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MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO
SECRETARIA DE EDUCAÇÃO PROFISSIONAL E TECNOLÓGICA
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCAÇÃO, CIÊNCIA E TECNOLOGIA DE SANTA CATARINA
CÂMPUS LAGES
Professor: Marcel Piovezan         
Determinação de lipídeos pelo método Bligh-Dyer
Aplicação: Geral, requisito que a amostra deve conter até 10 % de umidade (para alimentos com teor de umidade superior devem ser modificadas as quantidades de água/clorofórmio/metanol adicionadas a fim de respeitar suas proporções). Para tanto é necessário conhecer o teor de umidade da amostra previamente. A vantagem é a extração dos lipídeos à frio o que evita sua oxidação pelo aquecimento.

Material: balança analítica, espátula, dessecador, tubos Falcon 50 mL), pipeta graduada de 10 mL, pipeta volumétrica de 5 mL,  pipetador, 

Reagentes e soluções: Sulfato de sódio 1,5 %, clorofórmio, metanol, 

Procedimento 
1. Numerar tubos Falcon (50 mL) com a identificação da amostra.

2. Pesar no tubo entre 2  - 2,5 g (amostra com teor de gordura acima de 20 %) ou entre 3,0 – 3,5 g (amostra com teor de gordura abaixo de 20 %) de amostra finamente moída e homogeneizada (Pamostra).

3. Adicionar exatamente 8 mL de clorofórmio, 16 mL de metanol e 6,4 mL de água destilada. Quando as amostras contiverem água acima de 10 %, a relação dos solventes 1:2:0,8 deve ser feita considerando a água fornecida pela amostra.
4. Tampar o tubo e agitar a cada 3 min, lentamente, em movimentos circulares (totalizando 30 min). Cuidado para a tampa do tubo não ser projetada por pressão, eventualmente a cada 10 min. Abra a tampa para os vapores saírem, cuidando para não inalar os vappores (faça na capela).

5. Adicionar exatamente 8 mL de clorofórmio e 8 mL de solução de sulfato de sódio 1,5 %. Adição de mais clorofórmio e mais água muda a proporção para 2:2:1,8 causando a separação total do clorofórmio que carrega os lipídeos (camada inferior).
6. Agitar lentamente por 2 min, lentamente, em movimentos circulares (Cuidando a tampa).

7. Deixar separar as fases naturalmente. Obs: Para análise de fibra bruta pule para o item 12.
8. Retirar em torno de 10 mL da fase inferior com pipeta graduada cuidando para não pegar amostra. Colocar num tubo plástico com tampa contendo aproximadamente 1 g de sulfato de sódio anidro (secante). Tampar e agitar para remover resquícios de água.

9. Filtrar a camada contendo o clorofórmio em papel filtro recebendo o filtrado em um recipiente de vidro com tampa.

10.  Pipetar 5 mL do filtrado com pipeta volumétrica e transferir para Becker ou cápsula de porcelana previamente seca em estufa por 2 h, resfriada em dessecador (20-30 min) e pesada (anotar o peso= massa do cadinho).

11. Evaporar o solvente em estufa a 100 – 105 oC, esfriar em dessecador (30 min) e pesar (massa cadinho + lipídeos).

12. Para obter a amostra desengordurada para determinar fibra bruta, basta filtrar todo o conteúdo do falcon em papel filtro recolhendo o filtrado em frasco de resíduo e o material retido no filtro deve ser transferido para Becker e seco em estufa por 2 h a 105 oC. Atenção: Execute esta etapa sempre em capela.
Cálculo
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BLIGH, E.G.; DYER, W.J. A rapid method of total lipid extraction and purifcation. Can. J. Biochem. Physiol, v. 37, n. 8, p. 911-917, 1959.
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Determinação de fibra bruta
Aplicação: Produtos e subprodutos de origem vegetal, rações e concentrados

