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DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS
FUNDAMENTO:

Este método baseia-se na propriedade que alguns aglicares apresentam
em reduzir o Cu+2 (fon Clprico) em Cu+l (fon Cuproso) e também na reagdo de
Molibdatos, sob certas condigdes, com arseniatos, silicatos, entre outros, para
formar complexos heteropolares que apés redugdo controlada fornece o
composto “azul de molibdénio” que poderd ser mensurado colorimetricamente
em espectrofotometros.

Os aglcares redutores da amostra em questdo, aquecidos em meio
alcalino, transformam-se em Enodidis que reduzem o Ton Clprico presente no
reativo de Somogyi, a Ton Cuproso. O Oxido Cuproso (Cu20), assim formado,
reduz o composto Arsénio-Molibidico para Oxido de Molibdénio de coloragéo
azul cuja intensidade de cor é proporcional a quantidade de aglicares redutores
existentes na amostra.
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ESCOPO:

Somogyi&Nelson é um método amplamente empregado para quantificagdo
do teor de aglicares redutores em diversas amostras fornecendo resultados
confidveis e precisos.



DEPARTAMENTO DE AGROINDUSTRIA, ALIMENTOS E NUTRICAO - ESALQ/USP
LABORATORIO DE ANALISE DE ALIMENTOS E NUTRICAO

=T

i
=
©

EQUIPAMENTOS UTILIZADOS:

Balanga Analitica

Banho-maria de 50° C e 100°C
Espectrofotometro

Estufa de circula¢do a 50°C e 105°C

VIDRARIAS UTILIZADOS:

Baldo Volumétrico de 100, 200 e 500 mL
Becker de 200 e 250 mL

Funil

Pipetas Volumétricas de 1,2,5 e 10 mL
Proveta Graduada de 25 mL

Tubos de Ensaio de 25 mL

*® & & o o o

SOLUCOES UTILIZADAS:

Reagente de Somogyi

Reagente de Nélson

Solugdo de Glicose

Solugdo de dcido Cloridrico 6,34N
Solugdo de hidréxido de Sédio 20%
Papel de Filtro

Papel de Tornassol

*® & & &6 o o o

I PROCEDIMENTO:
PREPARO DA AMOSTRA E HIDROLISE:

¢ Pesar, em balanga analitica 0,59 a 0,6g de amostra em bécher de 200mL;

¢ Adicionar 20mL de dgua destilada e20mL de solugdo de dcido cloridrico
6,34N;

¢ Homogeneizar bem;

¢ Levar aquecer em banho-maria a 60 - 65°C por tempo suficiente para
conversdo dos carboidratos em aglcares redutores;

¢ Decorrido este tempo, resfriar o becker, em dgua corrente, até atingir a
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temperatura ambiente;

¢

Neutralizar a solugdoobtidacomumasolugdo de hidréxido de Sédio 20%com
o auxilio do papel de Tornassol (Rosa para Azul);

Transferir  quantitativamente a solugdoobtidaacima para umbaldo
volumétrico de 100 mL de capacidade;

Completar o volume do baldocomdgua destilada e homogeneizar bem;

Filtrar, e fazer diluicdes, se necessdrio;

Realizar a determinagdo dos Agucares Redutores Totais pela Técnica de
Somogyi& Nelson.

II PROCEDIMENTO:
DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS:

¢
¢

Em tubo de ensaio, transferir com pipeta volumétrica 1 mL da amostra a ser
analisada;

Adicionar a cada tubo com o auxilio de uma pipeta 1 mL do reagente de
Somogyi;

Homogeneizar bem;

Colocar os tubos em banho-maria em ebuligdo por 10 minutos;

Apds este tempo, resfriar os tubos em dgua corrente até temperatura
ambiente;

Adicionar a cada tubocom o auxilio de pipeta volumétrica 1 mL do Reagente
de Nélson;

Homogeneizar bem;

Completar o volume dos tubos para 12,5 mL adicionando a cada tubo
9,5 mL de dgua destilada;

Homogeneizar bem;

Realizar a leitura das amostras em Espectrofotometroem =535nm.

CALCULO:

¢
¢

Fazer o cdlculo considerando a equagdo da reta.
Considerar as dilui¢des, caso tenha sido necessario.
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RESIDUOS:

O residuo desta andlise devera 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
incineragdo de acordo com a Norma do Programa PGRQ - NR 004.

CODIGO DE IDENTICACAO DO RESIDUO: R 034 - Reativo de Somogyi
Nélson.
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OBTENCAO DA CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO
COLORIMETRICA DE ACUCARES REDUTORES PELA TECNICA DE
SOMOGYI&NELSON

FUNDAMENTO:

Através de uma série de diluicdes de uma solugdo padrdo de
concentragdo conhecida, é possivel estabelecer uma curva de calibragdo para
métodos colorimétricos, que relacione a concentragdo de aglicares redutores
com valores de Absorbancia.

