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Apresentacao

Fruto do trabalho conjunto da equipe técnica dos Laboratérios Nacionais Agropecua-
rios (Lanagro), coordenados pela Sra. Josinete Freitas no ambito da Coordenacao-Geral
de Laboratérios Agropecudrios (CGAL) e apoiados pelo Departamento de Inspecao de
Produtos de Origem Animal (Dipoa), este Manual tem por objetivo estabelecer e padro-
nizar os métodos oficiais para analise de alimentos de origem animal para uso na Rede
Nacional de Laboratérios Agropecuarios do Sistema Unificado de Atencao a Sanidade
Agropecuaria.

Anseio de varios setores da cadeia produtiva agropecuaria, a elaboracao deste Manual
foi pautada na observacao das metodologias analiticas definidas nos diversos regulamen-
tos técnicos nacionais e acordos internacionais nos quais o Brasil é participe, buscando
aprimorar, atualizar e uniformizar as praticas analiticas em uso na Rede Nacional de
Laboratérios Agropecuarios, estabelecendo uma base sélida nao apenas para as agoes fis-
calizatérias do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, mas também para
que a sociedade possua ferramentas adequadas para o acompanhamento e garantia da
qualidade dos alimentos de origem animal consumidos no Brasil.

Bruno Parente
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Métodos quimicos






Carnes e produtos cdarneos

1.1 Acido sérbico e/ou sorbatos

Utilizar o método descrito na norma NMKL 124, expressando o resultado obtido em
“g/100g” com trés casas decimais. Analisar a parte interna (massa) e o envoltério se-
paradamente sempre que a legislacao permitir a adicao de conservantes apenas na parte
externa para tratamento de superficie.

1.2 Acido benzbico e/ou benzoatos

Utilizar o método descrito na norma NMKL 124, expressando o resultado obtido em
“g/100g” com trés casas decimais. Analisar a parte interna (massa) e o envoltério se-
paradamente sempre que a legislacao permitir a adicao de conservantes apenas na parte
externa para tratamento de superficie.

1.3 Amido - qualitativo

1.3.1 Principio

A reacgado entre amido e o iodo forma um composto de absorcao de coloracao azul.

1.3.2 Campo de aplicacao

Produtos carneos.

1.3.3 Materiais e equipamentos

e Balanca analitica com resolu¢ao minima de 0,1 g;
e Béquer de 150mlL;
e Pipetas graduadas de 1 e 20mL;

e Placa aquecedora;
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e Processador de alimentos ou moinho;
e Proveta de 50 mL;

e Tubo de ensaio de 25 mL.

1.3.4 Reagentes e solucgoes

e Solugao de Lugol:

Dissolver 1,25g de iodo (Iy) e 2,5¢g de iodeto de potassio (KI) em uma pequena
porcao de agua e diluir para 25 mL.

1.3.5 Preparo da amostra

Cortar a amostra em pedagos (exceto o invélucro, quando presente em produtos em-
butidos), passar em moinho ou processador de alimentos até obtengdo de uma massa
homogénea. Em béquer de 150 mL, colocar entre 5 e 6 g de amostra, adicionar 30 mL de
agua e aquecer em placa aquecedora até fervura por 5 minutos. Filtrar, esfriar e transferir
uma aliquota de aproximadamente 15 mL do filtrado para o tubo de ensaio.

1.3.6 Procedimento de analise

Adicionar 2-3 gotas de solucao de Lugol a amostra preparada conforme 1.3.5 e observar
imediatamente a presenca ou auséncia de coloracao azul. Caso observe-se um coloracao
enegrecida, repetir o ensaio com uma quantidade menor de Lugol. A coloragao pode
esvanecer na presenca de luz.

1.3.7 Expressao dos resultados

Reportar positivo caso se observe o aparecimento de coloragao entre azul acinzentado
(@) e azul (@).

Obs.: O aparecimento de uma coloragao violacea ou vermelho parda indica a presenca
de amido modificado ou dextrinas.

1.3.8 Referéncias bibliograficas

AOAC International. Official Methods of Analysis of AOAC International, Official
Method 935.49. 20 ed. Rockville: 2016.

1.4 Amido - quantitativo

Utilizar o método descrito na secao 1.5 ou nas normas ISO 5554 ou ISO 10520, ex-
pressando o resultado obtido em “g/100g” com uma casa decimal.
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1.5 Amido e Carboidratos Totais

1.5.1 Principio

Baseia-se na quantificagao espectrofotométrica a 620 nm do composto colorido formado
pela reacao entre a antrona e a glicose, proveniente da hidrolise dos carboidratos presentes

na amostra.

1.5.2 Campo de aplicacao

Derivados de pescados, carnes e produtos carneos.

1.5.3 Materiais e equipamentos

Agitador vértex;

Balanga analitica com resolucao minima de 0,0001 g;
Banho-maria;

Balao volumétrico de 500 mL;

Centrifuga capaz de gerar uma RCF de 1000x g ou superior;
Cubeta de quartzo;

Espectrofotometro UV /Vis;

Estufa;

Funil;

Micropipetas de 50 a 2000 pL;

Pipetas volumétricas de 2 e 10 ml;

Processador de alimentos ou moinho;

Tubo de centrifuga de fundo conico 25 ou 50 mL;

Tubos de ensaio.

1.5.4 Reagentes e solugoes

Solucao de acido sulftrico (HySOy) 76:24 (v/v):

Adicionar a 760 mL de Acido Sulfirico 98%, 240mL de dgua Tipo I.

Solugdo de 4cido sulfarico (HySOy4) 0,25 mol L1
Solugao de dlcool etilico (CoHs0H) 80% (v/v);

Eter etilico p.a;
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e Solugao de Antrona (Cy14H;(0):

Dissolver 0,1 g de Antrona em 100 mL de Solugao de acido sulfurico (HySO,) 76:24
(v/v). A solugdo ¢é estavel a 4°C, devendo ser descartada quando se tornar verde.
Uma vez que a antrona reage com celulose e outros contaminantes, é essencial lavar
com alcool etilico todos os frascos de vidro que serao postos em contato com ela.

e Solugao de D-glicose (CgH;206) 0,01%:

Esta solucao deve ser preparada diariamente por diluicao de solucao estoque a 1%
(m/v) de D-glicose. A solugao estoque pode ser mantida refrigerada por até uma
semana.

1.5.5 Preparo da amostra

(a)

(b)

Produtos de salsicharia:

Retirar os invélucros, cortar em pedagos, passar em moinho ou processador até
obtencao de uma massa homogénea.

Carne de aves, bovina e suina:

Retirar por¢oes de varias regides da amostra. Cortar em pedagos menores e ho-
mogenizar em moinho ou processador.

1.5.6 Procedimento de analise

(a)

Preparo da curva de calibragao:

Pipetar aliquotas de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500 e 2000 pL. da solucao de D-
glicose a 0,01% para tubo de ensaio e adicionar 4gua Tipo I de modo que todos eles
venham a conter um volume final de 2mL, obtendo-se assim as solugoes padroes.
Seguir conforme o item k do procedimento. Zerar o equipamento com o branco de
reagentes utilizando 2 mL de 4gua Tipo I. Deve-se utilizar uma curva de calibracao
recém preparada a cada nova batelada de amostras.

Para anélise de carboidratos totais e amido, pesar porc¢oes independentes de apro-
ximadamente 0,5g de amostra perfeitamente homogeneizada, diretamente para
tubo de centrifuga.

Lavar com 5mL de éter etilico, agitar em vértex e centrifugar por 5 minutos,
retendo o residuo centrifugado. Repetir este procedimento por mais duas vezes;

Na amostra destinada a analise de amido, lavar o residuo centrifugado da etapa
anterior com 5mL de solugao a 80% (v/v) de alcool etilico a quente (entre 60 a
70°C), agitar em voértex e centrifugar por 5 minutos, retendo o residuo centrifu-
gado. Repetir este procedimento duas vezes mais;

Secar o residuo centrifugado em estufa a 105°C £+ 2°C por 1 hora;

Adicionar 10 mL de solucao de 4cido sulftrico 0,25mol L™! e colocar o tubo em
banho-maria, tendo o cuidado de manter o nivel da soluc¢ao contida no tubo abaixo
do nivel de agua do banho;
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(g) Aquecer por 1 hora, mantendo o nivel da dgua do banho acima do nivel da solugao
no tubo, agitando o contetido do tubo ocasionalmente;

ecorrido o tempo estabelecido, transferir quantitativamente o conteiido do tubo
h) D idoot tabelecido, t feri titati t tetudo do tub
para balao volumétrico de 500 mL e completar o volume com agua;

(i) Homogeneizar e deixar decantar;

(j) Pipetar 2mL do sobrenadante para tubo de ensaio previamente lavado com alcool
etilico (a presenca de contaminantes ou poeira no tubo pode produzir resultados
erréneos);

Obs. Para amostras que contenham acima de 10% de carboidratos totais ou amido,
utilizar 1 mL desta solugao e 1 mL de agua.

(k) Adicionar 10mL de solu¢do de antrona ao tubo referente a amostra e tubos da
curva padrao, levando-os ao banho-maria com agua em ebuli¢cdo por 10 minutos;

(1) Retirar do banho e deixar esfriar;

(m) Zerar o equipamento com o branco de reagentes e proceder a leitura da absorbancia
em comprimento de onda de 620 nm;

(n) Construir a curva de calibragdo langando no eixo das ordenadas os valores de
absorbancia e no eixo das abscissas as concentracoes finais de glicose em 50, 75,
100, 125, 150 e 200 pg de glicose/2mL.

1.5.7 Calculo e expressao dos resultados

Para calculo de amido:

C -500-0,90
Teor d id 1 = -
eor de amido, em g/100 g v 10.000
Para calculo de carboidratos totais:
C - 500

Teor de carboidratos totai 100g = - ——o100
eor de carboidratos totails, em g/ g V -m - 10.000

onde:

C = Concentracao na aliquota, obtida da curva padrao, em ng de gligose/2 mL;
m = massa da amostra, em g;

V' = volume da aliquota tomada do balao de 500 mL, em mL;

0,9 = fator de conversao glicose/amido;

500 = fator de dilui¢do devido ao balao de 500 mL;

10.000 = fator de conversao pgg ' para g/100g.

1.5.8 Referéncias bibliograficas

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Instrucio Normativa
n® 20, de 21 de julho de 1999: Oficializa os Métodos Analiticos Fisico-Quimicos, para
Controle de Produtos Cdrneos e seus Ingredientes - Sal e Salmoura. Diario Oficial [da]
Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 27 de julho de 1999. Secao 1, p. 10.
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ESPANA. Ministério de Agricultura y Alimentacién. Secretaria General de Alimen-
tacion. Métodos oficiales de analysis. v.4, 1990. p. 293-295.

Moraes, O.M.G. e Chaves, M.B. Método espectrofotométrico para determinacao de
amido em produtos cdrneos. In: ENCONTRO NACIONAL DE ANALISTAS DE ALI-
MENTOS, 1988, Belo Horizonte. Resumos. Belo Horizonte, 1988.

1.6 Anidrido sulfuroso e sulfitos

Utilizando o método descrito na norma AOAC 990.28, determinar o teor de sulfitos
na amostra, expressando o resultado em “g de SO5/100g” com trés casas decimais.

1.7 Atividade de Agua

Determinar, utilizando um dos métodos descritos na norma ISO 21807 e em acordo
com as instrugoes do fabricante do instrumento utilizado, o valor da atividade de agua,
reportando o resultado obtido com trés casas decimais.

1.8 Calcio em base seca

Determinar o teor de cédlcio na amostra utilizando o método descrito nas normas
AOAC 983.19 ou NMKL 153. Com o auxilio do teor de umidade na amostra, determinado
utilizando o método descrito na norma ISO 1442, expressar o teor de célcio em base seca
em “g/100g de base seca” com uma casa decimal:

100-C

Célci 100g de b = —
alcio, em g/100 g de base seca 00—T

onde:
C' = Teor de célcio na amostra, em g/100 g;
U = Teor de umidade na amostra, em g/100 g.

1.9 Cloreto de Sédio (NaCl)

Determinar o teor de Cloreto de Sodio, NaCl, utilizando o método descrito na norma
ISO 1841-1 ou, opcionalmente, na norma ISO 1841-2. Reportar o resultado obtido em
“g de NaCl/100g” com uma casa decimal.

1.10 Colageno

Determinar o teor de hidroxiprolina na amostra de acordo com o método AOAC 990.26,
convertendo-o em colageno pela equagao:

Teor de coladgeno, em g/100g = H - 8

onde H é o teor de hidroxiprolina. Reportar o resultado em “g/100g” com duas casas
decimais.



Carnes e produtos carneos 9

1.11 Corantes Artificiais

Utilizando a metodologia descrita na norma NMKL 130, reportar “presenca de nome
comum (cddigo INS)” para cada corante identificado. Reportar “presenca de corante
hidrossoluvel nao identificado” caso seja detectado um corante sem correlacdo com o0s
corantes testados no método. Deve-se testar, em adigdo aos corantes descritos na norma,
a presenca do corante carmoisina (INS 122).

1.12 Deteccao de formaldeido

Utilizar o método B da norma AOAC 931.08. Reportar “positivo” caso seja detectada
a presenca de formaldeido na amostra e “negativo” em caso contrario.

1.13 Deteccao de Polifosfatos

Utilizar o método descrito no Capitulo 5, Secao 5.9.

1.14 Determinacao da Relacdo U/P em aves

1.14.1 Principio

Fundamenta-se na determinacao do teor de umidade, proteina e sua relagao em cor-
tes de aves resfriados ou congelados e carcagas de aves resfriadas, incluindo-se liquidos
agregados a embalagem do produto.

1.14.2 Campo de aplicacao

Cortes de aves resfriados ou congelados e carcagas de aves resfriadas.

1.14.3 Materiais e equipamentos

e Balanca analitica com resolu¢ao minima de 0,1 g;

e Moinho proprio para triturar e homogenizar a amostra até obtencao de uma massa
homogénea;

e Papel toalha;

e Sacos plasticos impermedaveis, com capacidade minima de quatro litros.

1.14.4 Reagentes e solucgoes

Nao aplicavel

1.14.5 Preparo da amostra

Manter as amostras sob refrigeracao ou congelamento, de acordo com sua exigéncia
de armazenamento até o momento do ensaio;
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1.14.6 Procedimento de analise

(a) Verificar se a embalagem priméaria estd intacta, ndo realizando a andlise caso a
mesma esteja danificada;

(b) Limpar e enxugar o exterior da embalagem;

(c) Pesar o produto em sua embalagem original e obter a massa (mq);
(d) Pesar um saco plastico impermeavel (m;);

)

(e) Abrir a embalagem, transferir a amostra para o saco plastico impermedvel, to-
mando cuidado para que nao haja perda de amostra, liquido ou gelo. Pesar o
conjunto (my);

(f) Secar a embalagem original do produto e pesar (ms);

(g) Transferir o contetido do saco plastico (item e) para o moinho e triturar até obter
uma massa homogénea;

(h) Determinar o teor de umidade (%U) da amostra de acordo com a norma ISO 1442;
(i) Determinar o teor de proteina (%P) da amostra de acordo com a norma ISO 1871,

utilizando fator de conversao de nitrogénio para proteina de 6,25.

1.14.7 Calculo e expressao dos resultados

Determinar a massa do liquido residual na embalagem (;), em gramas:
Ml:m0—<m2—m1>—m3
Calcular o percentual total de umidade na amostra, %U;, em “g/100g”:

<m2 —m1> %U+100Ml

mgo —ms3

%Ut —

Calcular o percentual total de proteina na amostra, %P;, em “g/100g”:

(m2 — ml) . %P
mo — M3

%Pt:

Calcular a relacdo umidade/proteina da amostra (U/P):

%U,

U/P:%Pt

Reportar os valores de Umidade (%U;), Proteina (%P;) e Relagdo U/P com duas casas
decimais.

1.14.8 Referéncias bibliograficas

COMUNIDADE EUROPEIA. Regulamento (CE) N.°543/2008 da Comissio de 16 de
junho de 2008. Estabelece regras de execugao do Regulamento (CE) n.°1234/2007. Jornal
Oficial da Uniao Europeia, [s.1.]:2008.
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1.15 Indice de Peréxidos

Utilizar o método descrito na norma ISO 3960 para determinacéo do Indice de Peré-
xidos na amostra, em “mEq de Os/kg”. Se necessario, corrigir o valor obtido pelo teor
de gordura, expressando o resultado final em “mEq de Oy/kg de gordura” com uma casa
decimal.

