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1 Escopo

Este documento tem como objetivo descrever os procedimentos para 0 ensaio
“Determinacéo de Glicidios Redutores em Lactose pelo Método de Lane-Eynon em Leite”. E

aplicavel para leite fluido e desidratado.

2 Fundamentos

A lactose é o principal carboidrato presente no leite dos mamiferos, representando
aproximadamente a metade dos sélidos ndo gordurosos. Este carboidrato, fundamental no
processo de acidificacao do leite (fermentacdo e maturagao), contribui com o valor nutricional e
esta relacionada com a textura, cor e sabor do produto. A sua determinacéo € importante para o
estabelecimento do valor nutritivo e composicdo centesimal do leite e, consequente
enquadramento nos padrdes de qualidade. Em adicéo a lactose, ja foram detectados no leite uma
série de carboidratos em pequenissimas quantidades como a glicose (0,02 a 0,15%) e
guantidades tracos de galactose, agucares fosfatos, amino aglcares, entre outros.

A primeira etapa da determinacdo dos glicidios redutores em lactose consiste na
clarificacdo da amostra com acetato de zinco e ferrocianeto de potassio. O teor de agucar &
estimado pela determinagdo do volume da solucdo de aglUcar presente na amostra necessario
para reduzir completamente uma medida volume de solugdo de Fehling com concentracao
conhecida.

A lactose é um dissacarideo formado por dois carboidratos menores, glicose e a galactose

(monossacarideos) unidos por uma ligacéo glicosidica.
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Quimicamente, os carboidratos glicose e galactose sédo definidos como poli-hidroxi-

aldeidos. Recebem esta denominacdo porque apresentam, na sua estrutura, Varios grupos
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hidroxilas (-OH) e um grupo aldeido (-CHO). Compostos com estas caracteristicas sdo capazes
de reduzir solugbes alcalinas como a solucéo de Fehling e chamados de glicidios redutores.

A solucdo de Fehling é um reagente formado por ion bivalente de cobre (Cu*™®) complexado
com tartarato em meio alcalino. A solucéo a ser testada é aquecida com a solucdo de Fehling, na
presenca de um indicador. O poder redutor dos carboidratos baseia-se na oxidacdo destes para
acidos aldénicos e reducéo do reagente oxidante (cobre I1). A redugdo provoca formacédo do 6xido

de cobre |, precipitado de cor vermelho tijolo.

+ Em termos gerais temos:

+ 2 + 1
[l
R-CHO + 2Cu0 ——— R-COOH + Cu,0 |
Aldeido Solugao de Fehling Acido Cixido Cuproso
(Azul) Carboxilico (Wermelho)

Pregsente na lactose

3 Reagentes, padrbes e materiais

3.1 Reagentes:
1) Alcool isoamilico;
2) Solucéo de azul de metileno (C16H18CIN3.3H2,0) a 1 % (m/v);
3) Solucéo de ferrocianeto de potassio trihidratado (K4[Fe(CN)g].3H20) a 15 % (m/v);
4) Solucao de hidroxido de sédio (NaOH) a 40 % (m/v);
5) Solucgao de sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H,0) ou solucéo de acetato de zinco
dihidratado ((CH3C00)2Zn.2H,0) a 30 % (m/v);
6) Solucéo de Fehling A;
7) Solucao de Fehling B.
Preparo dos reagentes:
Fehling A:
a) dissolver em agua 34,65 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O,4.5H,0) p.a.;
b) transferir para um baléo volumétrico de 1000 mL e completar o volume;
Fehling B;
a) dissolver 173 g de tartarato duplo de potassio e sédio (C4H;KNaOg.4H,0) p.a., em
solucéo de hidroxido de sodio (NaOH) p.a. 125 g em 300 mL,
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b) completar o volume para 1000 mL e deixar em repouso por 24 horas.

Padronizacdo da solucdo de Fehling:

a) pesar exatamente 0,5 g de glicose (CsH1206) p.a., previamente seca em estufa a cerca
de 70° C, durante 1 hora;

b) Transferir para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio de agua. Dissolver bem e
completar o volume. A solugéo padrao de glicose para titular a solugéo de Fehling deve ser
preparada no dia da padronizacao.

c) Colocar na bureta a solucéo padrao de glicose.

d) Transferir, com pipeta volumétrica, 10 mL de cada uma das solu¢des de Fehling A e B
para erlenmeyer de 250 mL. Adicionar 40 mL de 4gua e aquecer até ebuli¢cdo.

e) Gotejar a solugcdo padrdo, sem agitacdo até quase o final da titulacdo, mantendo a
ebulicdo. Adicionar 1 gota de solucéo de azul de metileno a 1 % e completar a titulacdo até
descoramento do indicador. O tempo da titulacdo ndo pode ultrapassar a 3 minutos. O final
da titulacdo é em torno de 10 mL da solugéo padréo de glicose.

O titulo da solucéo de Fehling € obtido pelo calculo:

Vim

T=
100

Onde:
V = volume gasto de glicose na titulacao, em mL;

m = massa da glicose, em gramas.

3.2 Materiais
1) Baldo volumétrico de 250 mL;
2) Béquer de 50 mL ou similar;
3) Bastéo de vidro
4) Bureta de 25 ou 50 mL,;
5) Erlenmeyer de 250 mL;
6) Funil,
7) Papel de filtro qualitativo;
8) Pipeta volumétrica de 5 mL;
9) Pipeta graduada de 10 mL ou similar;

10) Proveta de 50 mL ou similar;
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11) Tripé;
12) Tela de amianto ou similar;
13) Suporte universal;

14) Garra metalica.

