicéo bastante

conhecida: o gréo de soja.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificacdo da eficiéncia analitica dos métodos adaptados para determinacéo de
proteina, carboidrato, gordura e fibra insoltvel, utilizados no Instituto Federal do Sertdo

Pernambucano — Campus Petrolina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar a precisdo para cada método aplicado, com relagdo a amostra de
referéncia ndo certificada;

o Comparar os resultados com a amostra de referéncia, conforme composicao
declarada no rétulo;

o Averiguar a eficiéncia dos metodos adaptados.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASOJA

A soja (Glycine max (L.) Merr.) é uma oleaginosa originaria da Asia Oriental.
Contudo, em funcdo das condi¢bes edofocliméaticas, foi cultivada com objetivos
comerciais, a partir do final da década de 1960, no Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2011).

A soja foi introduzida no Brasil através dos EUA em 1882. A Escola de Agronomia
da Bahia foi o primeiro local a realizar estudos, inicialmente como forragem, sobre o
cultivo desta leguminosa pelo professor Gustavo Dutra. Mais tarde, em 1891, o Instituto
Agrondmico de Campinas, em S&o Paulo também realizou esses estudos e ja em 1900
distribuiu sementes de soja para os produtores paulistas, o Rio Grande do sul também
cultiva com bastante sucesso a soja devido a semelhanca climatica com os EUA,
ecossistema de origem (YAGO, 2014).

Com o passar do tempo e a producdo da soja aumentando, tal leguminosa sofreu
transformaces genéticas a fim de se tornarem fortes e resistentes a pragas, sdo os famosos
transgénicos. O Brasil, os Estados Unidos e a Argentina sdo responsaveis por
aproximadamente 81% da producdo mundial de soja (PASTORE, 2013).

O Brasil é considerado um dos maiores produtores mundiais de soja, a estimativa
de producdo de soja para safra 2013/14 é de 89,72 milhdes de toneladas em comparacdo a
81,46 milhdes de toneladas em 2012/13. A colheita do gréo ird contribuir para uma safra
de graos recorde no pais, estimada em 191,91 milhdes a 195,5 milhGes de toneladas, com
um crescimento de até 4,5% (CONAB, 2013).

Nota-se que a ascensao da producédo da soja em gréos proporcionou a exploragéo de
terras antes ndo cultivadas, o abastecimento do mercado interno, o aumento das

exportacdes e, por fim, a geragéo de emprego e renda (BATISTA; GIUSTE 2013).

Por ser tdo completa, tanto quimicamente quanto nutricionalmente, ndo é de se
admirar os seus diversos usos. Na alimentacdo humana, em virtude do elevado potencial de
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producédo, do baixo custo e do alto valor nutricional, a soja tem se destacado como
importante fonte proteica vegetal, sendo seus principais produtos: a farinha, o isolado e o
concentrado proteico de soja, 0s quais sdo utilizados principalmente como melhoradores

tecnoldgicos de alimentos industrializados (L1U, 2005).

A farinha também ¢é eficaz no controle e reducdo do colesterol, no combate aos
tumores intestinais induzidos por carcindgenos especificos e na prevengdo de lesdes

géastricas induzidas por diferentes agentes ulcerogénicos (ASSIS, 2009).

Do ponto de vista de caracterizacdo fisico-quimica, elas possuem quantidades
significativas de macronutrientes que poderdo ser identificadas por meio de analises no

laboratdrio utilizando metodologias para cada fim (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios de macronutrientes da soja

Macronutrientes SILVA OLIVEIRA Tabela TACO 42
2012 2006 Edicéo revisada e
ampliada
2011
Carboidratos 34,069 17,269 38,009
Proteinas 35,539 40,049 36,009
Gorduras 25,609 24,559 14,69
Fibras 2,499 9,319 20,29

Hoje no pais, gracas a Embrapa e outros centros de pesquisas da iniciativa privada,
h& mais de 400 cultivares para comercializacdo, cada uma com suas particularidades e
caracteristicas que podem ser aproveitadas em muitos mercados de consumo. O alto valor
comercial desse produto chega a valer muito quando se tem um conjunto de cultivares
prontas para a comercializagcdo, com caracteristicas especificas para um mercado potencial
(CAMARGO, 2008).

A cultivar BRS 267 pode contribuir para a maior estabilidade do 6leo de soja
durante o processamento, e colabora para obtencédo de alimentos funcionais. Essa cultivar
apresenta um teor Proteico e lipidico de aproximadamente 40,10% e 20,50%,
respectivamente, ja a cultivar BRS 257 contém em torno de 41,30% de teor de proteina e
22,60% de teor de 6leo (EMBRAPA, 2014).

A soja possui maior conteudo de proteina, em comparacdo com o feijdo preto
(21,3%), e a ervilha em vagem (7,5%). Com excecdo do amendoim, que apresenta 43,9%



de teor de lipideos, a soja também possui a maior percentagem lipidica entre essas
leguminosas (TACO, 2011).

Os gréos de soja sdo também excelentes fontes de minerais por apresentarem
elevados teores de ferro (Fe), cobre (Cu), magnésio (Mg), manganés (Mn), fosforo (P),
potassio (K) e zinco (Zn) (CIABOTTI,2006).

As propriedades funcionais, como o teor de isoflavonas e peptideos bioativos, e as
caracteristicas tecnologicas destes produtos como: solubilidade, capacidade de
geleificacdo, emulsificacdo, absorcdo de &gua e indice de solubilidade do nitrogénio
podem ser modificadas em funcdo das condicGes de processamento, como aplicacdo de
calor, germinacdo e/ou fermentacdo, além das condi¢cbes de armazenamento (MOURA et
al., 2007; MACHADO et al., 2008; PAUCAR-MENACHO et al., 2010; SILVA et al.,
2011).

O gréo de soja e seus produtos vém sendo estudados em razdo de seu valor
nutricional e funcional, assim como suas propriedades tecnolégicas para a indUstria de
alimentos. Sua propriedade funcional é devido a acdo moduladora em determinados

mecanismos fisioldgicos através de suas proteinas e isoflavonas (CIABOTTI, 2006).

O consumo da soja "in natura™ ou mesmo processada na forma de derivados tem
despertado um grande interesse da populacdo, ndo s6 por ser considerada uma fonte
importante de nutrientes, mas particularmente pela sua capacidade de diminuir o risco de
doencas cronico-degenerativas (BEDANI et al., 2007) como por exemplo cancer, doengas
cardiovasculares, osteoporose e diabetes além de reduzir os sintomas da tensdo pré-
menstrual e menopausa (MANDARINO et al., 2009).

3.2 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Estudos mostram que dados analiticos ndo confidveis podem conduzir a decisdes
desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis e que para garantir que um método
analitico gere informacGes confiaveis e de facil interpretacdo sobre a amostra, ele deve
sofrer uma avaliacdo denominada validacdo (RIBANI, 2004).

A validacdo, segundo normas da ANVISA (Resolucdo RE n° 899, 2003), tem como
objetivo garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias

das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.



A validacdo deve ser efetuada para um novo método, métodos ja existentes e
revistos para incorporar melhorias ou resolver problemas analiticos e métodos
estabelecidos e que passam a ser utilizados por novos analistas, equipamentos ou
laboratérios. A extensdo da validacdo depende da natureza da alteracdo (FERREIRA,
2008; ALMEIDA, 2008).