1.16 Lipidios Totais

Determinar o teor de Lipidios Totais utilizando o método descrito na norma ISO 1443
ou, opcionalmente, na norma NMKL 181. Reportar o valor obtido em “g/100g” com uma,
casa decimal.

1.17 Nitritos e Nitratos

Determinar, utilizando o método descrito nas normas NMKL 165 (nitritos e nitratos),
NMKL 194 (nitritos e nitratos) ou ISO 2918 (nitritos) e ISO 3091 (nitratos), o teor de
nitritos e nitratos na amostra, expressando os resultados obtidos em “g de NaNO, /100 g”
com trés casas decimais.

1.18 Nitrogénio total

Determinar o teor de nitrogénio na amostra de acordo com a norma ISO 1871, expres-
sando o resultado obtido em “g de N/100g” com duas casas decimais.

1.19 pH

Determinar o pH no extrato homogeneizado da amostra, conforme metodologia des-
crita na norma ISO 2917. Reportar o valor obtido com duas casas decimais.

1.20 Proteina

Determinar o teor de nitrogénio na amostra de acordo com a norma ISO 1871. Mul-
tiplicar o valor obtido por 6,25 para obtenc¢ao do teor de proteina. Expressar o resultado
obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

1.21 Relacdo Umidade/Proteina

A partir dos resultados para o Teor de Umidade e Teor de Proteinas, obtidos utilizando-
se os métodos estabelecidos neste Manual, calcular a relagdo U /P, expressando o resultado
final com duas casas decimais.
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1.22 Residuo Mineral Fixo (Cinzas)

Determinar o teor de Residuo Mineral Fixo (Cinzas) utilizando o método descrito na
norma ISO 936, reportando o resultado obtido em “g/100g” com uma casa decimal.

1.23 Teor de ossos

1.23.1 Principio

Baseia-se na digestao da porgao organica da amostra por solucao alcodlica de hidro-
xido de potassio para separacao das particulas ésseas, posteriormente quantificadas por
gravimetria.

1.23.2 Campo de aplicacao

Carne Mecanicamente Separada.

1.23.3 Materiais e equipamentos

e Balanga analitica com resolucao minima de 0,0001 g;

Balao volumétrico de 1000 mL;

Béqueres de 100 e 600 mL;

Centrifuga;

Chapa aquecedora;

Peneira com malha de 0,5 mm.

1.23.4 Reagentes e solucgoes

e Alcool etilico 95% ou superior;
e Alcool metilico, ACS;

e Solugao alcodlica de hidréxido de potéssio a 8% (m/v):

Em um béquer, dissolver 80 g de hidroxido de potassio em uma mistura contendo
85% de alcool etilico e 15% de 4lcool metilico. Transferir para baldao volumétrico de
1000 mL e completar para o volume.

1.23.5 Preparo da amostra

Homogeneizar a amostra, armazenando-a em recipiente hermeticamente fechado.
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1.23.6 Procedimento

Obs.: Efetuar o ensaio em duplicata.
(a) Pesar, em béquer de 600 mL, 100 g da amostra;

(b) Adicionar, sob aquecimento moderado, aproximadamente 200 mL de solucao al-
codlica de KOH, mantendo o aquecimento até a digestao da amostra;

(c) Resfriar e, com auxilio de centrifuga, decantar as particulas ésseas, lavando-as em
seguida com agua até a solucao de lavagem tornar-se limpida;

(d) Lavar as particulas dsseas com pequenas porgoes de alcool etilico, transferindo-as
para um béquer de 100 mL previamente pesado (my);

(e) Secar o recipiente contendo as particulas dsseas em estufa por duas horas e pesar.

(f) Retornar o recipiente para a estufa por uma hora e pesar. Repetir esta operagao
até que a diferenca entre duas pesagens consecutivas seja inferior a 5mg (m);

(g) Por meio da peneira de malha de 0,5 mm, particionar as particulas secas de acordo
com sua granulometria;

(h) Obter a massa da fragao retida (ms).

1.23.7 Calculo e expressao dos resultados

me - 100
mi; — Mo

% de particulas 6sseas menores que 0,5 mm = 100 —

Reportar, como niimero inteiro, a média do valor percentual de particulas 6sseas me-
nores que 0,5mm obtido em cada duplicata.

1.23.8 Referéncias bibliograficas

Beraquet, N. J.; Galvao, M. T. E. L.; Arima, H. K. e Silva, R. Z. M. da. Efeito das
condicoes de processamento e tipo de matéria-prima no rendimento e na composicao de
carne de frango mecanicamente separada. Coletanea do ITAL, vol. 19(2), p. 196-203,
1989.

1.24 Teste de gotejamento (dripping test)

1.24.1 Principio

Baseia-se na determinacao gravimétrica do teor de liquido perdido pelas aves congela-
das no degelo em condig¢oes padronizadas. O resultado final do ensaio é a média aritmética
do percentual de liquido perdido de 6 carcagas.

1.24.2 Campo de aplicagao

Carcagas de aves congeladas.
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1.24.3 Materiais e equipamentos

e Balanga com resolu¢ao minima de 0,1 g;

e Banho com circulagao de agua, controlada termostaticamente a temperatura de
42°C £ 2°C, e volume de dgua nao inferior a 8 vezes o volume das carcacas a serem
controladas;

e Barbante;

e Guias ou pesos para manter as carcacas mergulhadas verticalmente;

e Sacos plasticos, resistentes e impermeaveis com capacidade suficiente para conter a
carcaca e permitir um fechamento seguro;

e Termometro de superficie ou de infravermelho;

e Toalhas de tecido ou papel para enxugar a carcaca.

1.24.4 Reagentes e solucgoes

Nao aplicavel.

1.24.5 Preparo da amostra

As carcacas nao podem sofrer descongelamento desde a coleta até sua recepcao no la-
boratoério, devendo ser mantidas em estado fisico congelado sélido. A andlise sera iniciada
estando as aves a uma temperatura de —12°C 4+ 1°C, medida em sua superficie externa.

1.24.6 Procedimento

(a)

Enxugar o lado externo da embalagem de modo a eliminar todo o liquido e gelo
aderido;

Pesar a ave, obtendo-se My;

Retirar a carcaga congelada de dentro da embalagem (com as visceras, se presen-
tes), enxugar a embalagem e pesa-la, obtendo-se Mj;

Introduzir a carcaga, com os mitdos, num saco plastico com a cavidade abdominal
voltada para o fundo do saco plastico e fecha-lo tendo o cuidado de retirar o excesso
de ar por meio de pressao manual;

Mergulhar completamente no banho a parte do saco que contém a carcacga e as
visceras, de tal maneira que a dgua nao penetre no interior do mesmo. Os sacos
individuais nao devem tocar uns nos outros;

Repetir este procedimento para as outras 5 carcagas;

Manter os sacos no banho de agua a 42°C + 2°C com circulacdo continua de
acordo com os tempos definidos na Tabela 1.
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Tabela 1: Tempos de imersao de acordo com a massa da ave.

Massa da ave mais visceras, em g  Tempo de imersao, em min

Até 800 65
801 a 900 72
901 a 1000 78
1001 a 1100 85
1101 a 1200 91
1201 a 1300 98
1301 a 1400 105

Nota: Acima de 1400 g, aumentar o tempo de permanéncia no banho
em 7 minutos para cada 100 g adicionais na massa da ave.

(h) Apéds o periodo de imersao, retirar o saco plastico do banho, abrir um orificio na
parte inferior de modo que a agua liberada pelo descongelamento possa escorrer e
deixar a temperatura ambiente entre 18 °C e 25°C entre 60 e 65 minutos;

(i) Retirar a carcaga descongelada do saco e as visceras da cavidade tordcica e enxugar
a carcaca interna e externamente;

(j) Perfurar o invélucro das visceras, deixar escoar e secar o invélucro e as visceras
descongeladas;

(k) Pesar a carcaca descongelada juntamente com as visceras e seu invélucro, obtendo-
se Mo;
(1) Pesar o invélucro que continha as visceras, obtendo-se Msj.

Obs. Caso as aves nao contenham visceras, M serd o peso da carcaca descongelada
e Mj sera igual a zero.

1.24.7 Calculo e expressao dos resultados

My — My — M.
% de liquido perdido por carcaca = MZ — Mi — MZ - 100
Reportar o valor do “% de liquido perdido” por carcaca e a média aritmética do “%
de liquido perdido” com uma casa decimal.

1.24.8 Referéncias bibliograficas

Sonia Dedeca da Silva de Campos. Parametros de qualidade de frangos congelados:
caracterizacao e alteracoes decorrentes da estocagem. Tese: Doutorado em Engenharia de
Alimentos. Universidade Estadual de Campinas. Campinas: 1993.

FAO. Manual of food quality control 3. Roma: 1979.

1.25 Umidade

Determinar o teor de Umidade utilizando o método descrito na norma ISO 1442,
reportando o resultado obtido em “g/100g” com uma casa decimal.
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Leite e produtos lacteos

2.1 Acidez

2.1.1 Caseinas — acidez livre

Utilizar o método descrito na norma IDF 91, expressando o resultado com duas casas
decimais em “mL NaOHO0,1N/g”.

2.1.2 Creme de leite

Utilizar o método descrito na norma AOAC 947.05, expressando o resultado com duas
casas decimais em “g de ac. latico/100 g”.

2.1.3 Gordura anidra do leite (butter oil)

Utilizar o método descrito na norma IDF 6, expressando o resultado com duas casas
decimais em “g de ac. oleico/100 g de gordura”.

2.1.4 Leite em p6 — acidez titulavel

Utilizar o método descrito na norma IDF 86, expressando o resultado com uma casa
decimal em “mL NaOH 0,1N/10g SNG”.

2.1.5 Leites fermentados

Utilizar o método descrito na norma IDF 150, expressando o resultado com duas casas
decimais em “g de 4c. latico/100 g”.

2.1.6 Manteiga

Utilizar o método descrito na norma IDF 6, expressando o resultado com duas casas
decimais em “milimoles/100 g de matéria gordura”.

17
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2.2 Acidez em leite fluido

2.2.1 Principio

Consiste na titulagdo, utilizando como indicador a fenolftaleina, de uma porcao da
amostra por uma solugao alcalina de concentragao conhecida.

2.2.2 Campo de aplicacao

Este método aplica-se a leite cru, leite pasteurizado, leite de cabra e leite UHT.

2.2.3 Materiais e equipamentos

e Balanca com resolugao minima de 0,01 g;

e Banho-maria;

Béquer de 100 mL;

Bureta com resolucao minima de 0,05 mL;

Pipeta volumétrica de 20 mL;

Proveta de 50 mL.

2.2.4 Reagentes e solucoes
e Solugao alcodlica de fenolftaleina a 1% (m/v);
e Solugio de hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1 mol L™

e Solugao de fucsina P.A. (C.I. 42510):

Dissolver 0,06 g de fucsina em 50 mL de alcool etilico absoluto contendo 0,5 mL de
acido acético p.a. Completar o volume para 100 mL com alcool etilico.

2.2.5 Preparo da amostra

Homogenizar a amostra a temperatura ambiente, agitando e invertendo o recipiente
ou embalagem 5 ou 6 vezes. Quando a amostra contiver grumos de creme, aquecer entre
38°C e 40 °C em banho-maria, esfriar até temperatura ambiente agitando ocasionalmente.

2.2.6 Procedimento de analise

(a) Pipetar, para um béquer de 100 mL, 20 mL: da amostra. Se necessario expressar o
resultado em “g de 4c. latico/100 g”, registrar a massa da amostra;

(b) Adicionar ao béquer 40 mL de dgua livre de gas carbonico;

(c¢) Adicionar 2mL da solucao de fenolftaleina a 1% (m/v);
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(d) Titular com solucio de hidréxido de sédio 0,1 mol L™ até aparecimento de colo-
racao rosea forte persistente por aproximadamente 30 segundos.

Obs.: Deve-se utilizar como padrao de coloragao para o ponto final da titulacao
uma solucao de 20mL da amostra diluida em 40 mL de dgua a qual se adicionou

100 nLi da solucao de fucsina.

2.2.7 Calculo e expressao dos resultados

V.f-0,1-0,09-100
20

Acidez em g de dc. latico/100 mL =

onde:
V' = volume de solucdo de hidréxido de sédio 0,1mol L=! gasto na titulacdo, em mL;
f = fator de correcao da solucao de hidréxido de sédio 0,1 mol L=1;
0,09 = fator de conversao para acido latico;
0,1 = molaridade de solucao de hidréxido de sodio;
20 = volume da amostra.
Se necessario expressar a acidez em “g de ac. ldtico/100g”:

V-f-0,1-0,09-100
m

Acidez em g de 4c. latico/100g =

onde:
V' = volume de solu¢io de hidréxido de sddio 0,1 mol L™! gasto na titulacdo, em mL;
f = fator de correcao da solucao de hidréxido de sédio 0,1 mol L~1;
0,09 = fator de conversao para acido latico;
0,1 = molaridade de solug¢ao de hidroxido de sédio;
m = massa da amostra.
Em ambos os casos, expressar o resultado obtido com duas casas decimais.

2.2.8 Referéncias bibliograficas

AOAC International. Official Methods of Analysis of AOAC International, Official

Method 947.05. 20 ed. Rockville: 2016.

2.3 Acidez em manteiga da terra e manteiga comum

2.3.1 Principio

Fundamenta-se na reagao de neutralizacao pelo hidréxido de sédio em presenca de

fenolftaleina como indicador.

2.3.2 Campo de aplicacao

Este método é aplicavel, unicamente, a manteiga da terra (manteiga de garrafa) e
manteiga comum. Este método nao tem equivaléncia com o método descrito na norma

IDF 6.
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2.3.3 DMateriais e equipamentos

e Balanca analitica com resolu¢do minima de 0,01 g;

e Bureta com resolu¢do minima de 0,05 mL;

Erlenmeyer ou béquer de 100 mL;

Estufa;

Papel de filtro qualitativo;

pH-metro;
Proveta de 50 mL.

2.3.4 Reagentes e solucoes
e Solugao alcodlica de fenolftaleina a 1% (m/v);
e Solugio padronizada de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol L™1;

e Solugao de alcool etilico (CoH5OH) e éter etilico (C4H190) (142) (v/v).

2.3.5 Preparo da amostra

Transferir para um béquer cerca de 50g de amostra e fundir em estufa entre 50 e
60 °C. Deixar repousar para separar as camadas. Decantar a camada gordurosa, filtrando
através de papel de filtro seco para um béquer também seco. Utilizar esta por¢ao para
analise.

2.3.6 Procedimento de analise

(a) Pesar entre 4,90 e 5,10 g da porgao gordurosa em béquer de 100 mL;
(b) Adicionar 40 mL da solugao alcool-éter;

(c) Titular a amostra com solugao de hidréxido de sédio 0,1 mol L™! até aparecimento
de coloracao résea persistente por aproximadamente 30 segundos ou, opcional-
mente, pH 8,4;

(d) Repetir o procedimento utilizando apenas 40 mL da solugao alcool-éter (branco).

2.3.7 Calculo e expressao dos resultados

(V - ‘/branco) : f . 07 1-100

m

Acidez em solugao alcalina normal % (SAN %) =

onde:

V' = volume da solugao de hidréxido de sédio 0,1 mol L™! gasto na titulacdo, em mL;
Viranco = volume da solucao de hidréxido de sédio 0,1 mol L~! gasto na titulacao do branco,
em mL;
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f = fator de correcdo da solucao de hidréxido de sédio 0,1 mol L=1;

m = massa da amostra, em gramas;

0,1 = concentracao em molar da solugao de hidréxido de sédio.
Expressar os resultados com duas casas decimais.

2.3.8 Referéncias bibliograficas

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecuéria.
Laboratério Nacional de Referéncia Animal. Métodos analiticos oficiais para controle de

produtos de origem animal e seus ingredientes: II — Métodos fisicos e quimicos. Brasilia:
1981.

2.4 Acido benzoico e/ou benzoatos

Utilizar o método descrito na norma IDF 139, expressando o resultado obtido em
“mg/kg” como um nimero inteiro.

2.5 Acido sérbico e/ou sorbatos

Utilizar o método descrito na norma IDF 139, expressando o resultado obtido em
“mg/kg” como um numero inteiro. Se demandado pelo RTIQ do produto, expressar o
resultado em “g/100g” com trés casas decimais.

