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AULA PRATICA N° - 02
03 / Margo / 2016
Prof® Solange Brazaca

DETERMINACAO DE TANINOS
FUNDAMENTO:

Os taninos sdo determinados segundo metodologia descrita por Price,
Hagerman e Buther (1980), que utiliza vanilina. A vanilina é um reagente
especifico para uma classe que apresenta uma ligagdo simples na posigdo 2,3 e
grupo hidroxila alternados no anel. As catequinas e taninos reagem com a
vanilina na presenga de HCI produzindo cor, sendo uma coloragdo vermelha.

ESCOPO:

As amostras em andlise devem ser moidas ho momento antes da determinagdo
de Taninos. Nesta atividade experimental femos como objetivo a Determinagdo
de Taninos em amostras de feijdo.

EQUIPAMENTOS UTILIZADOS:

Balanga

Banho-maria com agitagdo
Centrifuga
Espectrofotometro

Mesa Agitadora

Moinho para Grdos
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VIDRARIAS UTILIZADAS:

¢ Baldo Volumétrico de 10 mL
¢ Béquer 50 e 250 mL
¢ Erlenmeyer 125 mL
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Tubos de centrifuga
Tubos de ensaio

Pipetas de 1e 5 mL
Provetas 10, 50 e 100 mL

REAGENTES UTILIZADOS:

¢ HCL 4% em Metanol

¢ HCL 8% em Metanol

¢ Vanilina 1% em Metanol

¢ Mistura Vanilina-HCl 8% 1:1

¢ Catequina 0,059/50 mL Metanol

¢ Metanol p.a.

¢ Papel Aluminio

PROCEDIMENTO:

¢ Pesar 0,69 ou 0,2g do grdo moido, em erlenmeyer de 125 mL de capacidade;
¢ Adicionar, com o auxilio de uma proveta, 10 mL de metanol para extragdo;
¢ Cobrir o erlenmeyer com papel aluminio;

¢ Agitar por 20 minutos em mesa agitadora;

¢ Apds este tempo, transferir quantitativamente para tubos de centrifuga;
¢ Centrifugar por 20 minutos a 4.000 rpm;

¢ Transferir o sobrenadante para baldo volumétrico de 10 mL e completar o
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volume do baldo com metanol até marca de aferigdo;

Homogeneizar bem;

Transferir a solugdo obtida para Becker de 50 mL de capacidade;
Transferir 1 mL do extrato obtido para tubo de ensaio, tomando o cuidado
de guardar a amostra restante até o final da andlise, para caso necessdrio
usar esta para novas diluigdes;

Adicionar ao tubo 5 mL da Mistura Vanilina-HCI 8% 1:1;

Homogeneizar bem;

Cobrir o tubo com papel aluminio;

Agitar por 20 minutos em banho-maria a 30°C;

Retirar do banho-maria e resfriar;
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¢ Homogeneizar bem;
¢ Realizar a leitura da amostra em Espectrofotémetro em A 500 nm.

Observagdes Importantes:

> As leituras deverdo ser efetuadas logo apds a reagado.

> As amostras devem ser moidas ho momento da andlise e conservadas sob
refrigeragdo.

CALCULO:

Construir a Curva Padrdo e obter a equacdo da reta. Fazer a equagdo da
reta. Substituir a absorbancia encontrada na equagdo da reta.

Exemplo:
Se pesar 600mg de amostra.

Diluigdo em 10 mL, entdo em 60mg/mL

60 mg X mg/g
1000 mg Y mg/g
REsibUOS:

O residuo proveniente desta andlise deverd ser estocado em bombona de 5
litros apropriada e identificada de acordo com a Norma do Programa PGRQ -
NR 003 e armazenada no entreposto do LAN para posterior encaminhamento
para incineragdo de acordo com a Norma do Programa PGRQ - NR 004.
CODIGO DE IDENTICACAO DO RESIDUO: R 075 - Residuo do Método Folin-
Ciocalteau.
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OBTENCAO DA CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO
COLORIMETRICA DE TANINOS

FUNDAMENTO:

Através de uma série de diluices de uma solugdo padrdo de
concentragdo conhecida, é possivel estabelecer uma curva de calibragdo para
métodos colorimétricos, que relacione a concentragdo Taninos com valores de
Absorbadncia.

OBTENCAO DA CURVA DE CALIBRACAO:

A partir da concentragdo da solugdo padrdo a 0,05g/50mL de Catequina,
realizar as diluigdes com conjuntos de adequados, segundo a Tabela I.

0,05g de Catequina 50 mL Metanol
\A

Obtencéo da Curva Padrao

TABELA I - Construgdo da Curva de Calibragdo

TUBO N° mL da mL de mL mL de HCl | Concentragdo
Solugdo Metanol Mistura 4% em de Catequina
Padrdo Vanilina Metanol g/mL
1:1
Zero 0,00 5,00 0,00 0,00 0,00
Branco 0,00 1,00 0,00 5,00 0,00
1 0,00 1,00 5,00 0,00 0,00
2 0,20 0,80 5,00 0,00 0,0002
3 0,40 0,60 5,00 0,00 0,0004
4 0,60 0,40 5,00 0,00 0,0006
5 0,80 0,20 5,00 0,00 0,0008
6 1,00 0,00 5,00 0,00 0,0010
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PROCEDIMENTO:

¢ Em tubo de ensaio, transferir os volumes da solugdo padrdo de Catequina e
de Metanol indicados na Tabela I;

Adicionar ao tubo 5 mL da Mistura Vanilina-HC| 8% 1:1;

Cobrir o tubo com papel aluminio;

Agitar por 20 minutos em banho-maria a 30°C;

Retirar do banho-maria e resfriar;

Homogeneizar bem;

Realizar a leitura da amostra em Espectrofotémetro em 1 500 nm.