Material: balança analítica, cadinho de porcelana, tenax, mufla, balão de fundo redondo, manta de aquecimento, mangueiras de silicone, condensadores de refluxo, dessecador, bomba de vácuo, tela de náilon, poliéster ou cadinho de vidro sinterizado porosidade 1 (90 a 150 micras), Kitasato, funil de Büchner ± 10 cm de diâmetro

Reagentes e soluções: H2SO4 1,25 %, NaOH 1,25 %, álcool etílico ou acetona, solução anti-espumante (óleo de silicone)

H2SO4 (1,25 %): Medir 7,0 mL de ácido (d=1,84 g/mL) e transferir para balão volumétrico de 1 L contendo aproximadamente 500 mL de água deionizada. Esfriar e completar o volume.

NaOH (1,25 %): Pesar exatamente 12,5 g de NaOH em Becker, solubilizar e transferir quantitativamente para balão volumétrico de 1 L. Esfriar e completar o volume.

Procedimento 
13. Pesar de 1 a 3 g de amostra, conforme teor de fibra bruta estimado (TACO, rótulo). Desengordurar e secar em estufa a 105 0C por 1h. As técnicas recomendadas para desengordurar são Soxhlet ou Bligh-Dyer.

14. Transferir o resíduo para Becker, erlenmeyer, balão de fundo redondo (sistema automático ou adaptado). Adicionar 150 mL de H2SO4 1,25 % (0,1 mol/L). Digerir com refluxo por exatamente 30 min.

15. Filtrar quantitativamente a quente sob vácuo em funil de Büchner provido de tela de Náilon ou cadinho sinterizado. Proceder lavagens sucessivas do resíduo com água fervente até completa neutralização.

16. Retornar o resíduo ao balão de fundo redondo lavando a tela com 150 mL de NaOH 1,25 % (0,3 mol/L) em ebulição. Adicionar algumas gotas de solução anti-espumante. Digerir com refluxo por exatos 30 min.

17. Filtrar quantitativamente a quente sob vácuo em funil de Büchner provido de tela de Náilon ou cadinho sinterizado. Proceder lavagens sucessivas do resíduo com água fervente até completa neutralização. Lavar com aproximadamente 20 mL de etanol ou acetona ou éter de petróleo.

18. Em cadinho de porcelana limpo e identificado transferir todo o resíduo com espátula e levar à estufa a 105 oC até peso constante (4 a 6 horas). Retirar, deixar em dessecador até temperatura ambiente e pesar (massa do cadinho + resíduo).

19. Incinerar em mufla a 550 oC por 2 h ou a 600 oC por 1 h. Retirar a temperatura de 100-200 oC. resfriar em dessecador até temperatura ambiente e pesar (massa do cadinho + cinzas).

Observações:
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Cálculo
, onde todas as massas em (g) 
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Determinação de cinza total por gravimetria
Aplicação: Produtos e subprodutos de origem animal, vegetal, mineral, rações e concentrados

Material: cadinho de porcelana, espátulas, bico de Bunsen/bloco digestor, mufla, tenax, dessecador, estufa, banho-maria, balança analítica.

Procedimento 
O cadinho deve ser lavado previamente e seco em estufa (105 oC) por 24h. 

Atenção: Desde o momento de sua retirada da estufa não deve ser manuseado com as mãos
Retire-o com auxílio de tenax e coloque-o em dessecador (contendo sílica gel) até que o cadinho arrefeça a temperatura ambiente ( aprox. 30 min).

Com o dessecador próximo à balança, retire o cadinho com auxílio de tenax e o identifique com lápis (grafite) na parte de baixo, na sequência anote sua massa (massa do cadinho vazio).

Pese aproximadamente 5 g de amostra no cadinho ou volume para amostras líquidas.

Pré-incineração
-Para alimentos em pó (rações, cereais, farinhas, farelos) começar s incineração aos poucos em bico de Bunsen ou bloco digestor, procurando aquecer igualmente todas as faces do cadinho (cuidado para não pegar fogo).

-Para alimentos líquidos levar o cadinho ao banho Maria para evaporar a amostra. Caso isso não seja feito poderá haver fervura e perda da amostra na mufla.