2.6 Acucares em leite condensado

Em produtos sem adigao de outros agucares além da sacarose e lactose, determinar
o teor de sacarose de acordo com o método descrito na norma IDF 35. Caso o produto
apresente substituicao da sacarose por outros acucares, utilizar o método descrito na
norma NMKL 148 para quantificacao da sacarose, glicose, frutose e maltose. Reportar os
teores dos agucares quantificados em “g/100g” com uma casa decimal.

2.7 Amido — qualitativo

2.7.1 Principio

A reacgao entre amido e o iodo forma um composto de absorcao de coloracgao azul.

2.7.2 Campo de aplicacao

Leite fluido, condensado, fermentado e em po, queijo, requeijao e ricota.

2.7.3 Materiais e equipamentos

e Balanga analitica com resolu¢ao minima de 0,1 g;

e Béquer de 150 mlL;
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Pipetas graduadas de 1 e 20mL;
Placa aquecedora;

Processador de alimentos ou moinho;
Proveta de 50 mL;

Tubo de ensaio de 25 mL.

2.7.4 Reagentes e solucoes

e Amido soluvel;

e Solugao de Lugol:

Dissolver 1,25g de iodo (Iy) e 2,5¢g de iodeto de potassio (KI) em uma pequena
porc¢ao de agua e diluir para 25 mL.

2.7.5 Preparo da amostra

(a)

Leite condensado, queijo, requeijao e ricota:

Pesar 10 g da amostra homogeneizada em béquer de 150 mL, adicionar 50 mL de
agua e misturar. Aquecer em placa aquecedora até fervura por 5 minutos.

Leite fluido e leite fermentado:

Homogenizar a amostra a temperatura ambiente, agitando e invertendo o recipi-
ente ou embalagem 5 ou 6 vezes. Quando a amostra contiver grumos de creme,
aquecer de 38 a 40 °C em banho-maria, esfriar até temperatura ambiente agitando
ocasionalmente. Transferir 10 mL da amostra para tubo de ensaio, aquecer até
ebulicdo em banho-maria e deixar por 5 minutos. Esfriar em agua corrente.

Leite em po:

Homogenizar a amostra, agitando e invertendo o recipiente ou embalagem 5 ou 6
vezes. Reconstituir de acordo com as instrucoes do fabricante e transferir 10 mL
da amostra para tubo de ensaio, aquecer até ebulicdo em banho-maria e deixar
por 5 minutos. Esfriar em agua corrente.

2.7.6 Procedimento de analise

Adicionar 2-3 gotas de solugao de Lugol a amostra preparada conforme 2.7.5 e observar.

2.7.7 Expressao dos resultados

Reportar positivo caso se observe o aparecimento de coloragao entre azul acinzentado
(@) e azul (@).

Pode-se utilizar como referéncia uma amostra de leite sabidamente negativo adicionado
de 0,4gL~"! de amido.
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2.7.8 Referéncias bibliograficas

Carina de Souza Gondim, Roberto Cesar Santos de Souza, Marina de Paula Penna e
Palhares, Roberto Gongalves Junqueira e Scheilla Vitorino Carvalho de Souza. Perfor-
mance improvement and single laboratory validation of classical qualitative methods for
the detection of adulterants in milk: starch, chlorides and sucrose. Analytical Methods,
vol. 7(22), p. 9692-9701, 2015.

Carina de Souza Gondim, Roberto Gongalves Junqueira e Scheilla Vitorino Carvalho
de Souza. Interlaboratory validation of modified classical qualitative methods for detection

of adulterants in milk: starch, chloride, and sucrose. Food Analytical Methods, vol. 9, p.
2509-2520, 2016.

2.8 Cinzas

2.8.1 Caseina alimentar ao acido e lactica

Utilizar o método descrito na norma IDF 89, expressando o resultado com uma casa
decimal em “g/100g".

2.8.2 Caseina alimentar ao coalho e caseinatos

Utilizar o método descrito na norma IDF 90, expressando o resultado com uma casa
decimal em “g/100g”".

2.8.3 Doce de leite

Utilizar o método descrito na norma AOAC 930.30, expressando o resultado com uma
casa decimal em “g/100g”.

2.8.4 Leite de cabra

Utilizar o método descrito na norma AOAC 945.46, expressando o resultado com uma
casa decimal em “g/100 g”".

2.9 Cloreto de s6dio em manteiga

Utilizar o método descrito nas normas IDF 12 ou IDF 179, expressando o resultado
obtido em “g de NaCl/100g” com duas casas decimais.

2.10 Cloretos em leite fluido — qualitativo

2.10.1 Principio

Fundamenta-se na reagdo do nitrato de prata com os cloretos em presenca de cromato
de potassio como indicador.
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2.10.2 Campo de aplicacao

Este método é aplicavel a leite fluido.

2.10.3 Materiais e equipamentos

e Agitador tipo vortex;
e Pipetas graduadas de 5 e 10 mL;

e Tubos de ensaio.

2.10.4 Reagentes e solucoes

e Solugao de cromato de potéssio (KoCrOy4) a 5% (m/v);

e Solucao de nitrato de prata (AgNO3) com concentragdo molar entre 0,095 mol L~*
e 0,105 mol L1,

2.10.5 Preparo da amostra

Homogenizar a amostra a temperatura ambiente, agitando e invertendo o recipiente
ou embalagem 5 ou 6 vezes. Quando a amostra contiver grumos de creme, aquecer de 38
a 40°C em banho-maria, esfriar até temperatura ambiente agitando ocasionalmente.

2.10.6 Procedimento de analise

(a) Em tubo de ensaio colocar 10 mLi da amostra;

(b) Adicionar 4,5mL de solugao de nitrato de prata e agitar em vortex;

(¢) Adicionar 0,5mL de solugao de cromato de potassio e agitar em vortex;
)

(d) Observar a coloragao da solugao resultante e presenca de precipitado.

2.10.7 Expressao dos resultados

. -V V = A ] ] '_
Reportar “positivo” apenas se observada coloracdo amarela com auséncia de precipi
tados vermelhos.

2.10.8 Referéncias bibliograficas

Carina de Souza Gondim, Roberto Cesar Santos de Souza, Marina de Paula Penna e
Palhares, Roberto Gongalves Junqueira e Scheilla Vitorino Carvalho de Souza. Perfor-
mance improvement and single laboratory validation of classical qualitative methods for
the detection of adulterants in milk: starch, chlorides and sucrose. Analytical Methods,
vol. 7(22), p. 9692-9701, 2015.

Carina de Souza Gondim, Roberto Gongalves Junqueira e Scheilla Vitorino Carvalho
de Souza. Interlaboratory validation of modified classical qualitative methods for detection
of adulterants in milk: starch, chloride, and sucrose. Food Analytical Methods, vol. 9, p.
2509-2520, 2016.
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2.11 Corantes artificiais

Utilizando a metodologia descrita na norma NMKL 130, expressar o resultado como
“X de nome comum (cédigo INS)” para cada corante identificado, onde X é a quantidade
encontrada em g/100g com trés casas decimais ou mg/kg como um ntmero inteiro, de
acordo com a unidade expressa no RTIQ do produto analisado. Reportar “presenca de
corante hidrossoluvel nao identificado” caso seja detectado um corante sem correlacao
com os corantes testados no método. Deve-se testar, em adi¢do aos corantes descritos na
norma, a presenca do corante carmoisina (INS 122).

2.12 Densidade relativa a 15°C

2.12.1 Principio

O tubo oscilante em forma de “U” é uma técnica para determinacao da densidade de
liquidos e gases baseada na medida eletronica da frequéncia de oscilagao, a partir da qual
o valor da densidade ¢ calculado. O principio da medida baseia-se no modelo Massa-mola
de um oscilador.

2.12.2 Campo de aplicacao

Aplica-se a leite fluido.

2.12.3 DMateriais e equipamentos

e Densimetro digital de acordo com a norma ISO 15212-1: Oscillation-type density
meters - Part 1: Laboratory instruments.

2.12.4 Reagentes e solucoes

Nao aplicavel.

2.12.5 Preparo da amostra

Com o auxilio de um banho-maria, aquecer a amostra a 38°C + 2°C, mexer gentil-
mente a amostra até sua homogenizacao, esfriar até temperatura ambiente.

2.12.6 Procedimento de analise

Obter a densidade relativa da amostra a 15°C de acordo com as instrugoes do densi-
metro utilizado.

2.12.7 Expressao dos resultados

Reportar o valor obtido com 3 casas decimais.
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2.12.8 Referéncias bibliograficas

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. 15212-1:1998:
Oscillation-type density meters - Part 1: Laboratory instruments. Genebra: 2004.

2.13 Deteccao de gordura estranha (pureza de gor-
dura lactea)

De acordo com a metodologia descrita na norma IDF 202, reportar “positivo” ou
“negativo” quanto a presenca de gordura de origem nao lactea.

2.14 Deteccao de formaldeido

Utilizar o método B da norma AOAC 931.08. Reportar “positivo” caso seja detectada
a presenca de formaldeido na amostra e “negativo” em caso contrario.

2.15 Deteccao de peréxido de hidrogénio

2.15.1 Principio

A peroxidase, ao hidrolisar o perdxido de hidrogénio, libera oxigénio, o qual transfor-
mara o guaiacol da sua leuco para a forma corada.

2.15.2 Campo de aplicacao

Este método é aplicavel a leite fluido.

2.15.3 DMateriais e equipamentos

e Banho-maria;
e Pipetas de 2 e 10mL;

e Tubo de ensaio.

2.15.4 Reagentes e solucoes

e Leite cru;
e Solugdo de perdxido de hidrogénio (HoOs) a 3% (v/v);

e Solugao hidroalcodlica de guaiacol (C7HgO2) a 1% (v/v):

Em béquer de 50 mL, colocar 1 mL de guaiacol, adicionar 10 mL de alcool etilico p.a.
e agitar para dissolver. Transferir para balao volumétrico de 100 mL e completar o
volume com agua. Guardar em frasco ambar.
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2.15.5 Preparo da amostra

Homogenizar a amostra a temperatura ambiente, agitando e invertendo o recipiente
ou embalagem 5 ou 6 vezes. Quando a amostra contiver grumos de creme, aquecer de 38
a 40°C em banho-maria, esfriar até temperatura ambiente, agitando ocasionalmente.

2.15.6 Procedimento de analise

(a) Transferir 10 mL da amostra e 2mL de leite cru para um tubo de ensaio, aquecer
em banho-maria a 35°C por 5 minutos, para ativacao da enzima peroxidase;

(b) Acrescentar 2mL da solugao hidroalcodlica de guaiacol a 1% ao tubo de ensaio,
pelas suas paredes;

(c) Agitar, aguardar 5 minutos e observar desenvolvimento de coloragdo salmao no
tubo de ensaio;

d) Efetuar teste “positivo” adicionando 5 gotas de solucao de perdxido de hidrogénio
g ¢ g
(Hy02) a 3% (v/v) ao tubo. Caso ndo ocorra a formacao de coloragdo salmao,
repetir o teste utilizando outro leite cru como fonte de peroxidase.

2.15.7 Expressao dos resultados

Reportar “positivo” caso observe-se o desenvolvimento de coloracao salmao.

2.15.8 Referéncias bibliograficas

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecuéria.
Laboratério Nacional de Referéncia Animal. Métodos analiticos oficiais para controle de
produtos de origem animal e seus ingredientes: II — Métodos fisicos e quimicos. Brasilia:
1981.

2.16 Deteccao de sacarose em leite

2.16.1 Principio

Fundamenta-se na reacao da sacarose com a sacarose-fosforilase. A fosfoglicomutase
converte a glicose-1-fostato em glicose-6-fosfato, que é oxidada pela NAD a gliconato-6-
fosfato na presenca de glicose-6-fosfato-desidrogenase. O NADH formado reduz um sal
de tetrazolio a uma formazan de coloracao azul, que se determina reflectometricamente.

2.16.2 Campo de aplicacao

Este método é aplicavel a amostras de leite fluido e leite em po.

2.16.3 Materiais e equipamentos

e Balanca semi-analitica com resolu¢cao minima de 0,1g;
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e Equipamento automatizado para medidas reflectométricas (Reflectoquant Merck ou
equivalente);

e Outros materiais necessarios para executar o procedimento descrito nas instrugoes
especificas do fabricante do equipamento utilizado.

2.16.4 Reagentes e solucgoes

e Reagentes especificos para andlise de sacarose em leite no equipamento utilizado, de
acordo com as especifica¢oes do fabricante. Os reagentes utilizados devem apresentar
limite de detecgao para sacarose em leite fluido ndo superior a 0,025 % m/v e nao
devem apresentar interferéncia pela presenca de glicose, frutose, citratos e fosfatos
para a andlise de leite fluido. O limite de detecgao e a seletividade dos reagentes
utilizados devem ser avaliados e registrados pelo laboratorio;

e Sacarose de pureza conhecida;

e Matriz branca de leite fluido ou em po.

2.16.5 Preparo da amostra

(a) Preparo de amostras congeladas:

Descongelar a amostra de leite até a temperatura ambiente colocando-a em re-
frigerador no dia anterior da andlise ou utilizando banho-maria entre 30 e 32°C.
Homogenizar a amostra, agitando e invertendo o recipiente ou embalagem 5 ou
6 vezes. Quando a amostra contiver grumos de creme, aquecer de 38 a 40°C em
banho-maria, esfriar até temperatura ambiente, agitando ocasionalmente.

(b) Preparo de amostras a partir de leite em p6:

Pesar 10,0 g de leite em p6 desnatado ou 13,0 g de leite em p6 integral, acrescentar
100 mL de 4gua com auxilio de uma pipeta volumétrica e agitar até a completa
dissolucao. Para leite parcialmente desnatado ou semidesnatado, verificar a forma
de reconstituicao de acordo com o fabricante.

2.16.6 Procedimento

Calibrar o equipamento conforme orientacao do fabricante. Se for necessario clarificar
a amostra antes da leitura da reflectancia, deve-se garantir que o limite de deteccao nao
seja alterado, isto é, mesmo que seja necessario o procedimento de clarificacao da amostra,
os reagentes utilizados devem ser capazes de detectar a presenca de sacarose em leite fluido
com concentracao de 0,025 % m/v.

Proceder a execucao do procedimento de andalise conforme as instrugoes do fabricante.

A cada batelada de amostras, realizar a andlise de uma amostra branca, cujo resultado
deve ser negativo, e de uma amostra fortificada com sacarose na concentragao de 0,025
%, cujo resultado deve ser positivo.
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2.16.7 Expressao dos resultados

Se o resultado direto da medicdo no equipamento for menor que o limite de deteccao,
expressar o resultado como “Nao detectado” Se o resultado direto da medicao for maior
que o limite de detecgao, expressar o resultado como “Detectado”

2.16.8 Referéncias bibliograficas
Manual do kit Sucrose (Saccharose) — Merck 116141

2.17 Dispersabilidade

Utilizar o método descrito na norma IDF 87, expressando o resultado como um inteiro
em “g/100g".

2.18 Etanol em leites fermentados

Com o auxilio do método descrito na norma AOAC 983.12, determinar o teor de etanol
na amostra, expressando o resultado em “% (v/m)” com uma casa decimal.

2.19 Extrato seco desengordurado (ESD), sdlidos nao
gordurosos (SNG)

2.19.1 Leite fluido, leite condensado e leite em pod

Determinar, de acordo com o método apropriado, o teor de gordura e extrato seco total
(EST) na amostra. Subtrair o teor de gordura da amostra do valor de extrato seco total,
ambos expressos na mesma unidade de medida, reportando o valor encontrado com uma
casa decimal. O extrato seco total de leite em pé é obtido a partir do teor de umidade.

2.19.2 Manteiga

Utilizar o método descrito nas normas IDF 80-2 ou IDF 191-2 para obtencao do teor
de sélidos nao gordurosos (chamado de “teor de insoliveis no éter etilico” para manteiga
comum), expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais ou uma
casa decimal, de acordo com o método utilizado.