*® & & 6 o o

Observagdo Importante:

> As leituras deverdo ser efetuadas logo apds a reagdo.

RESIDUOS:

O residuo desta andlise deverd ser estocado em bombona apropriada e
identificada de acordo com a Norma do Programa PGRQ - NR 003 e
armazenada no entreposto do LAN para posterior encaminhamento para
tratamento de acordo com a Norma do Programa PGRQ - NR 004.

CODIGO DE IDENTICACAO DO RESIDUO: R 075 - Residuo do Método Folin-
Ciocalteau.

BIBLIOGRAFIA:

PRICE, M. L.. Hagerman, A. E., Tannin contet of cawpeas, chickpeas, pigeon
peas, and human mung beans. J. Agric. Food Chemistry, v.28, n.2, p.459-
461,1980.
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PREPARO DAS SOLUCOES PARA DETERMINACAO COLORIMETRICA DE

TANINOS

SOLUCAO DE ACIDO CLORIDRICO 4%

Composigdo Quimica:
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Acido Cloridrico - HCl - CAS 7647-01-0
Alcool Metilico - Metanol - CHs4 - CAS 67-56-1

Transferir cuidadosamente e em capela com o auxilio de uma proveta 5,4
mL de dcido Cloridrico p.a. (pureza minima 37%), para baldo volumétrico de
50 mL de capacidade contendo cerca de 20 mL de Metanol;

Homogeneizar vagarosamente;

Elevar o volume do baldo prdximo a marca de aferi¢do com Metanol;
Homogeneizar bem;

Deixar em repouso até esfriar;

Completar o volume do baldo até marca de aferigdo com Metanol;
Homogeneizar bem;

Armazenar esta solucdo em frasco ambar.

SOLUCAO DE ACIDO CLORIDRICO 8%

Composigdo Quimica:

* o

Acido Cloridrico - HCl - CAS 76-47-01-0
Alcool Metilicoa - Metanol - CH4 - CAS 67-56-1

Transferir cuidadosamente e em capela com o auxilio de uma proveta 43,2
mL de dcido Cloridrico p.a. (pureza minima 37%), para baldo volumétrico de
200 mL de capacidade, jd contendo cerca de 50 mL de Metanol;
Homogeneizar vagarosamente;

Elevar o volume do baldo proximo & marca de aferigdo com Metanol;
Homogeneizar bem;
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Deixar em repouso até esfriar;

Completar o volume do baldo até marca de aferigdo com Metanol;
Homogeneizar bem;

Armazenar esta solugdo em frasco ambar.

VANILINA 1%
Composigdo Quimica:

¢ Vanilina - CsHsO3 - CAS 12-33-5
¢ Alcool Metilico - Metanol - CH4 - CAS 67-56-1

Pesar, em balanga analitica, 2g de Vanilina p.a.;

Transferir, quantitativamente para baldo volumétrico de 200 mL de
capacidade;

Adicionar cerca de 50 mL de Metanol;

Solubilizar bem;

Completar o volume do baldo a marca de aferigdo com Metanol;
Homogeneizar bem;

Armazenar esta solugdo em frasco dmbar e em geladeira.
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SOLUCAO DE VANILINA-HCI 8% 1:1
Composigdo Quimica:

¢ Solugdo de Vanilina 1%
¢ Solugdo de Acido Cloridrico-Metanol 8%

¢ Transferir, com o auxilio de uma proveta, 100 mL da solugdo de dcido
Cloridrico 87%-Metanol para becker de 250 mL de capacidade;

¢ Adicionar ao becker 100 mL da solugdo de Vanilina 1%;

¢ Homogeneizar bem;
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Observagdo Importante:

> Esta mistura deverd ser efetuada momentos antes do uso, ndo podendo ser
armazenada em geladeira.

SOLUCAO PADRAO DE CATEQUINA - 0,001g/mL
Composigdo Quimica:

¢ Catequina - C15H1406xH20 - CAS 225939-10-0
¢ Metanol - C4H - CAS 67-56-1

Pesar, em balanga analitica 0,05g de Catequina;

Transferir, quantitativamente para baldo volumétrico de 50 mL de
capacidade;

Adicionar cerca de 10 mL de Metanol, e;

Solubilizar bem;

Completar o volume do baldo a marca de aferigdo com Metanol;
Homogeneizar bem;

Usar esta solugdo para a obtengdo da Curva de Calibragdo para
Determinagdo Colorimétrica de Taninos.
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TABELA DE RESULTADOS:

CURVA PADRAO:

PONTOS CONCENTRACA'O LEITURA 1 LEITURA 2 | LEITURA 3 MéDIA
DA DE A=500nm | A =500nm | A =500nm LEITURA
CURVA CATEQUINA ABSORBANCIA
g/mL A = 500 nm
Branco
1
2
3
4
5
6
AMOSTRA:
AMOSTRA | LEITURA 1 | LEITURA 2 | LEITURA 3 MéDIA
A=500nm | A =500nm | A = 500 nm LEITURA
ABSORBANCIA

A = 500 nm




