[image: image1.png]INSTITUTO FEDERAL



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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, onde todas as massas em (g) 
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