Na avaliagdo da exatiddo utilizando um material de referéncia, os valores obtidos
pelo laboratdrio (média e o desvio padrdo de uma série de analises em replicata) devem ser
comparados com os valores certificados do material de referéncia (FORTI, 2011;
MACIVIERO, 2011).

De acordo com a resolugdo n° 475, do Ministério da Saude/ANVISA, a metodologia
analitica sera considerada valida desde que sejam avaliados os pardmetros: Seletividade,

linearidade e faixa linear de trabalho, precisédo, entre outros.
3.2.1 Principais ferramentas de validagdo
Seletividade

O teste de seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um
método instrumental. E aplicado quando desejamos saber se a metodologia analitica é
capaz de produzir respostas para varios analitos e, além disso, se é possivel distinguir a
resposta de um analito da resposta de outros componentes que podem interferir na sua
determinacdo (AZEVEDO, 2007 ).

O estudo de seletividade de um método sobre uma matriz complexa como 0s
alimentos, na qual ndo é possivel obter uma matriz isenta da substancia de interesse, deve
ser realizado através do método de adi¢do-padrdo (RIBANI et. AL., 2004). Devido a essas
caracteristica, o teste de seletividade pode ser realizado comparando-se os valores das

inclinacgdes das duas curvas de regresséo linear obtidas apos a adi¢éo-padrao.

O método serd considerado seletivo se as inclinagcbes destas duas curvas de
regressao linear forem as mesmas, ou muito préximas, indicando que o unico efeito de
matriz presente € a interferéncia natural causada pelo nivel basico do analito (INMETRO,
2003).

Linearidade e faixa linear de trabalho




A quantificacdo de analitos requer o conhecimento da dependéncia entre a medida e a
sua concentracdo. Através do estudo da linearidade é possivel demonstrar se 0 método
analitico é capaz de produzir uma resposta diretamente proporcional a concentracdo do
analito na amostra, dentro de um intervalo especificado (MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
RIBANI et. AL., 2004). A relacdo matemaética entre o sinal (resposta ) e a concentracdo do
analito de interesse é expressa através das equacOes das retas (curvas analiticas) e seus
respectivos coeficientes de correlacdo (R®). Considera-se como evidéncia de um ajuste

ideal dos dados para linha de regressio, valores de R? >0,9900.

Muitas vezes, mesmo que 0 método analitico demonstre ser linear, torna-se
necessario conhecer a faixa de concentracdo na qual a sensibilidade possa ser considerada
constante, definindo o intervalo que possibilite a determinagéo da concentracdo do analito
com a precisdo, exatiddo e linearidade necessarios para o ensaio (INMETRO, 2003;
SOARES, 2001).

Precisdo

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrbes, podendo ser considerada em trés niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutividade. A precisdo pode ser expressa como 0 desvio padrdo relativo (ou

coeficiente de variacdo) de uma série de medidas, através da equacao (1):

(Eq. 1) DPR=s/CMD x 100

Onde:
DPR = desvio padrao relativo;
s = desvio padrao;

CMD = concentracdo media determinada;

O valor maximo aceitavel de DPR geralmente ira depender da metodologia
empregada, da concentracdo do analito na amostra, do tipo de matriz e da finalidade do

método, porém ndo deve ultrapassar 5% (SOARES, 2001). No entanto, em métodos de



andlise de tragos sdo aceitos DPR de até 20%, dependendo da complexidade da amostra
(AZEVEDO, 2007).

Recuperacéo

O teste de recuperagdo se fundamenta na medicdo do teor do componente
adicionado em uma porcdo analitica da amostra e na verificacdo da eficiéncia dessa
medicdo pelo metodo proposto que normalmente sdo adicionadas concentragdes
conhecidas do analito a uma amostra e em seguida a amostra é analisada (SWARTZ;
KRUUL, 1998).

3.2.2 Fundamentacdo de alguns métodos analiticos estudados

3.2.2.1 Método de determinacéo de carboidratos totais por Lane e Eynon

E um dos métodos quantitativos mais utilizados em alimentos para determinacio de
acucares totais e de acuUcares redutores. Esse método consiste na titulacdo da amostra
filtrada, que é colocada dentro da bureta para ser titulada vagarosamente sob uma mistura
em ebulicdo das duas solucBes de Fehling. Estes reativos sdo especificos para aglcares
redutores e se caracterizam por apresentar no Fehling A: uma solucédo de sulfato de cobre
(CuS04.H,0) e no Fehling B: uma mistura alcalina de tartarato de sédio e potassio
(NaKC4H406.4H,0), dissolvidos em &gua e em uma solucdo de hidroxido de sodio
(NaOH) a 20%, apresentando uma cor azul-escuro, que possui um ion complexo de cobre
I1, que sob aquecimento e posterior titulacdo com a amostra de glicose a 1%, apresentara
um precipitado de cor vermelho tijolo de 6xido cuproso. O principio do teste de Fehling
tambeém baseia-se na oxidagdo do aldeido a &cido carboxilico. O agente oxidante, no
entanto, é o fon cobre Il (Cu?"), reduzido a cobre I, na forma de 6xido cuproso, que se

deposita no fundo do tubo, formando um precipitado vermelho (CECCHI, 2003).

3.2.2.2 Método de determinacéo de proteina por micro Kjeldahl



Este método foi proposto pelo quimico dinamarqués Johan Gustav Kjeldahl na Dinamarca
em 1883, quando este estudava proteina em grdos. Ele é o mais utilizado para
determinacéo de proteina, sendo o método original modificado varias vezes. O fundamento
deste método baseia-se na digestdo da amostra por meio do aguecimento com o acido
sulfarico na presenca de catalisadores até que o carbono e o hidrogénio sejam oxidados,
em seguida por uma destilagdo com NaOH (Hidroxido de sodio) e titulagdo com &cido
sulfurico de concentracao a 0,AN (CECCHI,2003).

3.2.2.3 Método de determinacéo de gordura por Soxhlet

Metodologia de extracdo a quente, feita em equipamento tipo Soxhlet, construido em
vidro temperado e utilizado para determinacdo de gorduras em amostras solidas. O método
foi desenvolvido por Franz Ritter von Soxhlet em 1879, quimico agricola de etnia alem3,
que ressaltou a importancia do grau de trituracdo da amostra quanto a duracao e eficacia do
processo. Consiste no tratamento sucessivo e intermitente da amostra imersa em um
solvente puro (éter de petroleo, éter dietilico n-hexano, etanol, etc.), que condensa o
solvente aquecido dentro do baldo que estd na base do aparelho (BRUM, 2004). O calor

aplicado para o processo de evaporacao € constante.

O método de Soxhlet apresenta uma vantagem no que diz respeito a amostra estar
sempre em contato com o solvente, havendo sua constante renovacdo. E uma metodologia
muito simples que ndo requer treinamento especializado e que possibilita a extracdo de
uma quantidade maior de 6leo em relacdo a outros métodos, sem a necessidade de filtracao
da miscela apds o término da extracdo, pois a amostra esteve envolta no cartucho durante
todo o procedimento (CASTRO; AYUSO, 1998).

3.2.2.4 Método de determinacéo do teor de fibra por hidrdlise &cida e alcalina

A fibra alimentar é constituida pela soma de polissacarideos e lignina de vegetais que
ndo sdo digeridos pelas enzimas digestivas do homem. As fibras podem ser classificadas,
quanto a sua solubilidade em agua, em fibras solGveis e insoltveis. A fibra alimentar

solivel é composta por pectinas, beta-glicanas, gomas, mucilagens e algumas
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hemiceluloses. Os componentes insollveis sdo lignina, pectinas insollveis, celulose e
hemiceluloses. Esta classificacdo apresenta importancia quanto a sua agao, pois os efeitos

fisioldgicos das fibras soluveis séo diferentes das fibras insoluveis.