Incineração
As amostras são levadas à mufla e transferidas sempre com tenax. 

Aumente a temperatura de 50 em 50 oC até que chegue a 500 oC.

Incinere por 4 a 6 h consecutivas até obter um resíduo de cor cinza claro.

Retirar os cadinhos da mufla após estarem frios (temperatura ambiente) e transferi-los com tenax e luvas térmicas para estufa (105 oC) por 3 h.

Deixar em dessecador e resfriar por 30 min.

Pesar e anotar a massa (massa do cadinho + cinzas)

Observações:

1. Nem sempre o resíduo obtido representa toda a substância inorgânica presente na amostra, pois alguns sais podem sofrer redução ou volatilização nessa faixa de temperatura.

2. Não obtendo cinzas claras depois de decorrido o período mínimo de calcinação, recomenda-se a adição de 2 – 3 gotas de HNO3 concentrado ou H2O2 30 volumes e retorno entre 500-600 oC por mais 1h. Essa adição facilitará a oxigenação do carbono.

Cálculo
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Determinação de Cálcio por volumetria de complexação
Aplicação: Produtos e sub-produtos de origem animal, mineral, rações e concentrados

Material: Pipetas de 5 e 20 mL, provetas de 20 e 100 mL, balão volumétrico de 100 mL, erlenmeyer de 250 mL, bureta de 25 mL, papel filtro, funil, suporte universal, bastão de vidro, espátulas, almofariz e pistilo, vidro de relógio, chapa de aquecimento, fita indicadora de pH.

Reagentes: HNO3; EDTA; NH4OH; negro de eriocromo –T; NaCl; NH4Cl; CaCO3; CaCl2 ; NaOH

20. Preparação do EDTA (sal dissódico do ácido etilenodiamino tetracético ) 0,01 mol/L
Pesa-se 3,721 g de EDTA e transferir para balão volumétrico de 1L, aferir volume água deionizada e homogeneizar.

21. Preparação da solução tampão pH 8 a 10
Pesar 13,5 g de NH4Cl transferir para balão de 250 mL e adicionar 88 mL de NH4OH concentrado; Completa volume com água deionizada. Faça na capela.
22. Preparação do indicador negro de eriocromo-T
Pesar 10 mg de negro de eriocromo –T e misturar num almofariz com 990 mg de NaCl puro e seco. Verificar se não há pronto na forma líquida.

Padronização do EDTA
Pesar exatamente cerca de 0,05 g de CaCO3 anidro ou (CaCl2 previamente seco em estufa) e transferir para erlenmeyer de 250 mL. Adicionar 50 mL de água deionizada. Adicionar gota a gota solução de HNO3:H2O (1:1 v/v) cuidadosamente até dissolver todo o sal. Neutralizar com solução de NH4OH:H2O (1:1). Adicionar 5 mL de solução tampão NH4Cl/NH4OH e ajustar pH da solução com NaOH 0,5 mol/L até atingir pH 10. Acrescentar uma ponta de espátula ou 4 – 5 gotas do indicador negro de eriocromo-T; a solução ficará vermelho vinho. Titular com EDTA 0,01 mol/L, até a solução ficar de cor azul puro, sem traços de violeta. Anotar o volume de EDTA gasto. (1 mL de EDTA 0,01 mol/L corresponde a 0,0004 g de Ca)

f =  P x 100            onde: P = massa em gramas de CaCO3 ou CaCl2 utilizado

       V x 0,1                        V = volume em mL de EDTA gastos na padronização

Procedimento com amostra
Em becker de 250 mL dissolver as cinzas da amostra gota a gota com solução HNO3:H2O (1:1) e 20 mL de água; Cobrir o Becker com vidro de relógio e aquecer brandamente em chapa de aquecimento e em capela até dissolução. Diluir em pequenas porções de água e filtrar em papel qualitativo, recebendo o filtrado em balão volumétrico de 100 mL. Lavar o becker e o filtro com água deionizada pelo menos 10 vezes e afira o volume do balão. 