2.20 Extrato seco total (EST)

2.20.1 Concentrado proteico

Utilizar o método descrito na norma IDF 58 para obtengao do extrato seco total (EST),
expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.
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2.20.2 Leite

Utilizar o método descrito na norma IDF 21 para obtencao do extrato seco total (EST),
expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.20.3 Leite condensado

Utilizar o método descrito na norma IDF 15 para obtencao do extrato seco total
(EST). Determinar o teor de agicares de acordo com os métodos descritos neste Manual.
Subtrair do EST o teor de agtcares (exceto lactose) e reportar o resultado obtido como
“Extrato seco total de origem lactea”, expressando o resultado obtido em “g/100g” com
uma casa decimal.

2.21 Fosfatase alcalina

2.21.1 Principio

A verificagao da atividade enzimatica é feita mediante a adi¢gao a amostra do substrato
especifico da enzima em condigoes ideais para sua atuagdo. A presenca do indicador
permite identificar a atividade enzimatica pela reacao colorimétrica com os produtos de
degradacao.

2.21.2 Campo de aplicacao

Este método aplica-se a leite pasteurizado.

2.21.3 DMateriais e equipamentos

e Balanga analitica com precisdao minima de 0,001 g;
e Banho-maria;
e Pipeta graduada de 5mL;

e Tubo de ensaio com tampa.

Obs.: Os tubos de ensaio devem encontrar-se perfeitamente limpos e sem qualquer
vestigio de detergentes, em decorréncia do processo de lavagem do material.

2.21.4 Reagentes e solucoes

(a) Catalisador:
Dissolver 0,2 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuSOy -5 H20) p.a. em 100 mL
de agua Tipo L.

(b) Solugao reagente:

Pesar 0,150 g de 2,6-dicloroquinona cloroimida (CgHyCI3NO) ou dibromoquinona
bromoimida (CgHsBrzNO), dissolver em 50mL de alcool etilico p.a., transferir
para frasco ambar e estocar em geladeira. A coloragao da solugao recentemente
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preparada é amarelo-citrina, passando a amarelo ouro e tendendo a escurecer, ad-
quirindo tons amarronzados com o envelhecimento. Recomenda-se usar a solucao
por um periodo maximo de duas semanas, desde que conservada sob refrigeracao
e ao abrigo da luz.

(c) Substrato:

Pesar 0,5g de fenilfosfato dissédico dihidratado (CgHszNasO4P -2H50) p.a. em
um béquer, dissolver com o tampao diluido, transferir para balao volumétrico de
500 mL e completar o volume com o tampao diluido. Recomenda-se usar esta
solucao durante um periodo maximo de duas semanas.

(d) Tampéao carbonato:

Pesar 46,89 g de carbonato de sédio anidro (NayCO3) p.a. e 37,17 g de bicarbo-
nato de sédio (NaHCOj3) p.a., dissolver e levar ao volume de 1000 mL (solugao
estoque). Retirar uma aliquota de 25 mL da solugao estoque, transferir para balao
volumétrico de 500 mL e completar o volume. O pH deste tampao diluido devera
situar-se entre 9,5 e 9,7.

2.21.5 Preparo da amostra

Homogenizar a amostra a temperatura ambiente, agitando e invertendo o recipiente
ou embalagem 5 ou 6 vezes. Quando a amostra contiver grumos de creme, aquecer de 38
a 40°C em banho-maria, esfriar até temperatura ambiente agitando ocasionalmente. A
retirada de uma aliquota da amostra a partir da sua camada superior podera levar a um
resultado positivo ou suspeito, ainda que o leite tenha sido adequadamente pasteurizado.
A fosfatase alcalina encontra-se adsorvida aos glébulos de gordura.

2.21.6 Procedimento de analise

(a) Transferir 0,5mL da amostra a analisar para um tubo de ensaio, adicionar 5mL
do substrato, tampar com rolha de borracha, agitar ligeiramente e levar ao banho-
maria mantido entre 39 e 41 °C durante 20 minutos;

(b) Esfriar o tubo de ensaio em agua corrente, adicionar 6 gotas de solucao reagente
e 2 gotas do catalisador;

(¢) Levar o tubo novamente ao banho-maria entre 39 e 41 °C por 5 minutos;

(d) Repetir o mesmo procedimento acima descrito, usando, em lugar da amostra e em
diferentes tubos, 0,5 mL de leite cru e 0,5 mL de leite fervido;

(e) Observar a coloragao formada.

As provas positivas devem ser repetidas cuidadosamente. A fosfatase alcalina poderda
sofrer reativacao apos algum tempo de pasteurizacao do leite. Nao é comum encontrar
esse tipo de interferéncia, mas o analista deverd ter em conta a vida de prateleira do
produto ao ser analisado, principalmente se o teste for conduzido depois de 24 horas de o
leite ter sido processado.
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2.21.7 Expressao dos resultados

Reportar positivo caso observe-se o surgimento de coloragdo coloracao azul intensa
no tubo contendo a amostra. O tubo contendo leite cru deve apresentar coloracao azul
intensa. Reportar negativo caso observe-se uma coloragao cinza, equivalente a presente no
tubo contendo leite fervido. A tonalidade do azul vai ficando tanto mais intensa, quanto
maior for a deficiéncia de pasteurizagao.

2.21.8 Referéncias bibliograficas

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria.
Laboratério Nacional de Referéncia Animal. Métodos analiticos oficiais para controle de
produtos de origem animal e seus ingredientes: I — Métodos fisicos e quimicos. Brasilia:
1981.

AOAC International. Official Methods of Analysis of AOAC International, Official
Method 965.26. 20 ed. Rockville: 2016.

2.22 Gordura, matéria gorda, matéria gorda no ex-
trato seco, lipideos totais

2.22.1 Bebida lactea

Utilizar o método descrito na norma IDF 1 para obtencao do teor de matéria gorda,
expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.22.2 C(Caseinas e caseinatos

Utilizar o método descrito na norma IDF 127 para obtenc¢ao do teor de matéria gorda,
expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.22.3 Creme de leite e nata

Utilizar o método descrito na norma IDF 16 para obtenc¢ao do teor de matéria gorda,
expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.22.4 Doce de leite e leite condensado

Utilizar o método descrito na norma IDF 13 para obteng¢ao do teor de matéria gorda,
expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.22.5 Leite fluido

Utilizar o método descrito na norma IDF 1 para obtencao do teor de gordura, expres-
sando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais. Opcionalmente, utilizar
o método descrito na norma NMKL 40 para obtencao do teor de gordura, expressando o
resultado obtido em “g/100g” com uma casa decimal.
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2.22.6 Leite em po6

Utilizar o método descrito na norma IDF 9 para obtencao do teor de matéria gorda,
expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.22.7 Leites fermentados

Utilizar o método descrito na norma IDF 116 para obteng¢ao do teor de matéria gorda,
expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.22.8 Manteiga, gordura anidra do leite (butter oil) e marga-
rina

Utilizar o método descrito na norma IDF 194 para obtencao do teor de matéria gorda,
expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais. Para margarinas,
o resultado obtido refere-se ao teor de lipideos totais.

2.22.9 Queijo, requeijao e ricota por coagulacao

Utilizar o método descrito na norma IDF 5 ou na norma IDF 222 para obtencao do
teor de lipideos, convertendo o valor obtido em “matéria gorda no extrato seco” a partir
da equacao:

100 - L
ST

Matéria gorda no extrato seco, em g/100g =

onde:

L = Teor de lipidios (matéria gorda) na amostra, em g/100 g;

ST = Teor de sélidos totais na amostra obtido por meio da norma IDF 4, em g/100 g.
Expressar o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.22.10 Ricota por concentracao

Utilizar o método descrito na norma IDF 59 ou na norma IDF 222 para obtencao do
teor de lipideos, convertendo o valor obtido em “matéria gorda no extrato seco” a partir
da equacao:

100 - L
ST

Matéria gorda no extrato seco, em g/100g =

onde:

L = Teor de lipidios (matéria gorda) na amostra, em g/100 g;

ST = Teor de sélidos totais na amostra obtido por meio da norma IDF 58, em g/100g.
Expressar o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.23 Indice crioscépico

Utilizar o método descrito na norma IDF 108 para obtencao do parametro depressao do
ponto de congelamento, expressando o resultado obtido em “°C” com trés casas decimais.

Caso o instrumento utilizado opere apenas em °H, utilizar para conversao entre as
unidades a relagao: 1°C = 0,9656 °H .
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2.24 Indice de CMP

2.24.1 Principio

Este método baseia-se na detecgao e quantificacao de caseinomacropeptideos (CMP)
provenientes da acdo proteolitica de enzimas por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com separagao em coluna de filtracao em gel e detecgao em ultravioleta

(UV).

2.24.2 Campo de aplicacao

Leite fluido, leite condensado e leite em po.

2.24.3 DMateriais e equipamentos

Agitador magnético;

Balanca analitica com resolucado minima de 0,0001 g;
Baloes volumétricos;

Banho-maria;

Béqueres;

Coluna cromatografica hidrofilica para separacao de macromoléculas por filtracao
em gel com as seguintes caracteristicas: particulas de silica esféricas com diametro
nominal de 4 a 4,51m, superficie modificada estabilizada com zirconio, didmetro
do poro 150 A, drea superficial 140 m? g~!, camada hidrofilica mono molecular tipo
diol, coluna com 4,6 mm ou 9,4 mm de diametro e 250 mm de comprimento;

Funil de vidro;
Micropipeta;

Pipetas volumétricas;
Papel de filtro qualitativo;

Sistema cromatografico, equipado com detector UV a 205 ou 210nm, volume de

injecao de 20 ou 30 pL e com fluxo da fase mével de 0,5 a 1,5 mL min".

2.24.4 Reagentes e solugoes

Caseinomacropeptideo de pureza conhecida ou amostra de referéncia com teor de
CMP certificado;

Fase movel tampao fosfato pH 6,0:

Dissolver 1,74 g de hidrogenofosfato de potéssio (KeHPOy), 12,37 ¢ de dihidroge-
nofosfato de potassio (KHoPOy) e 21,41 g de sulfato de sédio (NasSO,4) em apro-
ximadamente 700 mL de agua. Para a utilizacdo de reagentes com molécula de
hidratacao, fazer as correcoes nas massas utilizadas. Ajustar o pH da solugao para
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6,0 usando solucdo de 4cido fosférico a 3mol L=t e solucdo de hidréxido de potéssio
a 3mol L™!. Transferir para baldo volumétrico de 1000 mL, completar o volume e
filtrar a solucdo em membrana de 0,45 nm. Antes do uso, desgaseificar.

e Matriz branca de leite fluido ou leite desidratado reconstituido;

e Solugao de 4cido tricloroacético (CCl3COOH) a 24%. Preparar no dia de uso ou a
partir de uma solucdo estoque de acido tricloroacético a 48%.

2.24.5 Preparo da amostra

(a)

Preparo de amostras congeladas:

Descongelar a amostra de leite até a temperatura ambiente colocando-a em re-
frigerador no dia anterior da andlise ou utilizando banho-maria entre 30 e 32°C.
Homogenizar a amostra, agitando e invertendo o recipiente ou embalagem 5 ou
6 vezes. Quando a amostra contiver grumos de creme, aquecer de 38 a 40°C em
banho-maria, esfriar até temperatura ambiente, agitando ocasionalmente.

Preparo de amostras a partir de leite em po:

Pesar 10,0 g de leite em p6 desnatado ou 13,0 g de leite em p6 integral, acrescentar
100 mL. de 4gua com auxilio de uma pipeta volumétrica e agitar até a completa
dissolucao. Para leite parcialmente desnatado ou semidesnatado, verificar a forma
de reconstituicao de acordo com o fabricante.

Amostras de leite condensado:

Pesar 10,0 g de leite condensado, acrescentar 15 mL de dgua com auxilio de uma
pipeta volumétrica e agitar até a completa dissolucao.

2.24.6 Procedimento de analise

(a)

(b)

()

()

Preparar cinco solugoes padrao de CMP contemplando, no minimo, um ponto
abaixo de 30mg L™! e um ponto acima de 75mgL~! na matriz branca;

A uma aliquota de 20mL das amostras preparadas e de cada padrao, adicionar
10 mL de &cido tricloroacético a 24% lentamente e sob agitacao constante;

Deixar em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente e filtrar em papel
qualitativo descartando as primeiras gotas do filtrado. Caso obtenha-se filtrados
turvos, filtrar em unidade filtrante com 0,45 pm antes da injegao;

Injetar cada solucao no sistema cromatografico, monitorando a 205 ou 210 nm.

Obs.: Poderao ser utilizadas amostras de referéncia de teor de CMP certificado para
confecgao da curva de calibragao.
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2.24.7 Calculo e expressao dos resultados

Utilizando o método dos minimos quadrados, obter, a partir dos cromatogramas dos
padroes, uma curva de calibragdo usando a concentracao de CMP em miligramas por litro
versus a area do pico cromatografico. Aceitar a curva para valores de R maiores que 0,95.

Identificar no cromatograma da amostra o pico com o mesmo tempo de retencao dos
padrdes de CMP e calcular a concentracao do analito em miligramas por litro na amostra
utilizando a equacao da curva de calibracao.

Expressar o resultado da amostra em “mg/L” como um nimero inteiro.

2.24.8 Referéncias bibliograficas

Tarso da Costa Alvim. FEfeito da qualidade do leite na deteccdo de soro lacteo por
cromatografia liquida de alto desempenho - filtragao gélica (GF-HPLC). Dissertacao (Mes-
trado) - Universidade Federal de Vigosa. Vigosa: 1992.

Kees Olieman e Jan A. M. van Riel. Detection of rennet whey solids in skim milk
powder and buttermilk powder with reversed phase HPLC. Netherlands Milk and Dairy
Journal, vol. 43, p. 171-184, 1989.

2.25 Indice de peréxidos

2.25.1 Gordura anidra de leite (butter oil)

Utilizar o método descrito na norma IDF 74 para determinacio do Indice de Peréxidos
em “mmol de Oy /kg de gordura” na amostra, convertendo-o em “mEq de Os/kg de gor-
dura” por meio da seguinte relagao: 1 mEq = 0,5 mmol. Expressar o resultado final com
uma casa decimal.

2.25.2 Manteiga

Adicionar aproximadamente 20 g de amostra a um tubo de centrifuga, fundindo-a em
forno estufa entre 40 e 45°C. Separar a por¢ao gordurosa por centrifugagao e filtrar a
40-45°C em forno estufa. O filtrado deve apresentar-se limpido e visivelmente livre de
umidade e sOlidos. Analisar imediatamente de acordo com a metodologia descrita na
norma AOAC 965.33, expressando o resultado final em “mEq de Os/kg de gordura” com
uma casa decimal.

2.26 Indice de solubilidade

Utilizando o método descrito na norma IDF 129, determinar o Indice de Solubilidade
utilizando temperatura de reconstituicao de 24 °C. Expressar o resultado com duas casas
decimais em “mL (24°C)”.

2.27 Lactose



Leite e produtos lacteos 37

2.27.1 Caseinatos e queijo em po6

Determinar o teor de lactose anidra de acordo com o método descrito na norma
IDF 106, expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

2.27.2 Leite fluido, leite em po6 e creme de leite

Determinar o teor de lactose anidra de acordo com o método descrito na norma
IDF 198, na norma IDF 214 (apenas leite fluido) ou no método descrito na secao 2.28,
expressando o resultado obtido, com duas casas decimais, em “g/100g” ou “g/100 mL”
de acordo com a forma de apresentacao do produto.

2.27.3 Outros produtos lacteos

Determinar o teor de lactose anidra de acordo com o método descrito na secao 2.28,
expressando o resultado obtido, com duas casas decimais, em “g/100g” ou “g/100 mL”
de acordo com a forma de apresentacao do produto.

2.28 Lactose e sacarose por cromatografia ionica

2.28.1 Principio

Os contra-ions de aminas interagem com a espécie anionica, de forma que quanto maior
o pKa da espécie, maior o tempo de retencao do composto na coluna, pois é favorecida
a interagao entre o analito e a fase estacionaria. Existe uma hierarquia de acidez que
preconiza o aumento da interacdo com a fase estacionaria, baseada na relagao do pKa e
da elevacao do pH, por interacao com a fase movel. Quanto maior o nimero de hidroxilas
(-OH), carbolinas (C=0) ou heteredtomos de oxigénio (R-O-R) presentes nas cadeias de
carboidratos, maior serda a interacdo com a fase estacionaria, aumentando o tempo de
retencao e permitindo a separacao dos sacarideos.

2.28.2 Campo de aplicacao

Este método aplica-se a leite e produtos lacteos.