O principio do método de fibras se baseia em uma digestdo &cida seguida de uma
digestdo alcalina, pois o que era soltvel no &cido sai na 1° digestdo e o que era solGvel na
base também é arrastada ficando a fibra insoltvel, é também considerada uma digestéo
muito drastica com perdas de alguns componentes, que é diferente, quando se usa as
enzimas fisioldgicas, pois seu método se baseia na determinacdo do residuo organico,
simulando as condi¢des do intestino humano tendo uma menor perda e maior quantificacdo
da fibra.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 LOCAL DE EXECUCAO DO EXPERIMENTO

As atividades foram desenvolvidas no Laboratério de anélises fisico-quimicas e no
Laboratorio de Pesquisa, ambos do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de
Sertdo Pernambucano (IF SERTAO-PE) Campus Petrolina - situado a rodovia BR 407, km
8, Jardim S&o Paulo, Petrolina —PE.

4.2 MATERIA-PRIMA

Como amostra de referéncia (ndo certificada) para comparacdo dos valores de
carboidratos, proteinas, gordura e fibra foi utilizada a soja integral de uma marca qualquer
(Figura 1), sendo este em pacote de 500g utilizado em todo o experimento e adquirido no
mercado local da cidade de Petrolina/PE. Esse vegetal foi escolhido por ja possuir uma
grande quantidade de estudos cientificos que o referenciam, do ponto de vista de
caracterizacdo fisico-quimica. Além disso, trata-se de um alimento cujos parametros a
serem avaliados para carboidratos, proteinas, gorduras e fibra, encontram-se em

concentracgdes significativas, facilitando sua quantificacéo.

Figural. Pacote de soja integral
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Soja Integral

Os gréos foram triturados no liquidificador caseiro de marca Philips Walita, para a

obtencdo da farinha da soja, para posterior anélise.

Apbs a trituracdo, a farinha foi armazenada em saquinhos (Figura 2) contento
aproximadamente 10g da farinha, sendo identificados e envolvidos com papel aluminio,
para ndo haver a interferéncia de fatores externos que causassem alguma alteracdo no

produto e colocados na geladeira até momento da analise.

Figura 2. Sachés contendo a farinha de soja

4.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DA FARINHA DE SOJA

As amostras de soja integral foram submetidas as analises fisico-quimicas em
triplicatas, a fim de se verificar a eficiéncia dos métodos adaptados, nas seguintes analises:
determinacdo de carboidrato, proteina, gordura e fibra insoltvel, realizadas no Laboratério

de pesquisa do IF SERTAO-PE de acordo com as metodologias descritas a sequir.

4.3.1 Método para determinacao de carboidratos (Lane e Eynon)
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Em uma balancga analitica, marca Bell, modelo M214A, calibrada e estabilizada,
foram pesados em um béquer cerca de 10,0g da farinha de soja que estava a temperatura
ambiente, porém o laboratorio se encontrava a temperatura de 20°C, pois a maioria das
vidrarias sdo calibradas a essa temperatura, teve-se o cuidado de posicionar o béquer bem
no centro da balanca para ndo haver erro na pesagem que em seguida adicionou-se 50mL
de 4gua destilada, mais 2mL de acetato neutro de chumbo com o proposito de clarificar o
meio e transferiu-se para um baldo de 100mL adicionando o sulfato de sodio anidro para
que precipite o chumbo adicionado anteriormente que em seguida foi filtrado a vacuo, e
transferido para a bureta, sendo realizada a titulagdo com os reativos de Fehling A e B,
previamente padronizadas com solugdo de glicose 1% e misturadas no momento da
titulacdo para ndo haver reacdo com 0 oxigénio onde o ponto de viragem € uma cor
vermelho tijolo. Logo apo6s a titulacdo, o volume gasto foi anotado para realizacdo dos

calculos.

A adaptacdo foi realizada na amostra, pois no método oficial aconselha ajustar o pH
para 7, devido a reacdo ocorrer em meio basico, o que iria interferir se amostra estivesse

acida, neutralizando a reas¢do, o que ndo foi feito no método adaptado,

Para fins de detecgéo de glicose, carboidrato presente em menor quantidade, foram
feitas também analises a partir de 15g e 20g de material. Do mesmo modo procedeu para
acucares nao redutores, com a diferenca do aquecimento ap6s dilui¢do para que ocorresse a
inversdo da sacarose para glicideos, e os reativos de Fehling pudesse detectar. O mesmo
também procedeu para agucares ndo redutores em amido, diferenciando apenas no uso da
autoclave para que houvesse temperatura e pressdo suficiente para haver a quebra em

acucares mais simples e assim haver a deteccdo e posterior quantificag&o.

4.3.2 Método para determinacéo de proteina (micro Kjeldah adaptado)

O meétodo foi adaptado do manual de Adolfo Lutz para determinagdo de proteina,
onde possuem algumas modifica¢fes devido as necessidades praticas, com o objetivo de
agilizarem algumas analises utilizadas em aulas praticas e pesquisas. Essa analise acontece

em 3 fases:

Fase 1 : Digestao
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Adicionou-se nos tubos de Kjeldahl 1g da amostra, 0,2g de éxido de mercurio que é
um catalizador e ira atuar acelerando a reacdo, 7,0mL de acido sulfarico concentrado e
posteriormente foram levados para o bloco digestor a temperatura de 350°C até completa
digestdo. Nesta faze o carbono e o hidrogénio sdo oxidados, o nitrogénio reduz e
transforma-se em sulfato de aménia. O tempo de digestdo ir4 depender da amostra,
geralmente ela é finalizada quando a amostra contida no tubo se apresenta transparente.

Esta fase foi realizada dentro da capela com o exaustor ligado.

Figura 3. Tubos micro kjedahl preparados antes da digestéo

Foi nesta fase que houve a adaptacéo que foi a reducdo de 25mL de &cido sulfarico
para 7mL do &cido e a substituicdo da mistura catalitica para o 6xido de mercdrio.

Fase 2: Destilacao

Apbs a digestdo, desligou-se o bloco e esperou esfriar, para adicionar dentro dos
tubos 10mL de agua destilada, mais 1mL de tiosulfato de sodio a 15% , para precipitar o
mercurio adicionado na digestdo. Para a destilacdo foram preparados trés erlenmeyers
contento 10mL de &cido borico, cinco gotas de verde de bromocresol e cinco gotas de
vermelho de metila. O sulfato de amonia produzido na faze anterior agora reage com o
hidroxido de sodio e o nitrogénio é liberado em um volume conhecido de &cido bdrico

formando o borato de amdnia, que na fase seguinte serd titulada com o &cido sulfurico. Na
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destilacdo utilizou-se o destilador de nitrogénio de marca Tecnal, modelo, TE-0363,

utilizado para a anélise de proteina (Figura 4).

Figura 4. Destilador de nitrogénio

Fase 3 Titulagcao

Foi feito o enchimento da bureta com &cido sulfdrico a 0,1N que foi utilizada para
titular a amostra, a substancia contida no erlenmeyer passa da cor azul para amarelo
alaranjado, identificando assim o ponto de viragem, como mostra a Figura 5. Apés a

viragem é feita a leitura do volume gasto na bureta.