Análise da amostra (adaptada)
Medir com pipeta volumétrica 20 mL da amostra. Passar para um erlenmeyer de 250 mL. Adicionar 50 mL de água deionizada. Adicionar 1,0 mL de NH4OH concentrado para neutralizar o excesso de acidez e 5 mL de solução tampão NH4Cl/NH4OH e ajustar pH da solução com NaOH 0,5 mol/L até atingir pH 10. Acrescentar uma ponta de espátula ou 4 – 5 gotas do indicador negro de eriocromo-T; a solução ficará vermelho vinho. Titular com EDTA 0,01 mol/L, até a solução ficar de cor azul puro, sem traços de violeta. Anotar o volume de EDTA gasto.

Cálculo
Cálcio (%) = V x f x 0,4    onde: V = volume em mL de EDTA 0,01 mol/L gastos na titulação

                             P                       P = massa em gramas da amostra usado na titulação

                                             f = fator da solução de EDTA 0,01 mol/L
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Determinação de cloreto por volumetria de precipitação
Aplicação: Produtos e sub-produtos de origem animal, vegetal, mineral, rações e concentrados

Material: Pipetas de 1 e 50 mL, balão volumétrico de 100 mL, erlenmeyer de 250 mL, bureta de 25 mL, suporte universal, bastão de vidro, espátulas, vidro de relógio, chapa de aquecimento, fita indicadora de pH.

Reagentes: NaCl; K2CrO4 5% (m/v); AgNO3 0,05 mol/L; CaCO3 ;Na2CO3
23. Preparação do AgNO3 0,05 mol/L
Pesar aproximadamente 4,2 g de para 500 mL de solução

Padronização do AgNO3 
Pesar em erlenmeyer de 250 mL exatamente 0,03 g de NaCl p.a. previamente seco em estufa, adicionar 50 mL de água deionizada. Acrescentar 1 mL de solução de K2CrO4 5% (m/v) e titular com AgNO3 0,05 mol/L, até aparecimento do precipitado vermelho tijolo. Anotar o volume gasto.

Prova do branco
Adicionar em um erlenmeyer 50 mL de água deionizada, 1 mL de solução de K2CrO4 5% (m/v) e aproximadamente 0,25 g de CaCO3 e titular com AgNO3 0,05 mol/L, até aparecimento do precipitado vermelho tijolo. Anotar o volume gasto e subtrair do volume gasto na padronização. Utilizar este volume corrigido para determinar a concentração molar verdadeira da solução de nitrato de prata.  
Cálculo da padronização  
                        V*= Vgasto na padronização – Vgasto no branco, em (L)
Procedimento com amostra
Retirar alíquota de 50 mL para erlenmeyer de 250 mL  e neutralizar com carbonato de sódio Na2CO3 (adicione em excesso cerca de 1 g) ou até que pare a liberação de gás (verifique com papel indicador). Aquecer em chapa até ebulição mantendo aí até desprendimento de todo o CO2 formado (se necessário).. Esfrie em banho-maria. Adicionar 1 mL de solução de K2CrO4 5% (m/v) e titular com AgNO3 0,05 mol/L, até aparecimento do precipitado vermelho tijolo. Anotar o volume gasto.

Cálculo
VAg+ = volume em (L)

MAg+ = molaridade da solução padronizada em (mo/L)

MMCl- = 35,5 g/mol

Vsolução estoque = volume de solução da amostra ( volume do balão onde a amostra foi preparada) em (L)

100 = refere-se a porcentagem (%)

VAlíquota amostra= volume da solução estoque utilizada na titulação  em (L)

Pamostra = massa da amostra antes da calcinação em (g)

Para expressar em % de NaCl, basta substituir MMCl- por MMNaCl = 58,5 g/mol, lembrando que isso só é recomendado quando a amostra é adicionada de NaCl na sua formulação
Folha de Cálculos Resultados