2.28.3 DMateriais e equipamentos

e Balanga semi-analitica com resolu¢ao minima de 0,01 g;
e Baloes volumétricos de 25, 50, 1000, 2000 mL;
e Coluna para carboidratos de estireno/divinilbenzeno;

e Cromatégrafo de ions, com detector amperométrico de célula de ouro, com sistema
de diélise e forno acoplados. O sistema deve utilizar uma coluna trap para carbo-
natos;

e Micropipetas de 10, 1000 e 5000 pL;

e Tubos para cromatografia ionica.
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2.28.4 Reagentes e solucoes

e Fase movel: solugao de hidréxido de sédio (NaOH) a 5 mmol L™1;

e Padrao de Lactose a 2gL_1;

e Padrio de Sacarose a 1gL™!.

2.28.5 Preparo da amostra

(a)

Leite em pd, composto lacteo em po e isolado proteico em po:

Pesar 10g de leite em p6 desnatado ou 13 g de leite em pé integral, acrescentar
100 mL de 4gua com auxilio de uma proveta e agitar até a completa dissolucgao.
Para leite parcialmente desnatado ou semidesnatado, verificar a forma de recons-
tituicdo de acordo com o fabricante. Tomar uma aliquota de 1mL do produto
reconstituido, transferir para baldao volumétrico de 200mL e completar para o
volume. Preparar a amostra em duplicata.

Demais produtos:

Tomar uma aliquota de 1 mL para produtos liquidos ou 1,00 g para produtos pas-
tosos, transferir para balao volumétrico de 200 mL e completar para o volume.
Preparar a amostra em duplicata.

Para produtos com teor reduzido de lactose, utilizar balao volumétrico de 100 mL.

2.28.6 Procedimento

(a)

Equilibrar o sistema cromatografico nas seguintes condi¢oes: fluxo isocréatico de
1,2mLmin~!, temperatura da coluna em 45°C 4 1°C, eletrodo de trabalho de
ouro (3mm), eletrodo de referéncia de paladio, espacador em 50 pm, potencial de
medida em 50mV, faixa de medida em 200 A, duracdo da medida em 100 ms,
duracao do ciclo em 550 ms, temperatura da célula de medida em 35°C no modo
PAD, loop de injecao de 10 ou 20 nL;

Preparar uma curva de calibracao dos agicares por diluicao das solugoes padrao
de acordo com as concentracoes mostradas na Tabela 2. Utilizar as concentracoes
menores de lactose quando se for analisar produtos com teor reduzido.

Tabela 2: Curva de calibracao para lactose e sacarose por CI.

Ponto Sacarose_,l Lactose, em mg L !
em mg L
1 1 80 (5)"
2 3 100 (10)°
3 5 140 (20)°
4 10 200 (40)"
5 20 240 (60)"

Nota: * Para andlise de produto de baixo teor ou “zero”.
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A curva deve ser feita em duplicata para cada lote de analises. O coeficiente de
correlagdo (r?) da curva de calibragiao deve ser superior a 0,98. A curva deve
ser feita em duplicata para cada lote de andlises. A cada 30 amostras, deve-se
verificar a validade da curva utilizando-se o ponto central da mesma, tolerando-se
um variacao de £15% nesta concentragao.

(c) Transferir as duplicatas das amostras preparadas para vials e injetar.

2.28.7 Expressao dos resultados

Os resultados sao calculados a partir da equagao da reta obtida na curva de calibragao,
calculando-se a concentracao baseada na respectiva resposta.

V.
Sacarose ou Lactose, em g/100g = 180
V-.ec
Sacarose ou Lactose, em g/100 mL = 100

onde:

¢ = valor obtido da curva de concentracdo, em mg L™

m = massa da amostra, em g;

v = volume da amostra, em mL;

V' = volume do balao volumétrico utilizado no preparo da amostra;
100 = fator de conversdao de mgkg™! para g/100g.

Expressar o resultado obtido com uma casa decimal. Para sacarose em leite fluido,
reportar “detectado” se a concentragao encontrada for superior a 0,025 g/100 mL. Em caso
diverso, reportar “nao detectado”.

2.28.8 Referéncias bibliograficas

Metrohm. Determinacao de Lactose Residual em leite zero lactose. AN-C-BR-002.
Disponivel em http://www.metrohm. com, acessada em 31/08/2016.

2.29 Maltodextrina

2.29.1 Principio

Sao precipitados os interferentes e a maltodextrina (HEX5) é determinada por croma-
tografia de massas.

2.29.2 Campo de aplicacao

Produtos lacteos.

2.29.3 DMateriais e equipamentos

e Agitador de tubos tipo Vortex ou similar;

e Balanca analitica com resolu¢do minima de 0,0001 g;
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Baloes volumétricos;

Béquer de 100 mL;

Centrifuga para Eppendorf refrigerada;

Centrifuga refrigerada;

Coluna de HPLC HILIC, 150x 2,1 mm, tamanho de particula de 5 pm;
Frasco Autoclavavel de 250 mL;

Homogeneizador tipo turrax;

Proveta 50 mL;

Sistema de cromatografia liquida com detecgao de massas MS/MS ion trap;
Tubos de centrifuga de 15 e 50 mL, de polipropileno, com tampa de rosca;
Tubos Eppendorf de 1,0 a 2,0mL;

Vial com capacidade de 1,5 a 2,0 mL;

2.29.4 Reagentes e solucgoes

Acetato de amonio, grau ACS;
Acetonitrila, grau HPLC;

Fase Mdvel A:

Pesar 0,1541 + 0,001 g de acetato de amoénio e transferir quantitativamente para
um baldo volumétrico de 1000 mL. e completar com um pouco de agua ultrapura.
Adicionar 1 mL de acido acético glacial ao balao volumétrico e completar com agua
ultrapura até 1000 mL.

Fase Movel B:

Adicionar 20 mL da solucao de Acetato de Amonio 100 mmol L™t e transferir quan-
titativamente para um baldo volumétrico de 1000 mL e adicionar um pouco de ace-
tonitrila. Adicionar 1 mL de acido acético glacial ao balao volumétrico e completar
com acetonitrila para o volume.

Leite fluido isento de maltodextrinas;
Maltodextrina dextrose equivalente (DE) 16,6-19,5;

Solucao de Acetato de Amonio 100 mmol L™! preparada sempre que for realizar o
ensaio.

Solucao de Acido Tricloroacético 5%. Valida por 1 més se estocada em refrigerador
com temperatura inferior a 10 °C;

Solugao estoque de 1 mg mL de maltodextrina dextrose equivalente (DE) 16,6-19,5.
Valida por 1 més se estocada em refrigerador com temperatura inferior a 10 °C;
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2.29.5 Preparo da amostra

(a) Produtos sélidos:

Pesar, em béquer, 5,0 £ 0,1 g da amostra. Diluir com 50 mL de agua ultrapura
morna (& 50°C). Deixar esfriar e aliquotar 1000 pl para tubo falcon de 15mL.
Adicionar 2mL de TCA 5%.

(b) Queijo e logurte:

Pesar, em tubo falcon de 50 mL, 5,0 + 0,1 g da amostra. Diluir com 10mL de
TCA 5%.

(¢) Produtos Liquidos:

Aliquotar 1 mL de amostra para tubo falcon de 15 mL. Adicionar 2mL de TCA
5%.

2.29.6 Procedimento de analise

(a) Preparo da Curva de Calibracao

A curva de calibragao é preparada realizando a adicao das solugoes de fortificacao
diretamente a matriz branca. Para pesquisa de maltodextrina, a matriz branca
serd leite fluido. Preparar a curva nas concentragoes descritas na Tabela 3.

(b) Homogeneizar as amostras manualmente por agitagdo e centrifugar a 4000 rpm
por 10 min a 5°C;

(c) Transferir, com auxilio de micropipeta, 1000 pl para Eppendorf e centrifugar, no-
vamente, a 12000 rpm por 10 min 0°C;

(d) Paras as amostras de produtos sélidos, queijo e iogurte, transferir 500 pl do sobre-
nadante do Eppendorf para os vials. Completar os vials com 500 ul de TCA 5%.
Agitar os vials e analisar por LC-MS/MS.

(e) Para as amostras de produtos liquidos e os pontos da curva de calibragao, transferir
100 1l do sobrenadante do Eppendorf para os vials. Completar os vials com 900 ul
de TCA 5%. Agitar os vials e analisar por LC-MS/MS.

(f) Ajustar o sistema cromatografico e detector MS-MS de acordo com as condigoes
sugeridas nas Tabelas 4 e 5. Ajustes nestas condigdes visando otimizar o sinal do
analito podem ser necessarios.

2.29.7 Expressao dos resultados

Os resultados sao calculados a partir da equagao da reta obtida na curva de calibragao,
calculando-se a concentracao baseada na respectiva resposta. Como é utilizada curva em
matriz, nao ha necessidade de efetuar corregao sobre os valores obtidos.

Se o resultado da amostra for superior a 0,25g171, o resultado é considerado positivo
para a presenca de maltodextrina na amostra. Se o resultado estiver abaixo de 0,25g17!,
o resultado é considerado negativo para a pesquisa de maltodextrina.
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Tabela 3: Fortificacdo para curva de calibracao.

Concentracao, Solucao de maltodextrina
1 1 Amostra branca, em pl
em mg ml 1mgmL™", em nL
0,00 0 1000,5
0,25 2,5 997,5
0,50 5,0 995,0
1,00 10,0 990,0
1,50 15,0 985,0
2,00 20,0 980,0
5,00 50,0 950,0

Tabela 4: Gradiente sugerido utilizando um fluxo de 0,4 mlmin—!.

Tempo, em min A, em % B, em %

0,0 5 95
5,0 5 95
4,0 70 30
6,5 70 30
8,0 5 95

2.29.8 Referéncias bibliograficas

Gustavo Braga Sanvido, Jerusa Simone Garcia, Yuri E. Corilo, Boniek G. Vaz, Jorge J.
Zacca, Ricardo G. Cosso, Marcos N. Eberlin, e Martin G. Peter. Fuast Screening and Secure
Confirmation of Milk Powder Adulteration with Maltodextrin Via Electrospray Ionization-
Mass Spectrometry [ESI(+)-MS] and Selective Enzymatic Hydrolysis. Journal of Agricul-
tural and Food Chemistry, vol. 58, p. 9407-9412, 2010.

2.30 Particulas queimadas

2.30.1 Caseinas e caseinatos

Seguir o procedimento descrito na norma IDF 107, reportando como resultado a clas-
sificacao observada, ou seja, como “Disco A”, “Disco B”, “Disco C” ou “Disco D”.

2.30.2 Leite em pé

Seguir o procedimento descrito no ADPI Bulletin 916, reportando como resultado a
classificacdo observada, ou seja, como “Disco A”, “Disco B”, “Disco C” ou “Disco D”.

2.31 Peroxidase
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Tabela 5: Parametros sugeridos para o detector MS-MS

m/z Ql  m/z Q3 Duwell Time DP EP CE CXP

851,21 527,1 200 296 10 67,000 4,000
851,21 689,1 200 296 10 67,000 6,000
851,21 509,0 200 296 10 67,000 4,000
851,21 365,0 200 296 10 79,000 4,000
851,21 671,0 200 296 10 63,000 4,000

Nota: CUR: 8; CAD: 30; IS: 5500; TEM: 700; GS1: 55; GS2:
55. Volume de injecao: 2 L.

2.31.1 Principio

A peroxidase, ao hidrolisar o perdxido de hidrogénio, libera oxigénio, o qual transfor-
mara o guaiacol da sua forma leuco para a forma corada.

2.31.2 Campo de aplicacao

Este método é aplicavel a leite pasteurizado.

2.31.3 DMateriais e equipamentos

e Banho-maria;
e Pipetas de 2 e 10 mL;

e Tubo de ensaio.

2.31.4 Reagentes e solucgoes
e Solugdo de peréxido de hidrogénio (H202) a 3% (v/v);

e Solugao hidroalcodlica de guaiacol (C7HgO2) a 1% (v/v):

Em béquer de 50 mL, colocar 1 mL de guaiacol, adicionar 10 mL de alcool etilico p.a.
e agitar para dissolver. Transferir para balao volumétrico de 100 mL e completar o
volume com agua. Guardar em frasco ambar.

2.31.5 Preparo da amostra

Homogenizar a amostra a temperatura ambiente, agitando e invertendo o recipiente
ou embalagem 5 ou 6 vezes. Quando a amostra contiver grumos de creme, aquecer de 38
a 40°C em banho-maria, esfriar até temperatura ambiente, agitando ocasionalmente.

2.31.6 Procedimento de analise

(a) Transferir 10 mL da amostra para um tubo de ensaio, aquecer em banho-maria a
45°C por 5 minutos, para ativacao da enzima;



44 Métodos quimicos

(b) Acrescentar 2mlL da solugdo hidroalcodlica de guaiacol a 1% ao tubo de ensaio,
pelas suas paredes;

(¢) Adicionar 3 gotas da soluc¢ao de peréxido de hidrogénio a 3%;

(d) Aguardar 5 minutos e observar desenvolvimento de um anel de coloragao salmao
no tubo de ensaio.

2.31.7 Expressao dos resultados

Reportar positivo caso observe-se o desenvolvimento de um anel de coloragao salmao.

2.31.8 Referéncias bibliograficas

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria.
Laboratério Nacional de Referéncia Animal. Métodos analiticos oficiais para controle de
produtos de origem animal e seus ingredientes: I — Métodos fisicos e quimicos. Brasilia:
1981.

2.32 pH

2.32.1 Principio

Fundamenta-se na medida, por meio de aparelho adequado, da concentragao de ions
hidrogénio na amostra.

2.32.2 Campo de aplicacao

Soro de leite, soro de leite em po e ovos liquidos e desidratados.

2.32.3 DMateriais e equipamentos

e Balanca com resolu¢cao minima de 0,1 g;

Béquer de 100 mL;

pH-metro;

Proveta.

2.32.4 Reagentes e solucoes

e Solucoes padrao de pH.

2.32.5 Preparo da amostra

(a) Soro de leite em pé: preparar uma solugao a 10% (m/v);
(b) Soro de leite: homogeneizar;

(¢) Ovos liquidos: homogeneizar;
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(d) Ovos desidratados: reconstituir na propor¢do em massa de 1 parte do produto
para 3 partes de agua livre de COo;

2.32.6 Procedimento de analise

(a) Calibrar o pH-metro de acordo com as instrugoes do fabricante utilizando um
minimo de dois padroes abrangendo a faixa de pH a ser medida;

(b) Efetuar a medida do pH, com corregao para 20°C.

2.32.7 Expressao dos resultados

Reportar o valor obtido com uma casa decimal.

2.32.8 Referéncias bibliograficas

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecuéria.
Laboratério Nacional de Referéncia Animal. Métodos analiticos oficiais para controle de
produtos de origem animal e seus ingredientes: I — Métodos fisicos e quimicos. Brasilia:
1981.

2.33 Proteina

Determinar o teor de proteina bruta na amostra de acordo com a norma IDF 20-1.
Expressar o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

Para amostras de leite em poé e leite condensado, expressar o resultado com base no
extrato seco desengordurado:

100 - P

Proteina, em g/100 g de ESD = 79D

onde:
P = Teor de proteina na amostra, em g/100 g;
ESD = Teor de extrato seco desengordurado da amostra, obtido por meio dos métodos
descritos neste Manual, em g/100 g.
Para amostras de caseina e concentrados proteicos, expressar o resultado em base seca:

100 - P

Protei 1 de b =
roteina, em g/100 g de base seca BT

onde:

P = Teor de proteina na amostra, em g/100g;

EST = Teor de extrato seco total da amostra, obtido por meio dos métodos descrito neste
Manual, em g/100 g.

2.34 Substancias redutoras volateis (alcool etilico)

2.34.1 Principio

Em meio acido, hidroxilas ligadas a carbono priméario ou secundario sao oxidados pela
agao do acido croémico, com consequente reducao do cromo(VI) a cromo(III), modificando
a coloragao da solugao sulfocromica.
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2.34.2 Campo de aplicacao

Este método aplica-se a leite fluido.

2.34.3 DMateriais e equipamentos
e Balanca analitica com resolu¢do minima de 0,01 g;
e Bico de Biinsen ou placa aquecedora;
e Kitazato de 500 mL ou baldao de fundo redondo com saida lateral de 500 mL;
e Pipeta graduada de 10 mL;
e Pipeta de Pasteur;
e Proveta de 100 mL;

e Rolha de borracha, para vedacao da abertura superior do kitazato/balao com saida
lateral;

e Tubo de ensaio 20 x 200 mm;

e Tubo de silicone ou latex de 25 cm.