Figura 5. Sequéncia do ponto de viragem na titulagéo

Em relacdo ao método original, as adaptacbes feitas estdo relacionadas
principalmente com a quantidade de acido sulfarico concentrado adicionado na fase de
digestdo (fase 1), que deve ser de 25mL para o método oficial e que no método adaptado
foi de apenas 7mL, além da utilizagcdo da mistura catalitica indicada no método oficial
(sulfato de cobre e de potassio, cerca de 6g por tubo), que foi substituida por apenas 0,29

de éxido de mercurio (Figura 6).
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Figura 6. Tubos contendo a mistura catalitica mais o &cido sulfarico

4.3.3 Método para determinacao de gordura (Soxhlet)

A metodologia de extracdo de gordura por Soxhlet baseia-se na extracdo continua
do material gorduroso presente na amostra, utilizando solvente conforme descrito no item
3.2.1.3.

Para o presente estudo, foi avaliada a eficiéncia de extracdo de trés diferentes
solventes, sendo eles: etanol, hexano e éter. Também foram avaliadas diferentes formas de
acondicionamento da amostra na cdmara de extracdo (em cartucho convencional, em papel

de filtro e papel de filtro com cartucho) (Figura 7).

Figura 7. a) Método utilizando papel filtro embrulhado e amarrado; b) Método utilizando

papel filtro embrulhado e no cesto; c) cartucho convencional
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Houve também comparacdo entre o extrator individualizado (convencional),

mostrado na Figura 8 e o extrator em bloco (Figura 9), marca Nova Etica, modelo 114.

Figura 8. Extrator de Soxhlet convencional

Figura 9. Extrator de Soxhlet em bloco

Para isso, pesou-se aproximadamente 5,0g da amostra, em seguida colocou-se no
extrator de Soxhlet, adicionou-se no baldo 150mL de solvente até atingir o sifao e este
lavar a amostra por 5h com aquecimento, tendo o cuidado de controlar a temperatura uma
vez que para cada solventes existe uma temperatura de ebuli¢do, sendo para o etanol 80°C,
hexano 60°C e éter, 40°C. Apbs a extracdo retirou-se o cartucho ou o papel filtro, e 0
solvente recuperado, o baldo contendo o residuo foi levado para estufa até evaporar o

restante do solvente e assim quantificar a gordura presente na amostra.
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4.3.4 Método para determinacéo do teor de fibras (Digestdo acida e alcalina)

Pesou-se aproximadamente 2,0g da amostra anteriormente desengordurada com
etanol, hexano e éter de acordo com a metodologia descrita para extracdo de gordura. Em
um recipiente, adicionou-se 200mL de &cido sulfurico 0,255N e em seguida aqueceu-se até
ebulicdo por 30minutos, filtrou-se lavando a amostra com agua fervendo até que o filtrado
ndo se apresentasse mais acido, transferiu-se o residuo insolivel para um erlenmeyer e
adicionou-se 200mL de Hidroxido de sodio (NaOH) 0,313N quente, levou-se o erlenmyer
contendo a mistura para uma chapa aquecedora para ferver por 30minutos, filtrou-se com
auxilio de tecido de TNT, adicionando 50mL de agua fervendo e 20mL de &cido cloridrico
(HCL) a 1%, lavando-se a amostra com agua fervendo até que este ndo apresente mais
acida. Em seguida lavou-se com 20mL de etanol e 20mL de éter. A parte insolavel foi
transferida para o cadinho previamente preparado e direcionado para a estufa para secagem

por 1h, em temperatura de 105°C pesando até peso constante.

Neste método as fases de aquecimento da amostra ocorreram sem acoplamento dos
recipientes a sistemas de resfriamento, como indica a metodologia oficial, devido a
dificuldade operacional encontrada para isso. Os recipientes contendo as amostras foram,
portanto, aquecidos em recipientes abertos, sendo monitorados para evitar derramemento e

perda de amostra.

Outra adaptacdo do método ocorreu no sistema de filtragem, que substituiu a
filtragem a vacuo com terra diatomacea como mostra 0 método do IAL 2005 para fibra

insoltvel, pelo filtro produzido com TNT.

4.4 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 95% de confianga, utilizando o
software ASSISTAT.

18



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 2 mostra a informacdo nutricional da amostra de referéncia (soja)

declarada pelo fabricante em porcao de 60g e esses valores convertidos para a porcao de

100g, para facilitar na quantificacdo e comparacao, uma vez que os resultados deste estudo

foram expressos em g/100g.

Tabela 2. Informacdo nutricional utilizada como valor de referéncia, declarada no rétulo

da soja.

Componentes

Porcéo de 60g

Porcéao de 100g

Valor Energético
Carboidratos
Gorduras totais
Proteinas

Gorduras saturadas
Fibra bruta

Sédio

Calcio

240Kcal = 1010Kj
189
119
229
29
10g
Omg
2mg

400K cal=1683,3K]

30g

18,33
36,67¢

3,33¢
16,679

Omg
3,33mg
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Ferro 10mg 16,67mg

5.1 DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS

Ao serem realizadas as quantificacdes de carboidratos totais, representados pela
soma das fracOes de agucares redutores em glicose, ndo redutores em sacarose e nao
redutores em amido, foi possivel observar que o valor encontrado (7,5555g) equivale a
apenas 24% do valor real declarado para a amostra de soja (Figura 10). Desta forma,
conclui-se que a metodologia para deteccdo de aglUcares ndo € apropriada, especialmente
Nos casos Nos quais 0s teores presentes na amostra sdo pequenos, uma vez que 0 método
revelou-se com baixa sensibilidade analitica. A falta de eficiéncia analitica deste método
pode também estar associada ao elevado teor de gordura e proteina presentes na amostra.
Os dois componentes citados provocam formacdo de espuma, que dificulta a filtragem e
reduz a quantidade de fluido titulante disponivel para a analise, bem como nédo ter
considerado o valor para as fibras que também é um tipo de carboidrato pode ter reduzido
ainda mais o valor encontrado. I1sso ndo quer dizer que o método nao seja bom, porém para

essa matéria —prima esse método ndo se mostrou eficaz.

Figura 10. Comparacdo dos teores de carboidrato declarados e encontrados na

amostra de referencia

35%
30%
30%
25%
20%
15%

10% 7,55%

5%

0%

B VR = Valor de Referéncia W VE=Valor Encontrado
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Ao analisar a farinha da soja integral adquiridos da empresa Brejeiro S/A —
Orlandia-SP, Costa (2012), encontrou valores de 34,06% de carboidratos, na farinha de
soja, determinado por diferenga, sem considerar o teor de fibras que faz parte dos
carboidratos. Papaleo (2004) informa que a composi¢cdo média de carboidrato da farinha

de soja integral é de 25,6%.

5.2 DETERMINACAO DE PROTEINA

Segundo Papaleo (2004), a farinha integral de soja é um produto obtido
diretamente dos grdos de soja e contém, no minimo, 40% de proteina e 20% de lipidios. E
baseando-se nesta informac¢dao uma pesquisa foi feita para verificar o efeito da farinha de
soja em massas de pasteis, onde foram encontrados nas andlises de proteina cerca de

40,5%, sendo esta uma média para a composi¢ao da farinha de soja integral.

