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Objetivo: Determinar o teor total de fibras dietéticas (fibra alimentar) contida na

polpa de Jucara;

ATIVIDADE PRATICA

Materiais:

8 béqueres de 500ml;

8 cadinhos de vidro com fundo poroso, numero 2;
Termobmetro;

Proveta;

Folha de aluminio;

Papel manteiga;

Micropipeta,

Balanca analitica;

Phmetro;

Dessecador;

Mufla 525°C;

Estufa 105°C;

Banho Maria, temperatura constante 60°C e 95°C, agitacdo durante a

hidrélise enzimatica;

Reagentes necessarios:

Etanol 95%;

Etanol 78%;

Tampéao Fosfato de sédio, pH 6,0;
NaOH, 0,275N;

HCI, 0,325N;

TDF -1002 KIT (Sigma):
A-amilase;

Protease;

Amiloglucosidade;

Celite;
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Procedimento:

1° Dia:

Fazer o procedimento para medir o branco com os mesmos reagentes

utilizados para a determinacdo de TDF das amostras.

As amostras e branco deverao ser feitas pelo menos em quadruplicata,

sendo duas para proteinas e duas para cinzas, para que se tenha uma avaliacéo
com melhor exatidao.

1. Pesar em quadruplicata 1g de amostra (em papel manteiga) seca e

desengordurada (se mais de 10% de gordura) passando-a para
o béquer.

Peso das Amostras: SW

. Adicionar 50 ml de tampé&o fosfato de sodio pH 6,0 em cada béquer.
. Adicionar e 0,10ml (100uL) de enzima a-amilase em cada béquer.

. Cobrir cada béquer com folha de aluminio e colocar em banho-maria.

Agitar o béquer cuidadosamente por 5 minutos. Incubar por 15 minutos
a 95° C (contar o tempo a partir do momento em que a temperatura
interna do béquer tiver atingindo a temperatura desejada).

. Deixar resfriar em temperatura ambiente.

. Ajustar o pH das solugbes para 7,5, adicionando 10 ml de NaOH

0,275N em cada béquer.

. Adicionar e 0,10ml (100uL) de protease (50mg de protease em 1mL de

tampao fosfato) em cada béquer.

. Cobrir cada béquer com folha de aluminio e colocar em banho-maria

a 60°C com agitacdo continua por 30 minutos (depois que a
temperatura interna do beéquer tiver alcancado a temperatura
desejada).
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9. Deixar as solucdes esfriar até atingir a temperatura ambiente.

10. Ajustar o pH das solugdes para 4,6, adicionando 10 ml de HCI 0,325N
em cada béquer.

11. Adicionar e 0,10ml (100uL) de Amiloglucosidade.

12. Cobrir cada béquer com folha de aluminio e colocar em banho-maria
a 60°C com agitacdo continua por 30 minutos (depois que a
temperatura interna do béquer tiver alcancado a temperatura
desejada).

13. Adicionar aproximadamente 400ml (4 vezes o volume do hidrolisado)
de etanol 95% (pode ser alcool comercial) em cada béquer.

14.Deixar a solu¢gbes em repouso durante uma noite em temperatura
ambiente, para permitir uma completa precipitacdo. (OBS: a fibra
soluvel estad no sobrenadante, a fibra insollvel j& esté precipitada).

e 2%Dia:

Preparo
e Cadinhos:

Lavar os cadinhos de vidro com fundo poroso. Aquece-los por uma hora
a 525°C e resfria-los. Enxagua-los com agua e seca-los. Adicionar 0,5¢g de celite
em cada cadinho coloca-los na estufa por uma hora ou mais a 130°C. Resfria-
los em dessecador, pesar com precisdo de cerca de 0,1 mg. Registrar como:
“celite +peso do cadinho” ou W1.

Peso dos cadinhos: W1
Amostras Brancos
Cadinho 1: Cadinho 5:
Cadinho 2: Cadinho 6:
Cadinho 3: Cadinho 7:
Cadinho 4: Cadinho 8:

15. Filtragao: molhar o fundo do cadinho e redistribuir a Celite. Utilizando
etanol 78%. Aplicar uma leve succ¢éao (com bomba a vacuo) para secar
a Celite. Manter a succéo e transferir quantitativamente o precipitado
e a suspensao de cada béquer para os respectivos cadinhos. Lavar o
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béquer com trés porgdes de 10mL de etanol 78% colocando todo o
residuo no cadinho e duas por¢des 10mL de etanol 95%.

16. Secar os cadinhos contendo residuos durante a noite em estufa
105°C.

e 3°Dia:

17.Resfriar todos os cadinhos em dessecador, pesando com precisao de
0,1mg e anotar os pesos como “residuos+ celite+ peso de cadinhos”

ou W2.
Peso dos cadinhos: W2
Amostras Brancos
Cadinho 1: Cadinho 5:
Cadinho 2: Cadinho 6:
Cadinho 3: Cadinho 7:
Cadinho 4: Cadinho 8:

18. Analisar os residuos de duas amostras e dois brancos para proteina
por andlise de Nitrogénio por Kjeldhal.

19. Determinar o teor de cinzas nos residuos dos cadinhos de duas
amostras e dois brancos por 5 horas a 525°C. Resfriar em dessecador
e pesar com precisao de a 0,1mg, anotando o peso como “cinzas +
celite + peso do cadinho” ou W3.

Peso dos cadinhos: W3
Amostras Brancos
Cadinho 1: Cadinho 5:
Cadinho 2: Cadinho 6:

Célculo:

Peso dos residuos total (RT) = W2 - W1

Peso das cinzas (C) = W3 - W1

Peso da proteina (P) = W2

Branco (B) = RT branco — P branco - C branco
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[RT amostra — P amostra — C amostra — B branco]
N4

%TDF = .100

%TDF = fibras dietéticas totais (g)

RT = peso médio dos residuos total da amostra (g)
P = peso médio das proteinas da amostra (g)

C = peso médio das cinzas da amostra (g)

B = peso médio dos residuos total do branco (g)
SW = peso médio das amostras (g)
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