Como a concentragdo de aglcares redutores é expressa em termos de
concentragdo de Glicose, parte-se de uma solugdo padrdo de Glicose,
realizando-se uma série de diluigdes, de forma a produzir novas solugdes cujos
valores de suas concentragdes estejam compreendidos em uma faixa
previamente determinada.

A determinagdo da faixa de concentragdo na qual o método aplica-se é
feita segundo dois critérios:

1 - Deve existir uma correlagdo linear entre a concentragdo e o
logaritmo da transmitancia, e;

2 - Os valores das transmitdncias obtidas devem estar situados ha
regido de maior sensibilidade do Espectrofotometro utilizado.

OBTENCAO DA CURVA DE CALIBRAGAO:
Apartir da concentragdo da solugdo padrdo a Img/mL de glicose, realizar as

diluigdes com conjuntos de pipetas e baldes volumétricos adequados, segundo a
Tabela I.

0,59 de Glicose anidra 250mL H20 destilada
2

10 mL da solugdo Glicose 100 mL H20 destilada
2

Obtengdo da Curva Padrdo
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TABELA I - Construgdo da Curva de Calibragdo

TUBO N° mLda Solugdo mL Agua Concentragdo de
Padrdo Destilada Glicose (pg/mL)
Branco 0,0 1,00 0
1 0,10 0,90 20
2 0,20 0,80 40
3 0,30 0,70 60
4 0,40 0,60 80
5 0,50 0,50 100
PROCEDIMENTO:
¢ Em tubo de ensaio, transferir os volumes da solugdo padrdo e de dgua
destilada indicados na tabela I;
¢ Adicionar a cada tubo 1 ml do Reagente de Somogyi;
¢ Homogeneizar bem;
¢ Colocar os tubos em banho-maria em ebuligdo por 10 minutos;
¢ Apds este tempo, resfriar os tubos em dgua corrente até temperatura
ambiente;
¢ Adicionar a cada tubocom oauxilio de pipeta volumétrica 1 mL do Reagente
de Nélson;
¢ Homogeneizar bem
¢ Completar o volume dos tubos para 12,5 mL adicionando a cada tubo
9,5mL de dgua destilada;
¢ Homogeneizar bem;
¢ Realizar a leitura das amostra em Espectrofotémetroem A =535nm.
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
incineragdo de acordo com a Norma do Programa PGRQ - NR 004.
CODIGO DE IDENTICACAO DO RESIDUO: R 034 - Reativo de Somogyid
Nélson.
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PREPARO DAS SOLUCOES PARA DETERMINACAO COLORIMETRICA DE

ACUCARES REDUTORES PELA TECNICA DE SOMOGYI & NELSON

REAGENTE DE SOMOGYI - CUPRO-ALCALINO

Composigdo Quimica:

*® & & o o o
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Fosfato Dibdsico de Sédio Anidro - Na;HPO4 - CAS [7558-79-4]
Tartarato Duplo de Sédio e Potdssio - KNaCsH406.4H,0 - CAS [6381-59-5]
Hidréxido de Sédio -NaOH - CAS [1310-72-2]

Sulfato de CobrePentahidratado- CuS0O4.5H,0- CAS [7758-99-8]

Sulfato de Sédio Anidro - Na,SO4- CAS [7757-82-6]

Agua Destilada

Pesar, em balanga analitica, 14g de fosfato dibdsico de Sédio anidro;

Pesar, em balanga analitica, 20g de tartarato duplo de Sédio e Potdssio, e;
Transferir, quantitativamente os dois reagentes para um becker de 1000
mL de capacidade, e dissolver em cerca de 200 ml de dgua destilada;
Adicionar a solucdo do becker, 50 mL de uma solucdo de hidréxido de Sédio
Normal;

Adicionar, sob agitacdo constante, 40 mL de uma solugdo de Sulfato de
Cobre 10%;

Pesar, em balanga analitica, 90g de sulfato de Sédio anidro e, transferir
quantitativamente para o becker jd contento as outras solugdes;

Solubilizar bem;

¢ Transferir, quantitativamente a solugdo do becker para um baldo

* & & o o

volumétrico de 500 mL de capacidade, lavando o becker com pequena porgdo
de dgua destilada;

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

Deixar em repouso por 48 horas ao abrigo do vento;

Apos este periodo, filtrar a solugdo em papel de filtro;

Armazenar esta solugdo em frasco escuro, com tampa rosquedvel.
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Solugdo de Hidroxido de Sédio 1N

Composigdo Quimica:

Hidroxido de Sédio -NaOH - CAS [1310-73-2]
Agua Destilada

Pesar, em balanga analitica, 4g de hidréxido de Sédio, em becker de 200 mL
de capacidade;

Levar o becker para banho e dgua fria, em capela;

Adicionar lenta e cuidadosamente, 50 mL de dgua destilada recentemente
fervida e resfriada;

Solubilizar bem;

Transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL de
capacidade, lavando o becker com pequena por¢do de dgua destilada;

Deixar esfriar;

Completar o volume do baldo a marca de aferigdo com dgua destilada;
Homogeneizar bem.