Estudos feitos com a farinha de soja integral, por Silva (2012) utilizando o método
da AOAC (2000), revelaram valores de 35,53% de proteina, resultado este semelhante ao
encontrado utilizando o método de micro kjedal adaptado que foram de 35,94% de
proteina, cujo padrao utilizado foi de 36,6666% ou 36,67% relacionado a tabela exposta
na propria embalagem, mostrando que o método de micro kjedal adaptado é preciso e

exato (Figura 11).

Figura 11. Comparagdo dos teores de proteina declarados e encontrados na

amostra de referencia pelo método de micro Kjedahl
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36,80% 36,66%
36,60%
36,40%
36,20%
36,00%
35,80%
35,60%
35,40%
35,20%
35,00%

35,68%

B VR= Valor de Referéncia W VE=Valor Encontrado

O valor de proteina encontrado na amostra de soja pelo método micro kjedhal, utilizando
oxido de mercurio como catalisador, em substituicdo a mistura catalitica, foi de
35,95g/100g, bem préximo ao valor de referéncia de 36,67g/100g. O valor encontrado
corresponde, portanto, a 98,04% do valor declarado, sendo considerado o coeficiente de

variagdo menor que 5% e afirmando a eficiéncia analitica do método.

5.3 DETERMINACAO DE GORDURA

Para a determinacdo de gordura foi feita a verificacdo da eficiéncia em trés pontos:
os tipos de solventes utilizados que foi o etanol, hexano e éter, as formas de
condicionamento da amostra, sendo este em cartucho, papel de filtro e papel de filtro com
cartucho e os tipos de vidraria que foram o Soxhlet convencional e o instrumental em

bloco.

Na Tabela 3 sdo mostrados os valores médios dos teores de gordura obtidos da
amostra de soja sob diversas condi¢des. A metodologia tradicional de Soxhlet consiste na
exposicdo da amostra triturada, acondicionada em cartucho de celulose, a lavagem
constante com solventes organicos, por um periodo de 5h. Para este estudo, foram testados
tipos de aparelhos diferentes (vidraria e por instrumento), formas de acondicionamento da
amostra (cartucho de celulose e papel de filtro) e diferentes solventes (etanol, hexano e

éter).
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Tabela 3. Médias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo dos resultados das analises de
gordura pelo método Soxhlet

Métodos Solventes Média (%) DP CV(%)
METODO 1 Etanol 11,38 1,993 17,5280
Convencional - ™ exano 20,07 0,6526 3,2507
com cartucho
Eter 17,26 0,3363 1,9480
METODO 2 Etanol 11,39 0,4493 3,9456
Convencional Hexano 16,60 0,1772 7,0907
com papel de
filtro Eter 16,59 0,4393 2,6474
METODO 3. Etanol 17,45 0,7683 4,4031
Instrumental Hexano 15,95 0,2072 1,2991
com papel de
filtro Eter 16,49 0,2834 1,7189
METODO 4. Etanol 17,35 0,118 0,6800
Instrumental Hexano 15,37 0,3410 2,2179
com papel de
filtro + cartucho Eter 15,63 0,1896 1,2136
VALOR DE - 18,33 - -
REFERENCIA

Como os testes realizados envolveram muitas variaveis, sera discutida inicialmente
a comparacao de eficiéncia entre 0 método Soxhlet montado com vidrarias € 0 método
instrumental. O grafico mostrado na Figura 12 revela que a utilizacdo do equipamento de
Soxhlet, contendo sensores de ajuste de temperatura na placa de aquecimento e conexao
com sistema ajustavel de resfriamento de agua (torre de resfriamento) é mais eficiente para
obtencdo de resultado mais confiaveis, quando comparados ao padrdo, independente do

tipo de solvente utilizado.

Figura 12. Resultado para determinacdo de gordura pelo método convencional (vidrarias)
e instrumental (METODOS 1 e 4) usando trés solventes diferentes
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25 1

H método 1
M método 4

M padrio

Etannl Hexann Fter

METODO 1. Extragio convencional utilizando cartucho de celulose

METODO 4. Extracéo com Soxhlet instrumental com papel de filtro e cartucho

Ao compararmos a forma de acondicionamento da amostra (cartucho de celulose-
METODOS 1 e 4 ou papel de filtro-METODOS 2 e 3), também é possivel perceber a
superioridade do método instrumental em relacdo ao sistema de vidraria convencional
(Figura 13). Ainda, no sistema instrumental, percebe-se que o etanol apresenta resultados
de extracdo mais préximos do valor de referéncia, quando comparado ao éter e ao hexano.
Este resultado é importante uma vez que o etanol se caracteriza como um solvente de baixo
custo, facil aquisicéo (é encontrado facilmente no mercado local), baixa toxicidade e baixo

impacto ambiental.

O etanol é um solvente muito utilizado para se extrair gorduras, ele ndo causa
problema a sadde de quem o manipula nem ao meio ambiente e a sua recuperagdo
geralmente é maior devido ao seu ponto de ebulicdo de 80°C, maior que o de hexano e
éter. Os outros solventes citados por se ter um ponto de ebuli¢do baixo ndo se tem um bom
rendimento com relacdo a recuperacdo do solvente e causa dano a saide do manipulador e

também ao meio ambiente.

Figura 13. Resultado Geral para determinacdo de gordura pelo método convencional

(vidraria) e instrumental, utilizando o etanol, hexano e éter, como solvente
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Valor de referéncia =18,33

15 = METODO 1
= METODO 2
10 +~ = METODO 3
B = METODO 4
s -
D _.."'. — 1 T T ~

Etanocl Hexano Eter

METODO 1. Extragéo convencional utilizando cartucho de celulose
METODO 2. Extracéo convencional utilizando o papel de filtro
METODO 3. Extracéo com Soxhlet instrumental com apenas o papel de filtro

METODO 4. Extracéo com Soxhlet instrumental com papel de filtro e cartucho

Com relacdo ao acondicionamento da amostra, o método de Soxhlet instrumental,
utilizando somente o papel filtro embrulhado e amarrado ou o papel com cartucho,

obtiveram valores préximos ao valor da amostra.
5.4 DETERMINACAO DE FIBRA INSOLUVEL

A Figura 14 mostra o comportamento dos resultados de fibras utilizando o método
adaptado, porém diferenciando na obtencdo da amostra desengordurada (tratamento
inicial da amostra). Foi chamada de convencional com relacdo a obtencdo da amostra
desengordurada para a determinacdo de fibras, utilizado a extracdo convencional
montado com vidraria, com o uso do papel de filtro e o adaptado no sentido de ter
utilizado para conseguir a amostra desengordurada a extragao com Soxhlet instrumental
em bloco, com papel de filtro e cartucho da andlise anterior, por apresentar valores mais
proximo da referéncia, sendo que assim que a amostra foi desengordurada a anaélise foi
efetuada. Em ambos os casos, utilizou-se a técnica de digestdo dcida e bdsica para a

anadlise de fibra, sem conexao dos frascos de digestao com o sistema de resfriamento.
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Figura 14. Resultado para fibras pelo método adaptado, diferenciado a obtencdo da

amostra desengordurada convencional e adaptado

| WVALOR DE REFERENCIA = 16,67%
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E possivel perceber que em ambas, utilizando o método adaptado de fibras,
variando apenas na obtencdo da amostra desengordurada, ndo resultaram em respostas
confidveis, uma vez que todos os valores ficaram distantes do valor de referéncia
(16,67%). Desta forma, conclui-se que a metodologia adaptada de fibra utilizada
atualmente devera ser substituida pelo método enzimatico-gravimétrico, conforme
sugestdo do IAL (2008), em que hd o uso de enzimas, com menor perda de componentes

e uma maior quantificacdao devido simular as condi¢des do intestino humano.
6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que com a metodologia adaptada de Lane-Eynon
para determinacdo de glicidios ndo foi possivel detectar glicidios redutores, somente
glicidios ndo redutores em sacarose e amido, o que apresentou uma distancia significativa
ao valor de referéncia. Esta metodologia deve ser utilizada com ressalvas quando a
amostra possuir altos teores de proteina e gordura e baixos teores de acgulcares, por

possuir baixa precisdo ou reprodutibilidade.