2.34.4 Reagentes e solucgoes
e Antiespumante (solugao a 3%);

e Solugao sulfocrémica:

Dissolver 1,15g de dicromato de potassio (KoCryO7) em 10mL de dgua, transfe-
rir para balao volumétrico de 100 mLL e completar o volume com &cido sulftrico
concentrado (HeSOy).

2.34.5 Preparo da amostra

Homogenizar a amostra a temperatura ambiente, agitando e invertendo o recipiente
ou embalagem 5 ou 6 vezes. Quando a amostra contiver grumos de creme, aquecer de 38
a 40°C em banho-maria, esfriar até temperatura ambiente, agitando ocasionalmente.

2.34.6 Procedimento de analise

(a) Medir 100 mL da amostra e transferir para o kitassato ou balao de fundo redondo
com saida lateral;

(b) Adicionar 10 mL de antiespumante e misturar bem;

(c¢) Transferir para um tubo de ensaio 2mL da solugao sulfocromica e mergulhar nessa
solugao a extremidade da pipeta de Pasteur acoplado ao kitassato/balao por um
tubo de silicone ou latex, de modo a formar um sistema fechado;

(d) Aquecer a amostra contida no kitassato/balao, mantendo em fervura por 5 minu-
tos;

(e) Observar a coloragao da solucao sulfocrdémica no tubo de ensaio.
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2.34.7 Expressao dos resultados

Reportar “positivo” se observada a mudanca na coloragao da solucao sulfocréomica
para verde e “negativo” em caso diverso.
Dado que o formaldeido é um interferente para este ensaio, nao realiza-lo se a amostras
7
obtiver resultado positivo para formaldeido.

2.34.8 Referéncias bibliograficas
Vladimir N. Alexeyev. Qualitative Analysis, Editora Mir. Moscou: 1967.

2.35 Umectabilidade

Utilizar o método descrito na norma IDF 87, expressando o resultado como um inteiro

[P

em S’

2.36 Umidade

2.36.1 Caseina e caseinatos

Utilizar o método descrito na norma IDF 78, expressando o resultado em “g/100g”
com duas casas decimais.

2.36.2 Doce de leite

Utilizar o método descrito na norma IDF 15 para obtencao do teor de soélidos totais
na amostra. Calcular o teor de umidade:

Umidade, em g/100g = 100 — ST

onde ST é o teor de solidos totais. Expressar o resultado obtido em “g/100g” com duas
casas decimais.

2.36.3 Gordura anidra do leite (butter oil)

Utilizar o método descrito na norma IDF 23, obtendo a quantidade de 4gua na amostra.
Reportar o valor obtido como Umidade, expressando o resultado em “g/100g” com duas
casas decimais.

2.36.4 Manteiga

Utilizar o método descrito nas normas IDF 80-1 ou IDF 191-1 para obtenc¢ao do teor
de umidade, expressando o resultado obtido em “g/100g” com duas casas decimais ou
uma casa decimal, de acordo com o método utilizado.

2.36.5 Leite em pé

Utilizar o método descrito na norma IDF 26A:1993, expressando o resultado em
“g/100g” com duas casas decimais.
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2.36.6 Queijo, requeijao e ricota por coagulacao

Utilizar o método descrito na norma IDF 4 para obtencao do teor de sélidos totais na
amostra. Calcular o teor de umidade:

Umidade, em g/100g = 100 — ST
onde ST é o teor de solidos totais. Expressar o resultado obtido em “g/100g” com duas

casas decimais.

2.36.7 Ricota por concentracao

Utilizar o método descrito na norma IDF 58 para obtencao do teor de sélidos totais
na amostra. Calcular o teor de umidade:

Umidade, em g/100g = 100 — ST

onde ST é o teor de solidos totais. Expressar o resultado obtido em “g/100g” com duas
casas decimais.

2.37 Vitamina A

Utilizar o método descrito na norma AOAC 2001.13 para obtengao do teor de vitamina
A, expressando o resultado em “UI/100g” com duas casas decimais usando a seguinte
relacao: 1UI = 0,3 pg.
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3.1 Acidez livre

Determinar a acidez livre utilizando o método AOAC 962.19, reportando o resultado
obtido em “mEq/kg” com uma casa decimal.

3.2 Acticares redutores e sacarose

Determinar os teores de glicose e frutose pelo método AOAC 977.20, reportando como
“Acucares Redutores” a soma dos valores obtidos em “g/100g” com uma casa decimal.

3.3 Atividade diastasica

Determinar a atividade diastésica utilizando o método Determination of Diastase ac-
tivity after Schade da International Honey Commision. Reportar o resultado obtido na
escala Goethe com uma casa decimal.

3.4 Cera em proépolis

3.4.1 Principio

Baseia-se na quantificacao de todo material da fragao cloroférmica da amostra solivel
em metanol a quente e insoliivel em metanol a frio, propriedades estas inerentes as classes
de constituintes da cera de abelhas.

3.4.2 Campo de aplicagao

Este método ¢ aplicavel a propolis.

3.4.3 Materiais e equipamentos

e Almofariz;

e Balanca analitica com resolu¢do minima de 0,0001 g;

49
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Béquer de 150 mL;

Extrator de Soxhlet;

Funil de vidro para filtracao;

Papel de filtro;

Proveta de 250 mL;

Rotaevaporador.

3.4.4 Reagentes e solucoes
e Cloroférmio (CHCl;) P.A;
e Metanol (CH;0H) P.A.

3.4.5 Preparo da amostra

Pulverizar a amostra com auxilio de almofariz.

3.4.6 Procedimento de analise

(a) Pesar uma porgao entre 2,9 e 3,1 g da amostra (mg) em cartucho para extragao

do aparelho de Soxhlet;

(b) Extrair utilizando 150 mL de cloroférmio por 6 horas em Extrator de Soxhlet;

(c) Secar o extrato obtido em rotaevaporador sob pressao reduzida e redissolver em

120 mL de metanol;

(d) Deixar a mistura em ebuli¢cdo até a formagao de duas fases bem definidas, sendo
uma composta por substancias soliveis no metanol quente, e outra por um pe-

queno residuo insolivel mais denso;

(e) Filtrar a mistura ainda quente para béquer 150 mL;

(f) Resfriar o filtrado em banho de gelo e filtrar novamente utilizando papel de filtro
previamente pesado (my), lavando-se com metanol gelado (< 8°C);

(g) Secar o papel de filtro ao ar e em seguida em dessecador até peso constante;

(h) Pesar o papel de filtro contendo o material insolivel em metanol a frio (my).

3.4.7 Calculo e expressao dos resultados

Teor d 100g =
eor de ceras, em g/100g o 100

mo = massa da amostra, em gramas;

my = massa do papel de filtro, em gramas;

mo = massa do papel de filtro + cera, em gramas.
Expressar os resultados com uma casa decimal.

mo — 1My
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3.4.8 Referéncias bibliograficas

Ricardo G. Woisky e Antonio Salatino. Analysis of propolis: some parameters and
procedures for chemical quality control. Journal of Apicultural Research. Vol. 37(2), p.
99-105, 1998.

3.5 Compostos fendlicos

3.5.1 Principio

Baseia-se na reacao dos compostos fendlicos com o reagente de Folin-Ciocalteau e
posterior quantificacao espectrofotométrica a 760 nm.

3.5.2 Campo de aplicacao

Este método é aplicavel a propolis.

3.5.3 DMateriais e equipamentos

e Almofariz;
e Balanga analitica com resolucao minima de 0,0001 g;

e Balao de uma boca de 500 mL, com junta esmerilhada, acoplado a condensador de
bolas;

e Baloes volumétricos de 10, 50, 100 e 250 mL;

e Espectrofotometro de absorcao molecular capaz de efetuar leituras em 760 nm;
e Extrator de Soxhlet;

e Manta aquecedora para balao de 500 mL;

e Micropipetador de 100 pL

e Proveta de 250 mL.

3.5.4 Reagentes e solucgoes

e Metanol (CH30H) P.A;

e Reagente de Folin-Ciocalteau:

A um balado de fundo chato de 500 mL, adicionar 200 mL de agua, 25 g de tungstato
de sédio, 6,25 g de acido fosfomolibdico, 12,5 mL de acido ortofosforico e 25 mL de
acido cloridrico concentrado. Refluxar por 10 horas, resfriar e adicionar 37,5¢g de
sulfato de litio. Adicionar algumas gotas de bromo e deixar sob ebuli¢ao para elimi-
nar o bromo em excesso. Transferir para balao volumétrico de 250 mL e completar
com agua. Formulac¢oes comerciais deste reagente podem ser utilizadas.

e Solugao de carbonato de sédio (NasCOg3) a 20% (m/v);
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e Solugoes padrao de dcido galico (C7HgOs):

Dissolver 0,25¢g de acido gélico (C;HgOs) em 5mL de etanol e diluir para 50 mL
com agua em baldo volumétrico. Diluir, em baldao volumétrico, aliquotas de 1, 2, 5,
e 10mL desta solucao para 100 mL, obtendo-se solugoes padrao de 50, 100, 250 e
500 mg L=, respectivamente. Estas solugoes sdo estaveis por 2 semanas se estocadas
sob refrigeracao a 4 °C.

3.5.5 Preparo da amostra

Pulverizar a amostra com auxilio de almofariz. Pesar uma por¢ao de 1g em cartucho
para extracao do aparelho de Soxhlet. Extrair utilizando 100 mL de metanol em Extrator
de Soxhlet até reacao negativa ao cloreto de férrico. Transferir para balao volumétrico de
250 mL, completando o volume com metanol.

3.5.6 Procedimento de analise

(a) Adicionar uma aliquota de 100 nL. da amostra e de cada uma das solugdes padrao
a diferentes baloes volumétricos de 10 mL;

(b) Adicionar 7mL de dgua e 0,5mL do reagente de Folin-Ciocalteau;
(c) Agitar e incubar a temperatura ambiente entre 1 e ndo mais que 8 minutos;
(d) Adicionar 1,5mL de solugao de carbonato de sédio a 20% (m/v);

(e) Completar o volume com &agua e deixar em repouso por 2 horas a temperatura
ambiente;

(f) Transferir para cubeta do espectrofotometro e efetuar leitura da amostra e das
solugoes padrao a 760 nm, utilizando um branco dos reagentes como referéncia;

(g) Construir a curva de calibragdo a partir das absorbancias dos padroes.

Obs.: Curva e amostras devem ser preparadas e lidas em duplicata.

3.5.7 Calculo e expressao dos resultados

W - 250

Compostos fendlicos, em g/100g =
m -V,

0,1
onde:
W = mg de compostos fendlicos na aliquota, obtido da curva de calibracao;
250 = volume da solucao estoque, em mlL;
V, = volume da aliquota, em mlL;
m = massa da amostra, em g;
0,1 = fator de conversao de g/kg para g/100g.
Expressar como resultado a média da duplicata com uma casa decimal.
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3.5.8 Referéncias bibliograficas

Ricardo G. Woisky e Antonio Salatino. Analysis of propolis: some parameters and
procedures for chemical quality control. Journal of Apicultural Research. vol. 37(2), p.
99-105, 1998.

Andrew L. Waterhouse. Determination of Total Phenolics, in: Current Protocols in
Food Analytical Chemistry, 11.1.1-11.1.8, Wiley, 2001.

3.6 Hidroximetilfurfural

Determinar o teor de hidroximetilfurfural (HMF) utilizando o método AOAC 980.23,
reportando o resultado obtido em “mg de HMF /kg” com uma casa decimal.

3.7 Indice de Acidez, Esteres e de Relacio

3.7.1 Principio

Fundamenta-se na neutralizagao até o ponto de equivaléncia dos acidos existentes em
1g de cera para obtencao do Indice de Acidez. A saponificacao total dos glicerideos e
ésteres e posterior titulagao dos acidos graxos resultantes fornece o Indice de Esteres.

3.7.2 Campo de aplicacao
Cera de abelha.

3.7.3 Materiais e equipamentos

e Balanca analitica com resolu¢ao minima de 0,1 g;

e Bureta de 10 mL com resolu¢ao minima de 0,1 mL;

Condensador de refluxo;

Erlenmeyer de 250 mL com junta esmerilhada;

Pipetas volumétricas de 25 e 50 mL;

e Placa aquecedora.

3.7.4 Reagentes e solucgoes

e Alcool etilico neutralizado com hidréxido de potéssio (KOH) a 0,5mol L~ e fenolf-
taleina como indicador;

e Solugao de 4cido cloridrico (HCI) a 0,5mol L™1;
e Solugao alcodlica de fenolftaleina a 1% (m/v);

e Solugao etandlica de hidréxido de potassio (KOH) a 0,5 mol L.
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3.7.5 Preparo da amostra

Picar a amostra em pequenas porcoes e armazenar em recipiente fechado.

3.7.6 Procedimento de analise

(a) Pesar cerca de 3 g de amostra em Erlenmeyer;
(b) Adicionar 25 mL de dlcool etilico neutralizado e aquecer até dissolu¢ao da amostra;

(c¢) Adicionar 5 gotas de solugao alcodlica de fenolftaleina a 1% (m/v) e titular com
solucao etanélica de hidréxido de potéssio 0,5 mol L~1 até réseo persistente durante
30s;

(d) Utilizar o volume gasto de solu¢io hidréxido de potdssio 0,5 mol L™ (Vxog) para
determinacao do Indice de Acidez;

(e) Adicionar ao erlenmeyer exatamente 25 mL de solugao etanélica de hidréxido de
potassio 0,5mol L' e 50mL de 4lcool etilico neutralizado;

(f) Deixar em refluxo por 4 horas;
(g) Esfriar e titular com solucao de 4cido cloridrico 0,5mol L™! até descoramento;

(h) Utilizar o volume gasto de écido cloridrico 0,5mol L™ (Vg¢y)para determinagao
do Indice de Esteres;

(i) Efetuar prova em branco, anotando o volume de 4cido cloridrico 0,5mol L™ gasto
no branco (Viranco)-

3.7.7 Calculo e expressao dos resultados

i Vi - f-28,05
Indice de acidez, em mg de KOH/g = xom [ - 28,
m
[ Vranco -V - f 28, 05
Indice de ésteres, em mg de KOH/g = (Vs uct) - f
m

. B Indice Esteres
Indice de relagao = -
Indice de Acidez

onde:
Vikor = volume de solucdo etanélica de hidréxido de potéssio 0,5 mol L~ gasto na titu-
lacao, em mL;
Vier = volume de solucao de 4cido cloridrico 0,5mol L™! gasto na titulacdo, em mL;
Viranco = volume de solucdo de 4cido cloridrico 0,5mol L=! gasto na titulacdo do branco,
em mL;
m = massa da amostra, em g;
f = fator de correcao da solucao etandlica de hidréxido de potdssio 0,5mol L=
f' = fator de correcao da solucao de 4cido cloridrico 0,5 mol L1,

Expressar os resultados obtidos com uma casa decimal.
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3.7.8 Referéncias bibliograficas

FAO JECFA. Combined Compendium for Food Additive Specifications - Analytical
methods, test procedures and laboratory solutions used by and referenced in the food addi-
tive specifications, Monographs No. 1, Vol. 4. Roma: 2006.

United States Pharmacopeial Convention. Food Chemicals Codex. 4th ed. Washing-
ton: National Academy Press, 1996.

3.8 Insolaveis

Utilizar o método descrito na norma NBR 15714-5, expressando o resultado final em
“e/100g” com uma casa decimal.

3.9 Perda por dessecacao

3.9.1 Principio

Secagem de uma aliquota da amostra, a uma temperatura determinada, até massa
constante e pesagem para determinagao da perda de massa por dessecacao.

3.9.2 Campo de aplicagao

Este método aplica-se a propolis.

3.9.3 Materiais e equipamentos
e Almofariz;
e Balanga analitica com resolucao minima de 0,0001 g;

e Capsulas de aluminio, vidro, ago inoxidavel ou niquel, com cerca de 25 mm de pro-
fundidade e didmetro de aproximadamente 50 mm, com tampa;

e Estufa com circulagdo de ar a 102°C + 2°C.

3.9.4 Reagentes e solucoes

Nao aplicavel.

3.9.5 Preparo da amostra

Pulverizar a amostra com auxilio de almofariz.