Solugdo de Sulfato de Cobre a 10%

Composigdo Quimica:

* o
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Sulfato de Cobrepentahidratado - CuS0O4.5H,0 - CAS [7758-99-8]
Agua Destilada

Pesar, em balanga analitica, 10g de Sulfato de Cobre;

Transferir, quantitativamente, para baldo volumétrico de 100 mL de
capacidade;

Adicionar cerca de 50 mL de dgua destilada, e;

Solubilizar bem;

Completar o volume do baldo a marca de aferigdo com dgua destilada;
Homogeneizar bem.
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REAGENTE DE NELSON - ARSENOMOLIBDATO

Composigdo Quimica:
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Molibdato de Amanio 4-Hidrato - (NH4)e M07024.4H,0 - CAS [12054-85-2]
Acido Sulfdrico concentrado - HoSO4 - CAS [7664-93-9]

Arseniato de Sddio 7-Hidrato - Na;,HAsO4.7H,0 - CAS [10048-95-0]

Agua Destilada

Pesar, em balanga analitica, 25g de Molibdato de Amadnio;

Transferir para um becker de 1000 mL de capacidade, e dissolver em
exatamente 450 mL de dgua destilada;

Adicionar a solugdo, sob constante agitagdo, 21 mL de dcido Sulfdrico
concentrado, com o auxilio de uma bureta;

Pesar, em balanga analitica, 3g de Arseniato de Sédio;

Transferir para um becker, e dissolver em exatamente 25 mL de dgua
destilada;

Transferir a solugdo obtida para o mesmo becker:;

Homogeneizar bem;

Incubar esta solugdo em estufa a 379C por 48 horas;
Apos este periodo, filtrar a solugdo em papel de filtro;
Armazenar esta solugdo em frasco escuro, com tfampa rosquedvel.

Observagdo:

Esta solugdo ndo se completa volume, por esta razdo, os volumes indicados de
dgua destilada devem ser o mais exato possivel.
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SOLUCAO PADRAO DE GLICOSE - 200ug/mL
Composigdo Quimica:

¢ Glicose p.a. Anidra - C¢H1204 - CAS [50-99-7]
¢+ Agua Destilada

Pesar, em balanga analitica 0,5g de Glicose p.a. Anidra;

Transferir, quantitativamente para baldo volumétrico de 250 mL de

capacidade;

Adicionar cerca de 50 mL de dgua destilada, e;

Solubilizar bem;

Completar o volume do baldo a marca de aferigdo com dgua destilada;

Homogeneizar bem;

Transferir, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, 10 mL da solugdo

obtida acima para baldo volumétrico de 100 mL de capacidade;

Completar o volume do baldo a marca de aferigdo com dgua destilada;

Homogeneizar bem;

¢ Usar esta solugdo para a obtengdo da Curva de Calibragdo para
Determinagdo Colorimétrica de Aglcares Redutores pela Técnica de
Somogyi&Nélson, segundo a Tabela I.

*® & & o o

Observagado:

Esta solugdo deverd ser preparada momentos antes do uso
SOLUGAO DE ACIDO CLORIDRICO 6,34 N
Composigdo Quimica

o Acido Cloridrico - HCI - CAS 7647-01-0
¢ Agua Destilada

¢ Transferir cuidadosamente em capela e com o auxilio de uma proveta,
530mL de dcido Cloridrico p.a. (pureza 37%) para baldo volumétrico de 1000
mL de capacidade, jd contendo cerca de 200 mL de dgua destilada;
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Agitar vagarosamente com movimentos rotatérios;

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

Armazenar esta solugdo em frasco ambar.

SOLUCAO DE HIDROXIDO DE SODIO 20%
Composigdo Quimica

¢ Hidréxido de Sédio - NaOH - CAS 1310-73-2
¢ Agua Destilada

¢ Pesar, em balanga digital o mais rdpido possivel, 200g de hidréxido de
Sédioem lentilhas, embecker de 1000 mL de capacidade;

¢ Dissolver com cerca de 300 mL de dgua destilada agitando com um
bastonete de vidro e mantendo o becker em banho de dgua fria;

¢ Transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 1000 mL de
capacidade, lavando o becker com pequenas porgdes de dgua destilada;

Elevar o volume_até proximo d marca de aferi¢cdocom dgua destilada;
Homogeneizar bem;

Deixar em repouso até esfriar;

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

Armazenar esta solugdo em frasco de polietileno.
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TABELA DE RESULTADOS:
CURVA PADRAO:
PONTOS DA | CONCENTRACAO | LEITURA 1 | LEITURA 2 | LEITURA 3
CURVA DE GLICOSE A = 535nm A =535nm | A = 535nm
(pg/mL)
Branco 0
1 20
2 40
3 60
4 80
5 100
AMOSTRA:
AMOSTRA | LEITURA 1| LEITURA 2 | LEITURA 3 MEDIA
A =535nm | A =535nm | A = 535nm LEITURA
ABSORBANCIA

A = 535nm