Para a analise de proteina utilizando o método micro kjeldahl adaptado do Adolf
Lutz, os resultados foram precisos com relagdo a amostra de referéncia ndo certificada de
soja. O mesmo ocorreu na andlise de extracdo de gordura por Soxhlet, onde foi utilizado o

método convencional variando-se os solventes. Neste caso, os valores obtidos entre os
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métodos ndo diferiram entre si, com valores proximos ao valor de referéncia para lipidios

no grao de soja.

No que diz respeito as fibras insoluveis utilizando o método adaptado, variando
apenas a obtencdo da amostra desengordurada, ambos apresentaram valores distantes
ao valor de referéncia, devendo a metodologia de digestao ser retirada da rotina do
laboratério por falta de precisdao. Hoje ja se tem um equipamento que é o analisador de
fibras dietética da marca DANKON que faz o trabalho muito mais rapido, ja é validado e

totalmente automatizado, porém é muita cara.

ANEXO 1

DETERMINACAO DE GLICIDIOS (Método de Lane & Eynon Adaptado)

A) DETERMINACAO DE GLICIDIOS REDUTORES, EM GLICOSE

Material: Bal&o volumétrico 100mL
Vidro de reldgio Bureta de 25 ou 50mL
Bécker 100mL Pipeta volumétrica 10mL
Pipeta 2mL

Papel de filtro qualitativo Reagentes:
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Solugdo de acetato neutro de chumbo Sulfato de sédio anidro

saturada . ) )
Solugdes de Fehling A e B tituladas

Procedimentos:

Pesar 5g da amostra, transferir para um bequer com 50mL de agua;

Adicionar solucdo de acetato neutro de chumbo saturada, até ndo haver mais precipitacéo
(aproximadamente 2,0 mL).

Complete o volume com agua, filtre em filtro seco. Adicione sulfato de sodio até precipitar
0 excesso de chumbo;

Filtre e transfira o filtrado para uma bureta;

Transfira com auxilio de pipetas volumétricas, 10mL de cada uma das solugdes de Fehling
para um erlenmeyer, adicione 40mL de agua;

Aquecer até ebulicdo e adicionar gota a gota a solucdo da bureta sobre a solucdo do baldo
em ebulicdo, agitando sempre até que esta passe de azul a incolor (no fundo

do baldo devera ficar um residuo vermelho).

OBS: Na titulacdo, quando se tornar dificil o desaparecimento da cor azul, adicione ao
erlenmeyer, proximo do ponto final, ImL da solugcdo azul de metileno, como indicador
interno. Continue a titulacdo até completo descoramento da solugdo. Use as solucBes de

Fehling tituladas com indicador interno.

CALCULDO:

Glicicios redutores, em glicose, por cento p/p =

B) DETERMINACAO DE GLICIDIOS NAO-REDUTORES, EM SACAROSE

Material: Reagentes:

Pipetas volumétricas 20mL Acido cloridrico concentrado;

Baldo volumétrico 100mL carbonato de sédio anidro,

Banho-maria Solucdes de Fehling A e B tituladas

Procedimentos:

Transferir com pipeta volumétrica 25mL do filtrado obtido anteriormente para um baldo de
100mL,;
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Acidule com 0,5mL de HCI concentrado e coloque em banho-maria (temperatura 90-
100°C) por 15 minutos. Esfrie, adicione 2 gotas de fenolftaleina 0,1%;

Neutralize com carbonato de sodio anidro. Complete o volume com agua;

Transfira o filtrado para uma bureta;

Transfira com auxilio de pipetas volumétricas, 10mL de cada uma das solucgdes de Fehling
para um erlenmeyer, adicione 40mL de agua.

Aqueca até ebulicéo;

Adicione gota a gota a solucdo da bureta sobre solugdo do baldo em ebulicdo, agitando
sempre, até que esta passe de azul a incolor (no fundo do baldo devera ficar um residuo
vermelho).

OBS: Na titulacdo, quando se tornar dificil o desaparecimento da cor azul, adicione ao
erlenmeyer, proximo do ponto final, ImL da solugdo azul de metileno, como indicador
interno. Continue a titulacdo até completo descoramento da solugdo. Use as solugdes de
Fehling tituladas com indicador interno.

CALCULO:

Glicicios ndo redutores, em sacarose, por cento p/p =

C) DETERMINACAO DE NAO REDUTORES, EM AMIDO

Material: Solucéo de hidroxido de sodio a 10%
Funil de decantacéo Solucdes de Fehling A e B tituladas
Vidro de relégio

Bécker 100mL

Proveta 50mL

Papel de filtro qualitativo

Erlenmeyer de 300mL,

Autoclave

Baldo volumétrico 250 ou 500mL

Bureta de 10mL

Reagentes:

Eter etilico

Acido cloridrico P. A
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Procedimentos:

- Pesar 5g da amostra desengordurada e seca (ou tome uma amostra e trate
sucessivamente com 3 porcGes de 20mL de éter etilico, agite e decante).

- Transfira o material desengordurado para um béquer;

- Adicione 100mL de agua destilada, homogeneize, filtre e lave bem o residuo a fim de
retirar todos os soluveis;

- Transferir o residuo juntamente com o papel de filtro para um erlenmeyer de 500mL
com auxilio de 150mL de agua;

- Adicione 4 gotas de NaOH 10%, aqueca em autoclave a 1 atm por 1 hora.

- Esfrie e em seguida adicione 5mL de HCI concentrado (a solucdo devera ficar
fortemente &cida);

- Aqueca em autoclave por mais 30 minutos.

- Neutralize com NaOH a 10%.

- Transfira para um baldo volumétrico de 250 ou 500mL.

- Complete o volume com &gua e filtre.

- Nesta solucédo determine glicidios redutores por titulacdo com solucéo de Fehling, como
indicado para glicidios redutores, em glicose.

- CALCULO:
- Glicicios ndo redutores, em amido, por cento p/p =
- OBS: ndo esquecer de multiplicar pelo fator 0,9 (correcéo do amido)

D) PADRONIZACAO DAS SOLUCOES DE FEHLING

DI) PREPARO DAS SOLUCOES

FEHLING A: pesar 34,639¢g de sulfato de cobre (CuS0O4.H,0) e transferir para baldo
volumétrico de 1000mL. Complete o volume com agua.

FEHLING B: pesar 173g de tartarato de sddio e potéassio (NaKC4H;06.4H,0) e
dissolver em 250mL, de &gua. Adicione 250mL de solucdo de NaOH a 20%. Complete
0 volume até 1000mL.

DII) TITULACAO

Transfira para erlenmeyer 10mL de cada uma das solugdes A e B. Adicione 40mL de
agua.