3.9.6 Procedimento de analise

(a) Aquecer a cépsula e a sua tampa separadamente em uma estufa a 102°C £+ 2°C
por 1 hora, colocar a tampa na cdpsula, transferir para dessecador, esfriar até a
temperatura ambiente e pesar (mg);

(b) Transferir entre 0,9 e 1,1 g da amostra para cdpsula (m;), colocar a tampa e pesar;
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(c¢) Destampar a capsula e colocé-la, com sua tampa, na estufa;
(d) Manter o material a 102°C £ 2°C, por 3 horas;

(e) Tampar a capsula, transferir para dessecador, destampar e esfriar a capsula con-
tendo a amostra dessecada;

(f) Transferir a capsula para a balanga, colocar sua tampa e anotar a massa;

(g) Repetir o procedimento de "c"a "f', utilizando tempo de secagem de uma hora, até
que a variagdo entre duas pesagens consecutivas seja inferior a 0,5mg ou que a
amostra ganhe massa, devendo-se considerar a menor massa obtida como a massa

final (ms).

Obs.: Realizar o ensaio em duplicata.

3.9.7 Calculo e expressao dos resultados

mo — My

Perda por dessecagao, em g/100g = - 100

my

mo = massa da cdpsula com sua tampa, em gramas;

m; = massa da amostra, em gramas;

mo = massa da capsula com tampa + massa dessecada da amostra, em gramas.
Expressar como resultado a média das duplicatas com duas casas decimais.

3.9.8 Referéncias bibliograficas

Ricardo G. Woisky e Antonio Salatino. Analysis of propolis: some parameters and
procedures for chemical quality control. Journal of Apicultural Research. vol. 37(2), p.
99-105, 1998.

3.10 Ponto de fusao

3.10.1 Principio

Baseia-se na determinacao do ponto de fusao de uma amostra submetida a aquecimento
controlado por meio de equipamento especifico.

3.10.2 Campo de aplicacao

Este método é aplicavel a cera de abelhas.

3.10.3 Materiais e equipamentos

e Balanca analitica com resolu¢do minima de 1g;
e Béquer de 50 mL;

e Funil de vidro;
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e Material descrito na norma ISO 6321;

e Papel de filtro.

3.10.4 Reagentes e solucgoes

Nao aplicavel.

3.10.5 Procedimento de analise
(a) Pesar cerca de 15g da amostra em um béquer e fundir em estufa a 70 °C;
(b) Filtrar com papel de filtro qualitativo;

(c) Obter o ponto de fusdo de acordo com o método A descrito na norma ISO 6321.

3.10.6 Expressao dos resultados

Reportar o valor obtido com uma casa decimal.

3.10.7 Referéncias bibliograficas

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecudria.
Laboratorio Nacional de Referéncia Animal. Métodos analiticos oficiais para controle de
produtos de origem animal e seus ingredientes: II — Métodos fisicos e quimicos. Brasilia:
1981.

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. 6321:2002: Ani-
mal and vegetable fats and oils — Determination of melting point in open capillary tubes
(slip point). Genebra: 2002.

3.11 Ponto de saponificacao turva

3.11.1 Principio

Baseia-se na medicdo da temperatura em que os acidos graxos iniciam a solidificagao,
apds saponificagao.

3.11.2 Campo de aplicacao

Este método aplica-se a cera de abelha.

3.11.3 Materiais e equipamentos

e Balanca analitica com resolu¢ao minima de 0,1 g;
e Balao de fundo chato de 100 mL;
e Banho-maria a 80 °C;

e Bureta de 50 mL;
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e Condensador de refluxo;

e TermoOmetro com resolu¢do minima de 1°C.

3.11.4 Reagentes e solucgoes

e Solucao de saponificacao:

Dissolver 4,0 g de hidréxido de potassio em 90 mL de alcool etilico livre de aldeidos
mantido a aproximadamente 15 °C durante a dissolu¢dao. Deixar atingir a tempera-
tura ambiente, transferir para balao volumétrico de 100 mL e completar o volume.

3.11.5 Procedimento de analise

(a

)

Pesar cerca de 15g da amostra em um béquer e fundir em estufa a 70 °C;
Filtrar com papel de filtro qualitativo;

Pesar entre 2,9 e 3,1 g da amostra filtrada e passar para balao de fundo chato de
100 mL;

Adicionar 30 mL de solucao de saponificacao;

Acoplar o condensador e refluxar a mistura por 2 horas;
Transcorrido o tempo, desconectar o condensador;
Colocar, dentro do balao, um termdémetro;

Girar suavemente o balao enquanto a temperatura da solucao decresce. A tempe-
ratura em que se notar uma turvacao da solucao ou formacao de pequenos globulos
sera considerado o ponto de saponificacao turva.

Obs.: Para maior precisao da leitura, colocar embaixo do baldao e colado neste, um
cartao tendo impresso letras negras com altura de 1cm. Quando as letras obser-
vadas através do balao tornam-se de dificil visibilidade, sera esta a temperatura
considerada como ponto de turvacao.

3.11.6 Expressao dos resultados

Reportar a temperatura do ponto de saponificacdo turva como um nimero inteiro.

3.11.7 Referéncias bibliograficas

United States Pharmacopeial Convention. Food Chemicals Codex. 4th ed. Washing-
ton: National Academy Press, 1996.

3.12

Residuo mineral fixo em mel

Utilizar o método descrito na norma NBR 15714-3, expressando o resultado obtido em
“g/100g” com uma casa decimal.
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3.13 Residuo mineral fixo

3.13.1 Principio

Fundamenta-se na eliminagdo da matéria organica e inorganica volatil a temperatura
de 550°C. O produto obtido é denominado de residuo mineral fixo.

3.13.2 Campo de aplicacao

Proépolis, pélen, ovos liquido e ovo desidratado.

3.13.3 Materiais e equipamentos

e Balanga analitica com resolucao minima de 0,0001 g;

e Cadinho de porcelana, quartzo, metal ou qualquer outro metal inerte nas condigoes
do ensaio com didmetro minimo de 60 mm e paredes inclinadas com altura minima
de 25 mm;

e Dessecador com silica gel ou cloreto de célcio anidro;
e Forno tipo mufla capaz de atingir e manter a temperatura de 550 °C + 25°C;

e Pinca metélica.

3.13.4 Reagentes e solucoes

e Agua oxigenada (Hy0,) a 30% (v/v).

3.13.5 Preparo da amostra

Homogenizar a amostra agitando e invertendo o recipiente ou embalagem 5 ou 6 vezes.

3.13.6 Procedimento de analise

(a) Aquecer o cadinho em forno mufla a 550 °C durante 20 minutos, esfriar em desse-
cador até temperatura ambiente e pesar (mq);

(b) Pesar entre 2 e 3g da amostra homogeneizada no cadinho (m);

(c) Colocar o cadinho no forno mufla e aumentar gradualmente a temperatura até
550 °C % 25 °C, mantendo-o nesta temperatura por tempo suficiente para obtencao
de cinzas claras (aproximadamente 4 h);

(d) Retirar o cadinho para dessecador e esfriar até temperatura ambiente;

(e) Observar a coloragao das cinzas. Se obtidas cinzas de coloragao negra, adicionar
algumas gotas de perdxido de hidrogénio a 30% e repetir as etapas de incinera-
¢ao. Se as cinzas possuem coloracao entre branco e cinza claro, pesar o conjunto
cinzas+cadinho (ms);
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3.13.7 Calculo e expressao dos resultados

mo — Mo

Residuo Mineral Fixo, em g/100g = 100

my

onde:
my = massa do cadinho, em gramas;
m; = massa da amostra, em gramas;
mo = massa do cadinho + cinzas, em gramas.
Reportar a média aritmética de duas determinacoes com uma casa decimal.

3.13.8 Referéncias bibliograficas

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. ISO 936:1998:
Meat and meat products - Determination of total ash. Genebra: 1998.

3.14 Sacarose

Determinar o teor de “Sacarose” em “g/100g” pelo método AOAC 977.20, reportando
o valor obtido com uma casa decimal.

3.15 Teste para adulteracao por acicares C-4

Determinar a quantidade aparente de agicares C-4 por meio do Método II da norma
AOAC 998.12. Reportar positivo se o valor obtido for superior a 7%.

3.16 Teste para cera de carnauba

3.16.1 Principio

Baseia-se nas diferencgas entre os pontos de cristalizagao em alcool n-butilico da cera
de abelha e da cera de carnatba.

3.16.2 Campo de aplicacao

Este ensaio aplica-se a cera de abelhas.

3.16.3 Materiais e equipamentos

e Balanca analitica com resolu¢ao minima de 0,1 g;
e Banho-maria;
e Microscopio ou lente de aumento;

e Tubos de ensaio.
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3.16.4 Reagentes e solucgoes

e Alcool n-butilico (1-butanol).

3.16.5 Procedimento
(a) Pesar aproximadamente 50 mg de amostra em tubo de ensaio;
(b) Adicionar ao tubo 10mL de dlcool n-butilico;

(¢) Aquecer, sob agitacdo, o tubo de ensaio em banho de dgua em ebuligdo até com-
pleta dissolucao;

(d) Transferir o tubo de ensaio para banho a 60°C e deixa-lo em repouso;

(e) Observar os cristais formados.

3.16.6 Expressao dos resultados

Reportar negativo se os cristais formados parecerem agulhas soltas ou aglomeradas,
sem presenca de massas amorfas sob o microscopio ou lente de aumento.

3.16.7 Referéncias bibliograficas

United States Pharmacopeial Convention. Food Chemicals Codex. 4th ed. Washing-
ton: National Academy Press, 1996.

3.17 Teste para cera japonesa, resinas e gorduras

3.17.1 Principio

Baseia-se nas diferencas de solubilidade dos produtos de saponificacdo da cera de
abelha e de suas impurezas.

3.17.2 Campo de aplicacao

Este ensaio aplica-se a cera de abelhas.

3.17.3 Materiais e equipamentos
e Balanca analitica com resolu¢ao minima de 0,1 g;
e Erlenmeyer de 125 mL;

e Papel de filtro qualitativo.

3.17.4 Reagentes e solucoes
e Acido clorfdrico (HCI1) 3,5mol L1
e Papel de pH ou solucao 1% de fenolftaleina;
e Solugao de hidréxido de s6dio (NaOH) a 3,5mol L.
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3.17.5 Procedimento

(a) Pesar entre 0,9 e 1,1 g de amostra em erlenmeyer;
(b) Adicionar 35 mL da solugdo de hidréxido de sédio;

(c) Manter sob ebuligdo por 30 minutos, mantendo o volume constante por adi¢do
ocasional de 4gua;

(d) Apos este periodo, ocorre a separagao entre a cera e a parte liquida, a qual deve
manter-se limpida. Esfriar e filtrar em papel qualitativo;

(e) Acidificar o filtrado com solugao de acido cloridrico;

(f) Observar se ha formacao de precipitados.

3.17.6 Expressao dos resultados

Reportar positivo se houver formacao de precipitados apos acidificacao.

3.17.7 Referéncias bibliograficas

United States Pharmacopeial Convention. Food Chemicals Codex. 4th ed. Washing-
ton: National Academy Press, 1996.

3.18 Umidade em mel

Utilizar o método B da norma AOAC 969.38, reportando o valor obtido em “g/100g”
com uma casa decimal.



Ovos e derivados

4.1 Lipidios

Determinar o teor lipidico da amostra por meio da norma AOAC 925.32, reportando
o resultado com duas casas decimais em “g/100 g”".

4.2 pH

Utilizar o método descrito no Capitulo 2, Secao 2.32.

4.3 Proteina

Multiplicar o teor de nitrogénio na amostra, determinado em acordo com a norma
ISO 1871, pelo fator de conversao 6,25, expressando o resultado obtido “em g/100g” com
duas casas decimais.

4.4 Residuo mineral fixo

Utilizar o método descrito no Capitulo 3, Secao 3.13.

4.5 Solidos totais

Determinar o teor de sélidos totais na amostra por meio da norma AOAC 925.30,
reportando o resultado com duas casas decimais em “g/100g".
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Pescados e subprodutos da pesca

5.1 Acidez em 6leo de pescado

Utilizar o método descrito na norma ISO 660, expressando o resultado obtido em
“g de ac. oleico/100g” com uma casa decimal.

5.2 Acido sérbico e/ou sorbatos

Utilizar o método descrito na norma NMKL 124, expressando o resultado obtido em
“g/100g” com trés casas decimais.

5.3 Amido

Utilizar o método descrito no Capitulo 1, Secao 1.5.

5.4 Anidrido sulfuroso e sulfitos

Utilizando o método descrito na norma AOAC 990.28, determinar o teor de sulfitos
na porgao edivel do pescado, expressando o resultado em “g de SO2/100g” com trés casas
decimais.

5.5 Bases volateis totais

Determinar o teor de bases voldteis totais em “mg de N/100g” utilizando o método de
referéncia descrito no Anexo II da Decisdao da Comissao 95/149/CE, publicado no Jornal
Oficial da Comunidades FEuropeias, n°® 197 de 29/04/1995, p. 84-87. Reportar o valor
obtido como um ntimero inteiro.

Amostras “glaciadas” devem ter a 4gua de recobrimento removida com auxilio de agua
corrente antes do ensaio, tomando-se a precaucao de nao descongelar substancialmente a
amostra.
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5.6 Cloreto de Sédio (NaCl)

Determinar o teor de Cloreto de Sodio, NaCl, utilizando o método descrito na norma
Codex Stan 167:1989. Reportar o resultado obtido em “g de NaCl/100g” com uma casa,
decimal.

5.7 Corantes Artificiais

Utilizando a metodologia descrita na norma NMKL 130, reportar “presenca de nome
comum (cddigo INS)” para cada corante identificado. Reportar “presenca corante hidros-
soliivel nao identificado” caso seja detectado um corante sem correlagao com os corantes
testados no método. Deve-se testar, em adi¢ao aos corantes descritos na norma, a presenca
do corante carmoisina (INS 122).

5.8 Deteccao de formaldeido

Utilizar o método B da norma AOAC 931.08. Reportar “positivo” caso seja detectada
a presencga de formaldeido na amostra e “negativo” em caso contrario.

5.9 Deteccao de polifosfatos

5.9.1 Principio

Os anions polifosfatos sao extraidos em agua, separados em coluna idnica e derivati-
zados com auxilio de reagente de molibdato de aménio para deteccao no visivel.

5.9.2 Campo de aplicacao

Pescados congelado, pescado congelado com dgua de recobrimento contendo polifos-
fatos, pescado com agua de recobrimento sem adicao de polifosfatos, carne e produtos
carneos congelados.

5.9.3 Materiais e equipamentos

e Aparelho para filtracao de solventes para cromatografia liquida dotado de membrana
de 45 pum;

e Balanca analitica com resolu¢do minima de 0,001 g;

e Balanga semi-analitica com resolu¢ao minima de 0,1 g;

e Balao volumétrico de 1000 mL;

e Centrifuga capaz de gerar uma RCF de 3000x g ou superior;

e Homogeneizador tipo Turrax com velocidade igual ou superior a de 15000 RPM;

e Proveta de 25 mL;
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Seringas acopladas a filtro de membrana de 45 pm,;

Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE, HPLC), dotado de
bomba isocratica, forno de reacao pds-coluna capaz de manter uma temperatura de
115°C =4 2°C ou superior, bomba auxiliar para derivatizacdo pos-coluna, detector
fotométrico operando no visivel, injetor automatico, compartimento de colunas ca-
paz de manter uma temperatura de 35°C 4+ 2°C e coluna cromatografica IC Pack
Anion HC (15cm x 4,6 mm) ou similar;

Tubos para centrifuga em polipropileno com capacidade para 50 mL;

Vial de 2mL.

5.9.4 Reagentes e solucgoes

Acido bérico (HBOs3), grau ACS;

Acido Etilenodiaminatetracético, Sal Dissédico (EDTA, C1oH;4N2OgNay - 2 H,0);
Acido sulfiirico (H,SO,) concentrado;

Cloreto de potassio (KCl), grau ACS;

Hidrogenofosfato de sédio (NagHPO,), grau ACS;

Hidréxido de potassio (KOH), grau ACS;

Molibdato de aménio ((NHy)gMo7Os4 -4 HyO);

Pirofosfato de sédio tetrabésico (NayP2O7);

Solucdo Acida de Mo(V)-Mo(VI) — derivatizante:

Dissolver 5,30 g de molibdato de amoénio em 900 mL de 4gua, com subsequente adigao
de 100 mL de acido sulfirico concentrado. Adicionar, sob agitacao, 0,65 g de zinco
metalico em p6. Apds a completa dissolugao do zinco, armazenar em frasco ambar
por até 6 meses.