4 Equipamentos

1) Balanca analitica;

2) Bico de Bunsen.

5 Precaucfes analiticas

1) Preparar a solugéo de Fehling (A + B) somente no momento do uso.

2) O aquecimento da solucdo € fator crucial na determinacdo: se a fervura nao for
permanente durante a titulacdo o ar oxida o azul de metileno, mantendo-o na coloragéao azul, o
gue facilmente induz a erro quanto ao ponto final da titulag&o.

3) Ponto final da titulacdo: o ponto de viragem do indicador azul de metileno muda a cor
da solucéo de azul para incolor no ponto de viragem. A solucao fica incolor, mas como
ocorre a formacdo de um precipitado de cor tijolo, a cor visivel da viragem é de azul
para vermelho tijolo. A adicdo do indicador azul de metileno é feita somente proOXimo ao
ponto de viragem. O descoramento é quase instantaneo e a agdo do indicador é reversivel, ja
gue a adicdo de tracos de sais de cobre restaura sua cor imediatamente. A titulacado do teor de
lactose deve ser realizada entre 2 e 3 minutos (desde o inicio do gotejamento do filtrado até o
descoramento do indicador).

4) Na determinacdo de glicidios redutores pelo método de Lane-Eynon ndo é possivel
diferenciar entre a lactose, glicose e a galactose, pois sado todos acucares redutores. Desta
forma, os aclcares presentes em leites com baixo teor de lactose ndo podem ser diferenciados

por esta técnica.

6 Procedimentos

1) Pesar exatamente entre 10 a 20 g de leite fluido ou entre 2,0 a 2,5 g de leite em po.
2) Transferir quantitativamente a amostra para um baldo volumétrico de 250 mL com auxilio

de um bastao de vidro e agua.
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3) Adicionar 6 mL de solucdo de ferrocianeto de potassio a 15 % e 6 mL de solugédo de
sulfato ou acetato de zinco a 30 %. Agitar (se formar espuma, adicionar 1 gota de &lcool
isoamilico) e completar o volume com agua.

4) Deixar sedimentar (entre 30-60 minutos) e filtrar em papel de filtro recolhendo o filtrado em
erlenmeyer.

5) Transferir o filtrado obtido para uma bureta de 25 ou 50 mL.

6) Pipetar volumetricamente 5 mL da solucdo de Fehling A e 5 mL de solugcéo de Fehling B
para um erlenmeyer (fazer em duplicata).

7) Adicionar cerca de 40 mL de &gua. Aquecer até a ebulicdo e gotejar a solucdo da
amostra, sem agitacdo, até que o liquido sobrenadante fique levemente azulado. Manter a
ebulicdo e adicionar 1 gota de solucdo de azul de metileno a 1 % e continuar até
descoloracéo do indicador.

Obs.: Ver precaucfes analiticas

7 Resultados

Os dados brutos obtidos na determinacao glicidios redutores em lactose sdo registrados no
formulario “Dados brutos da andlise de leite” ou “Dados brutos da andlise de leite desidratado” —
anexos do POP POA/06 e inseridos na planilha eletrénica IT POA/ 04 para que o resultado seja

calculado automaticamente.

O calculo é obtido através da seguinte formula,

100 x 260 x (Ti2) x 1,39

Vim

% de glicidios redutores em lactose =

Onde:

T = titulo da solucéo de Fehling;

V = volume de amostra gasto na titulagdo, em mL;
m = massa da amostra em gramas

1,39 = fator de converséao da glicose em lactose.

Como a determinacdo é feita em duplicata, expressar o resultado da média com uma casa

decimal.
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7. 1 Critérios para aceitacao do ensaio

a) como a etapa de titulacédo é feita em duplicata, se houver diferenca entre as mesmas maiores
do que 3% do resultado final da analise, repetir a titulacdo. Se a diferenca persistir, repetir todo
procedimento com uma nova aliquota da amostra.

b) Outro critério que € considerado para repeticdo do ensaio € o fechamento centesimal dos
componentes do leite. A soma dos teores de acucares (lactose), proteinas e residuo mineral fixo
deve ser proximo ao extrato seco desengordurado; quando a diferenca entre estes resultados for
superior a 5%, a determinac&o dos glicidios redutores em lactose € repetida para confirmacéo.

c) Valores muito baixos de lactose necessitam de confirmacdo (abaixo de 10% do valor de
referéncia).

Na legislacao brasileira, o teor minimo de lactose no leite fluido € de 4,3%.

8 Arquivamento dos registros

Os formularios utilizados nesta metodologia sé&o arquivados conforme procedimento descrito no
POP POA/06 — Controle de Itens de ensaio Leite e Derivados Lacteos e IT POA/04 — Uso de
Planilha Eletrbnica na Revisdo de Calculos de Dados Brutos nas Analises de Leite, Derivados

Lacteos, Agua e Mel.
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10 Anexos

N&o aplicavel.
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11 Alteracdes

N&o aplicavel.

12 Responsabilidades

E de responsabilidade do RT ou seu substituto do POA assegurar que os analistas que
utilizarem este MET tenham sido treinados e capacitados para sua execucdo e 0 mesmo esteja

sendo corretamente seguido.
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