Aqueca ate a ebulicdo e adicione, com auxilio de uma bureta, solu¢do-padréo de glicose
a 1% p/v, mantendo a fervura, sob agitagdo, até a solugéo tornar-se incolor (no fundo do
baldo devera ficar residuo avermelhado).
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DII) CALCULO DO FATOR DAS SOLUCOES
Serd calculada a quantidade, em gramas, de glicose correspondente a 10mL de

cada uma das solucGes A e B.

f=VxP
f = fator
V = Ml da solucgéo de glicose gasta

P = titulo da solucéo de glicose (g% = 0,01)

Obs: o valor de f devera ser da ordem de 0,059
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ANEXO 2

DETERMINACAO DE PROTEINA

(METODO MICRO KJEDAL)

Reagentes:
Material:

Oxido de mercrio
Bloco digestor i
Acido sulfirico concentrado
Tubos de digestdo micro kjedal
Solucéo de tiossulfato de s6dio 15%

Destilador de nitrogénio
Solucao de hidroxido de sodio 40%

Bureta e agitador mecanico )

Acido borico (42g/L)
Erlenmeyer de 125mL

Verde de bromocresol

Pipetas graduadas
Vermelho de metila

PARTE 1. Digestao da amostra

- Pese aproximadamente 1g de amostra, em papel aluminio (3 repeticoes);

- Transfira a amostra para tubos de digestdo micro Kjedal, sem deixar que residuos de
amostras fiquem aderidos a parede do tubo. Adicione 0,2g de 6xido de mercurio e 7mL
de acido sulfarico concentrado, em cada tubo;

- Cologue os tubos na galeria e em seguida encaixe em cima do bloco digestor (ainda
frio). Inicie o aquecimento do bloco, tomando os seguintes cuidados:

1. O bloco digestor deve ser instalado dentro da capela e o controlador de temperatura
fora da capela.

2. Ligar a chave geral e iniciar com a programacdo de temperatura para +100°C.
Quando a temperatura estabilizar, aumentar gradualmente de 15 em 15 minutos (50 em
50 °C) até atingir 350 °C.

3. O tempo necessario para a digestdo dependerd do tipo de amostra. Em geral, a
digestdio € finalizada quando a amostra contida no tubo se apresenta
azulada/esverdeada e transparente.
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4. CUIDADOQ! Os gases emitidos durante a digestdo sdo toxicos e, portanto, a
inalacdo deve ser evitada. Procure ndo ficar dentro do laboratério enquanto a
amostra estiver sendo digerida.

- Ap0s a digestéo, desligar o bloco e aguardar o resfriamento dos tubos;

PARTE 2.Destilacdo da amostra

- Adicionar CUIDADOSAMENTE 10mL de &gua destilada e 1mL de solucdo de
tiossulfato de sddio a 15% a amostra digerida;

- Acoplar o tubo no destilador de nitrogénio, tomando os seguintes cuidados:
1. Limpar previamente todo o sistema de destilagdo, usando &gua destilada;
2.Verificar o nivel da 4gua da caldeira;

3. Ligar o sistema de circulacdo de agua;

4. Colocar na extremidade do condensador um erlenmeyer de 125mL contendo: 10mL
de acido bdrico, 5 gotas de verde de bromocresol e 5 gotas de vermelho de metila.O
bico do condensador deve mergulhar na solucéo.

- Colocar no copo dosador do destilador, no minimo 50mL de solucdo de hidréxido de
sodio 40%;

- Adicionar lentamente 10mL de hidréxido de sédio 40% sobre a amostra contida no
tubo e ligar o termostato para iniciar a destilacao;

- Destilar até que se obtenha aproximadamente 50mL do destilado no erlenmeyer;

- Desligar o sistema, comecando pelo termostato.

PARTE 3. Titulacdo da amostra

- Titular em bureta graduada, sob agitacdo, a amostra contida no erlenmeyer. Usar como
solucdo titulante a solugéo de acido sulfarico 0,1N até aparecimento da cor cinza.

- Anotar o volume gasto na titulacdo e calcular o teor de nitrogénio.
PARTE 4. Calculo

% proteina bruta = mL H,SOx1,4xNormalidade do acidoxfator

Peso da amostra

Fator=6,38 para leite; 5,70 para farelo de trigo e 6,25 para as demais amostra.
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ANEXO 3

DETERMINACAO DE PROTEINA PELO MANUAL DE ADOLFO LUTZ
METODO DE MICRO KJEDAL

Material

Balanca analitica, frascos de Kjeldahl de 500 a 800 mL, chapa eletrica ou manta
aquecedora, balao de destilacao, frasco Erlenmeyer de 500 mL, bureta de 25 mL,
espatula, papel deseda, dedal e pipeta graduada de 25 mL ou pipetador automatico.

Reagentes

Acido sulfurico

Acido sulfurico 0,05 M
Sulfato de cobre

Sulfato de potassio

Dioxido de titanio

Solucao fenolftaleina
Vermelho de metila a 1% m/v
Zinco em po

Hidroxido de sodio a 30% m/v
Hidroxido de sodio 0,1 M
Mistura catalitica — Dioxido de titanio anidro, sulfato de cobre anidro e sulfato de
potassio

anidro, na proporcao 0,3:0,3:6.

Procedimento — Pese 1 g da amostra em papel de seda. Transfira para o balao de
Kjeldahl (papel+amostra). Adicione 25 mL de acido sulfurico e cerca de 6 g da mistura
catalitica. Leve ao aquecimento em chapa eletrica, na capela, ate a solucao se tornar
azul-esverdeada e livre de material nao digerido (pontos pretos). Aqueca por mais uma
hora. Deixe esfriar. Caso o laboratorio nao disponha de sistema automatico de
destilacao, transfira quantitativamente o material do balao para o frasco de destilacao.
Adicione 10 gotas do indicador fenolftaleina e 1 g de zinco em po (para ajudar a
clivagem das moleculas grandes de protidios).

Ligue imediatamente o balao ao conjunto de destilacao. Mergulhe a extremidade
afilada do refrigerante em 25 mL de acido sulfurico 0,05 M, contido em frasco
Erlenmeyer de 500 mL com 3 gotas do indicador vermelho de metila. Adicione ao
frasco que contem a amostra digerida, por meio de um funil com torneira, solucao de
hidroxido de sodio a 30% ate garantir um ligeiro excesso de base. Aqueca a ebulicao e
destile ate obter cerca de (250-300) mL do destilado. Titule o excesso de acido sulfurico
0,05 M com solucao de hidroxido de sodio 0,1 M, usando vermelho de metila.

Calculo

nul.:uf = protidios por gento mim

V = diferenca entre o0 no de mL de acido sulfurico 0,05 M e 0 no de mL de hidroxido de
sodio 0,1 M gastos na titulacdo, P = no de g da amostra, f = fator de converséo, 6,25.
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ANEXO 4

DETERMINAGCAO DE PROTEINA

(METODO DO MAPA)

Reagentes:

Material:Bloco digestor Mistura catalitica ( sulfato de cobre e sulfato de

Tubos de digest&o micro kjedal potassio)

Destilador de nitrogénio Acido sulfurico concentrado

: .. Solucdo de tiossulfato de sodio 15%
Bureta e agitador mecanico

« . TSRO
Erlenmeyer de 125mL Solucéo de hidroxido de sodio 40%

Pipetas graduadas Acido borico (42g/L)
Verde de bromocresol

Vermelho de metila

PARTE 1.Digestdo da amostra

- Pese aproximadamente 0,25g de amostra, em papel aluminio (3 repeti¢coes);

- Transfira a amostra para tubos de digestdo micro Kjedal, sem deixar que residuos de
amostras fiquem aderidos a parede do tubo. Adicione 0,2g de 6xido de mercurio e 7mL
de &cido sulfurico concentrado, em cada tubo;

- Coloque os tubos na galeria e em seguida encaixe em cima do bloco digestor (ainda
frio). Inicie 0 aquecimento do bloco, tomando os seguintes cuidados:

1. O bloco digestor deve ser instalado dentro da capela e o controlador de temperatura
fora da capela.

2. Ligar a chave geral e iniciar com a programacdo de temperatura para +100°C.
Quando a temperatura estabilizar, aumentar gradualmente de 15 em 15 minutos (50 em
50 °C) até atingir 350 °C.
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3. O tempo necessario para a digestdo dependerd do tipo de amostra. Em geral, a
digestdo € finalizada quando a amostra contida no tubo se apresenta
azulada/esverdeada e transparente.

4. CUIDADOQ! Os gases emitidos durante a digestdo sdo toxicos e, portanto, a
inalacdo deve ser evitada. Procure ndo ficar dentro do laboratorio enquanto a
amostra estiver sendo digerida.

- Apos a digestdo, desligar o bloco e aguardar o resfriamento dos tubos;

PARTE 2.Destilacdo da amostra

- Adicionar CUIDADOSAMENTE 10mL de &agua destilada e 1mL de solucdo de
tiossulfato de sddio a 15% a amostra digerida;

- Acoplar o tubo no destilador de nitrogénio, tomando os seguintes cuidados:
1. Limpar previamente todo o sistema de destilacéo, usando agua destilada;
2.Verificar o nivel da 4gua da caldeira;

3. Ligar o sistema de circulacdo de agua;

4. Colocar na extremidade do condensador um erlenmeyer de 125mL contendo: 10mL
de &cido borico, 5 gotas de verde de bromocresol e 5 gotas de vermelho de metila.O
bico do condensador deve mergulhar na solucéo.

- Colocar no copo dosador do destilador, no minimo 50mL de solucéo de hidréxido de
sodio 40%;

- Adicionar lentamente 10mL de hidréxido de sédio 40% sobre a amostra contida no
tubo e ligar o termostato para iniciar a destilacao;

- Destilar até que se obtenha aproximadamente 50mL do destilado no erlenmeyer;

- Desligar o sistema, comecando pelo termostato.
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PARTE 3. Titulacdo da amostra

- Titular em bureta graduada, sob agitacéo, a amostra contida no erlenmeyer. Usar como
solucdo titulante a solugdo de acido sulfarico 0,1N até aparecimento da cor cinza.

- Anotar o volume gasto na titulacdo e calcular o teor de nitrogénio.

PARTE 4. Célculo

% nitrogénio total =V x N x f x 0,014 x 100

% protidios= % nitrogénio total x F

Onde:

V= Volume da solucdo de acido sulfarico 0,1N, gasto na titulacdo em mL.

N= Normalidade do acido sulfarico 0,1N.

f= Fator de correcdo do &cido sulfurico 0,1N.

F= Fator de conversdo da relacdo nitrogénio/proteina, F= 6,25
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ANEXO 5

DETERMINACAO DE GORDURA (METODO SOXHLET)

Figura 1. Partes do extrator

- 1 de soxhlet:
1-condensador;
. 2-camara de extragao;
o T j 3-amostra;

4-sifao;

RE_enhianta Ao avtraran: A

Material:

Cartucho de extragéo

Algodéo desengordurado

Aparelho extrator de Soxhlet com aquecimento elétrico
Tubos de ebulicao

Estufa 105°C

Dessecador e Vidro de relégio

Procedimento para preparo das amostras:

- Lavar, secar (em estufa por 1 hora) e pesar o tubo de ebuli¢do. Adicionar 100mL do
solvente e encaixar o tubo na placa de aquecimento;
- Pesar cerca de 5 gramas da amostra, previamente dessecada (em estufa a 105°C), em
vidro de reldgio tarado;
- Transferir a substancia seca para o papel de filtro e depois para o cartucho de um
aparelho extrator de Soxhlet. Ajustar o aro de metal e encaixar na cAmara de extracéo;
- Ligar o aquecimento e o sistema de circulagdo de &gua e deixar extraindo por 5 horas,
controlando a temperatura de acordo com a temperatura de ebulicdo do solvente usado.

Eter etilico: temp. ebulicio = 33,6°C

Hexano: temp. ebuligdo = 69°C

- Apos a extracdo, retire o cartucho e reaqueca até que a seccao central do extrator esteja
quase cheia, despeje 0 solvente a recuperar, repita a operacdo até que o tubo de ebulicéo
esteja quase vazio.
- Evapore 0 solvente restante sem deixar queimar;
- Coloque o baldo com o residuo em estufa a 105°C (aproxim. 15 minutos);
- Levar para o dessecador até esfriar.
- Pesar e anotar o peso;
- repetir a operacdo de aquecimento e resfriamento ate obter peso constante.
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Calculo:
Lipidos por cento p/p = (Pt+a — Pt)/P

Onde: Pt+a = massa do tubo contendo a amostra; Pt= massa do tubo vazio; P = massa
da amostra (g).
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ANEXO 6

DETERMINACAO DO TEOR DE FIBRAS ADAPTADO DO MANUAL DE
ADOLF LUTZ 1985

FUNDAMENTACAO TEORICA

Material:

Cartucho de extragédo
Algodao desengordurado
Aparelho extrator de Soxhlet com aquecimento elétrico ou funil de decantacao
Tubos de ebulicao

Estufa 105°C

Dessecador

Vidro de relégio

Acido sulfarico 0,255N
Hidroxido de sodio 0,313N
Etanol

Eter

Procedimento para preparo das amostras

- Pesar 2g da amostra triturada e extrair a gordura com éter, de acordo com a
metodologia descrita para extracdo de gordura em aparelho de Soxhlet (ou em funil de
decantacdo);

- Levar a amostra desengordurada para estufa para eliminagdo completa do solvente.

- Em um recipiente, adicionar 200mL de acido sulfurico 0,255N e em seguida aquecer
até ebulicdo. Usar o &cido aquecido para remover o residuo da amostra desengordurada
e seca transferindo tudo para um erlenmeyer. Adicionar 0,5g de amianto.

- Levar o erlenmeyer contendo a mistura para uma chapa de aquecimento para fervura
por 30 minutos (adaptar sistema de resfriamento e agitar de vez em quando).

- Filtrar & vacuo, adaptando ao funil de buckner um papel de filtro e acima dele um
pedaco de tecido poliéster.

- Lavar a amostra com agua fervente até que o filtrado nao se apresente mais acido.

- Transferir o residuo para um erlenmeyer e adicionar 200mL de NaOH 0,313N quente.
- Levar o erlenmeyer contendo a mistura para uma chapa de aquecimento para fervura
por 30 minutos (adaptar sistema de resfriamento).

- Filtrar em cadinho de Goch e adicionar 50mL de agua fervente e 20mL de HCI 1%.

- Lavar a amostra com agua fervente até que o filtrado nao se apresente mais acido.

- Lavar a amostra com 20mL de etanol e 20mL de éter.

- Levar a amostra para estufa para secagem por uma hora.

- Pesar até peso constante.

- Levar a amostra para mufla.

- Pesar até peso constante.

Célculo:
Fibra (%) = Pfibra x 100
P
Onde: Pfibra = peso da fibra (Gltima pesagem — peso cadinho vazio)

40



P = peso da amostra.
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