Solucao de referéncia de polifosfatos:

Em 900 mL de 4gua Tipo I, adicionar 148 mg de hidrogenofosfato de s6dio, 153 mg
de pirofosfato de sodio, 145 mg de trifosfato de soédio e 129 mg de trimetafosfato de
sodio. Transferir para balao volumétrico de um litro e completar para o volume.
Filtrar a solugdo em membrana de 0,45 pm e armazenar sob refrigeracao por até 12
meses. Descartar se observada turbidez ou presenca de fungos.

Solucao tampao borato pH 9,0 — fase movel:

Em 900mL de dgua Tipo I, dissolver 6,18 ¢ (100 mmol) de acido bérico, 2,39¢g
(42,5mmol) de hidréxido de potéssio, 1,49g (20 mmol) de cloreto de potéassio e
0,484 g (0,13 mmol) de EDTA disédico. Ajustar o pH para 9,0 com auxilio de solugao
diluida de hidréxido de potassio e/ou solucao diluida de acido boérico, filtrar em
membrana de 0,45 pm, transferir para balao volumétrico de um litro e completar
para o volume.
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e Trifosfato de sédio pentabésico (NasP3010);

e Trimetafosfato trisdédico (NagP30y);

e Zinco metalico em po.

Obs.: Sais de potassio dos anions polifosfato poderao ser utilizados em substituigao
aos sais de sodio.

5.9.5 Preparo da amostra

(a)

(b)

Pescado congelado:

Remover, se presente, a dgua de recobrimento (“glaciamento”) da amostra utili-
zando agua corrente. Retirar por¢oes musculares da amostra ainda congelada e
homogeneizar. Analisar imediatamente.

Carnes e produtos carneos:

Retirar por¢oes musculares da amostra ainda congelada e homogeneizar. Analisar
imediatamente.

5.9.6 Procedimento de analise

(a)
(b)

Pesar entre 5,0 e 5,1 g de amostra em tubo de centrifuga de 50 mL;

Adicionar 25 mL de agua Tipo I e homogeneizar utilizando homogeneizador tipo
Turrax;

Deixar em banho-maria acima de 90 °C por 5min, agitando ocasionalmente;
Centrifugar por 10 min;

Com o auxilio de uma seringa acoplada a filtro de membrana de 0,45 pm, coletar
cerca de 1 mL do sobrenadante para o vial de HPLC,;

Injetar, utilizando os parametros constantes da Tabela 6, a solucao de referéncia
de polifosfatos e a amostra. A ordem de elui¢do segue o ntimero de unidades de
fosfato: ortofosfato, pirofosfato, trifosfato, trimetafosfato, etc.;

Tabela 6: Parametros cromatogréaficos sugeridos.

Parametro Valor

Detecgao Entre 800 e 840 nm
Tempo de corrida” 20 min
Temperatura da coluna 35°C 4+ 2°C
Temperatura do forno de reacdo pos-coluna > 115°C

Fluxo de derivatizante 0,2mL L™t

Fluxo da fase mével 0,5mLL™!

Volume de injecao Entre 1 pL e 75 ulL

“Polifosfatos com mais de quatro unidades podem apresentar tempos de
retengao superiores a 20 min.
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O volume de injecao deve ser suficiente para que se obtenha um limite de deteccao
superior a 6 mgkg~! de cada 4nion na amostra.

5.9.7 Expressao dos resultados

Considerar “positivo” apenas os picos de polifosfatos integrados no cromatograma com
relagdo sinal /ruido superior a 3.

Reportar “Presenca de X (Y) na porgao muscular” para cada um dos polifosfatos
presentes na solucao de referéncia encontrados, sendo X o nome do anion polifosfato e
Y sua férmula quimica. Reportar “Presenca de polifosfatos (POy),” se o cromatograma
apresentar picos com tempos de retencao superiores ao do trimetafosfato e ausentes da
solugao de referéncia. Reportar “nao detectado” se o cromatograma apresentar apenas o
pico referente ao dnion monofosfato (ortofosfato, PO4*").

5.9.8 Referéncias Bibliograficas

Norimasa Yosa, Izumi Akazaki, Tetsuya Nakazato, Nobuyuki Ueda, Hiroki Kodama
e Akira Tateda. High-Performance Liquid Chromatographic Determination of Pyrophos-
phate in the presence of a 20,000-fold Excess of Orthophosphate. Analytical Biochemistry,
199, 1991, 279-285.

5.10 Desglaciamento

5.10.1 Principio

O método baseia-se na remocao em condi¢oes controladas do glaciamento da amostra
para determinacao do percentual de glaciamento.

5.10.2 Campo de aplicagao

Pescados congelados glaciados.

5.10.3 Materiais e equipamentos

e Balanca com resolucao minima de 0,1 g;
e Crondmetro;
e Peneira com malha de 2,4 mm em aco inoxidéavel;

e Recipiente paralelepipédico com um volume superior a 10 vezes o peso bruto da
amostra;

e TermoOmetro com precisao de 0,1°C, abrangendo a faixa 15°C a 25°C;

e Toalha de tecido ou papel.

5.10.4 Reagentes e solucoes

Nao aplicavel.
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5.10.5 Preparo da amostra

Durante o periodo de transporte e transferéncia das amostras até o laboratério e
durante a sua armazenagem, a temperatura do produto nao podera ser superior a —8°C.
No momento do ensaio, a amostra deve estar a uma temperatura inferior a —12°C.

5.10.6 Procedimento de analise

(a) Pesar a amostra com embalagem e isenta de gelo exterior, obtendo-se o peso bruto
(PB) da amostra;

(b) Pesar a embalagem e/ou invélucro totalmente limpos e sem residuos, obtendo-se
assim o valor do peso da embalagem (PE);

(c) Com o produto ja sem embalagem, acomoda-lo na peneira e submergir o conjunto
em um recipiente contendo um volume aproximado de dgua de 10 vezes o peso da
amostra, observando o volume minimo de 10 litros. O banho deve estar a uma
temperatura de 20°C + 2°C;

(d) Manter o conjunto peneira mais produto submerso até a percepgao tatil de que
todo o glaciamento foi removido, evitando-se o descongelamento substancial da
amostra;

(e) Retirar o conjunto peneira mais produto e deixar escorrer por 60 + 10 segundos.
Para facilitar a drenagem, a peneira devera permanecer inclinada, preferencial-
mente em um angulo entre 15° e 17°. A agua aderida a superficie da amostra
pode ser removida com o auxilio de toalhas de papel ou tecido, evitando-se pres-
sionar a amostra;

(f) Pesar a amostra desglaciada, determinando o peso do produto desglaciado (Py);

(g) Repetir este procedimento para as 5 amostras restantes.

Obs.: Para amostras de camarao é recomendavel que a peneira seja pesada antes
do banho e a amostra desglaciada pesada em conjunto com a mesma, subtraindo-
se 0 peso da peneira do peso obtido para obtencao do P; da amostra. A utilizacao
da peneira para imersao no banho é opcional para amostras compostas por uma
peca Unica.

5.10.7 Calculo e expressao dos resultados

Determinar o peso do produto glaciado (F,) para cada amostra subtraindo-se do peso
bruto o peso da embalagem correspondente:

P,=PB - PE
Determinar o percentual de glaciamento (%G) utilizando a férmula:

YR -SP
NG = <P, 100

Reportar, em g como um ntmero inteiro, o “peso glaciado” como a média aritmética
dos P, e o “peso desglaciado” como a média aritmética dos P.

Reportar, em % como um ntmero inteiro, o “percentual de glaciamento” (%G.)

Expressar os resultados com uma casa decimal.
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5.10.8 Referéncias bibliograficas

Codex Alimentarius Standard. Codex Standard for Quick Frozen Lobsters — Codex
Stan 95 rev. 2. Roma: FAO/WHO, 2004.

Codex Alimentarius Standard. Codex Standard for Quick Frozen Shrimps or Prawns
— Codex Stan 92 rev. 1. Roma: FAO/WHO, 1995.

Codex Alimentarius Standard. Codex Standard for Quick Frozen Blocks os Fish Fil-
lets, Minced Fish Flesh and Mixtures of Filets and Minced Fish Flesh — Codex Stan 165
rev. 1. Roma: FAO/WHO, 1995.

AOAC International. Official Methods of Analysis of AOAC International, Official
Method 963.18. 20 ed. Rockville: 2016.

5.11 Fosforo

Determinar o teor de fosforo total utilizando o método descrito na norma ISO 13730,
reportando o valor obtido em “g de P,O5/kg” com duas casas decimais.

Amostras “glaciadas” devem ter a 4gua de recobrimento removida com auxilio de agua
corrente antes do ensaio, tomando-se a precaucao de nao descongelar substancialmente a
amostra.

5.12 Histamina

Determinar o teor de histamina em um amostra composta por nove unidades amostrais
utilizando o método descrito na norma NMKL 196, reportando o valor de cada unidade
amostral e sua média em “mg/kg” como um niimero inteiro.

5.13 Indice de Peréxidos

Utilizar o método descrito na norma ISO 3960 para determinacdo do Indice de Peré-
xidos na amostra, em “mEq de Og/kg”. Se necessario, corrigir o valor obtido pelo teor
de gordura, expressando o resultado final em “mEq de Oy /kg de gordura” com uma casa,
decimal.

5.14 Lipidios Totais

Determinar o teor de Lipidios Totais utilizando o método descrito na norma [SO 1443
ou, opcionalmente, na norma NMKL 181. Reportar o valor obtido em “g/100 g” com uma
casa decimal.

5.15 Nitritos e Nitratos

Determinar, utilizando o método descrito nas normas NMKL 165 (nitritos e nitratos),
NMKL 194 (nitritos e nitratos) ou ISO 2918 (nitritos) e ISO 3091 (nitratos), o teor de
nitritos e nitratos na amostra, expressando os resultados obtidos em “g de NaNO, /100 g”
com trés casas decimais.
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5.16 pH

Determinar o pH no extrato homogeneizado da amostra, conforme metodologia des-
crita na norma ISO 2917. Reportar o valor obtido com duas casas decimais.

5.17 Potassio

Determinar o teor de potassio na amostra utilizando o método descrito na norma
AOAC 969.23, reportando o resultado obtido em “mg de K/100g” como um ndmero
inteiro.

Amostras “glaciadas” devem ter a 4gua de recobrimento removida com auxilio de agua
corrente antes do ensaio, tomando-se a precaucao de nao descongelar substancialmente a
amostra.

5.18 Proteina

Determinar o teor de nitrogénio na amostra de acordo com a norma ISO 1871. Mul-
tiplicar o valor obtido por 6,25 para obten¢ao do teor de proteina. Expressar o resultado
obtido em “g/100g” com duas casas decimais.

Amostras “glaciadas” devem ter a 4gua de recobrimento removida com auxilio de 4gua
corrente antes do ensaio, tomando-se a precaucao de nao descongelar substancialmente a
amostra.

5.19 Relacdo Umidade/Proteina

A partir dos resultados para o Teor de Umidade e Teor de Proteinas, obtidos utilizando-
se os métodos estabelecidos neste Manual, calcular a relagao U/P, expressando o resultado
final com duas casas decimais.

5.20 Residuo mineral fixo (Cinzas)

Determinar o teor de Residuo mineral fixo (Cinzas) utilizando o método descrito na
norma ISO 936, reportando o resultado obtido em “g/100g” com uma casa decimal.

5.21 Sddio

Utilizando o método descrito na norma AOAC 969.23, determinar o teor de sédio na
amostra. Reportar o resultado obtido em “mg de Na/100g” como um nimero inteiro.

Amostras “glaciadas” devem ter a 4gua de recobrimento removida com auxilio de 4gua
corrente antes do ensaio, tomando-se a precaucao de nao descongelar substancialmente a
amostra.
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5.22 Umidade

Determinar o teor de Umidade utilizando o método descrito na norma ISO 1442,
reportando o resultado obtido em “g/100g” com uma casa decimal.

Amostras “glaciadas” devem ter a 4gua de recobrimento removida com auxilio de agua
corrente antes do ensaio, tomando-se a precaucao de nao descongelar substancialmente a
amostra.
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Parte 11

Métodos microbiolégicos
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Contagem de Coliformes Termotolerantes
e Coliformes Totais em alimentos

6.1 Principio

Prova presuntiva Baseia-se na inoculagao das dilui¢oes desejadas das amostras sob teste
em agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA) e posterior contagem das colonias
suspeitas. O agar cristal violeta vermelho neutro bile apresenta em sua composicao sais
biliares e cristal violeta, responsaveis pela inibicao de microrganismos Gram positivos
e vermelho neutro, um indicador de pH que revela a fermentacao da lactose pelos mi-
crorganismos presentes. A adicdo de sobrecamada visa a prevencao do crescimento e do
espraiamento de colonias na superficie do agar.

Prova confirmativa para coliformes totais A confirmacgdo da presenca de coliformes
totais é feita por meio da inoculacao das colonias suspeitas em caldo verde brilhante bile
2% lactose e posterior incubacao a 35°C 4+ 1°C. A presenca de gas nos tubos de Durham
evidencia a fermentacao da lactose presente no meio. O caldo verde brilhante bile 2%
lactose apresenta em sua composicao bile bovina e um corante derivado do trifenilmetano
(verde brilhante) responsaveis pela inibi¢ado de microrganismos Gram positivos.

Prova confirmativa para coliformes termotolerantes A confirmacao da presenca de
coliformes termotolerantes é feita por meio da inoculagao das colonias suspeitas em caldo
EC e posterior incubagao em temperatura seletiva de 45°C + 0,2°C, em banho-maria
com agitacao ou circulacdo de dgua. A presenca de gas nos tubos de Durham evidencia
a fermentacao da lactose presente no meio. O caldo EC apresenta em sua composicao
uma mistura de fosfatos que lhe confere um poder tamponante impedindo a sua acidifi-
cacdo. A seletividade é devido a presenca de sais biliares responsaveis pela inibicao de
microrganismos Gram positivos.

6.2 Campo de aplicacao
Neste capitulo estd descrito método de contagem de coliformes totais e coliformes

termotolerantes aplicavel a amostras de matérias-primas, alimentos e ragoes, devendo ser
utilizada quando o limite méximo tolerado for igual ou superior a 100 UFC/g ou mL.
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6.3 Materiais e equipamentos

e Vidrarias e equipamentos basicos obrigatorios em laboratérios de microbiologia de
alimentos;

e Banho-maria com movimentagao de dgua (agitagdo ou circulagio).

6.4 Meios de cultura, reagentes e solucoes

e Insumos béasicos obrigatérios em laboratoérios de microbiologia de alimentos;
e Agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA);
e Caldo verde brilhante bile 2% lactose;

e Caldo EC;

e Solucao salina peptonada 0,1%.

6.5 Preparo da amostra

(a) Apds seu recebimento no laboratério as amostras devem ser mantidas até o mo-
mento do inicio da analise de acordo com norma ISO especifica.

(b) Pesar 25g + 5% ou pipetar 25 mL + 5% da amostra.
(¢) Adicionar 225 mL de solugdo salina peptonada 0,1%.

(d) Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.

Esta é a diluicdo 10

6.6 Procedimentos da analise

6.6.1 Procedimentos de controle

Aplicar os procedimentos de controle especificos estabelecidos pelo laboratorio.

6.6.2 Prova presuntiva

A partir da diluicdo inicial (107), efetuar as demais diluigoes desejadas em solugao
salina peptonada 0,1%. No caso de produtos liquidos a inoculagdo pode ser realizada a
partir da diluicao 10°.

Sempre utilizar mais de uma placa, seja uma duplicata da mesma diluicdo, seja duas
ou mais de dilui¢oes diferentes.

Inocular 1 mL de cada diluicao desejada em placas de Petri esterilizadas. Adicionar
a cada placa cerca de 15 mL de VRBA previamente fundido e mantido a 46 °C—48°C em
banho-maria. Homogeneizar cuidadosamente e deixar em repouso até total solidificacao
do meio. Adicionar, sobre cada placa, cerca de 10mL de VRBA previamente fundido e
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mantido a 46 °C-48 °C em banho-maria, formando uma segunda camada de meio. Deixar
solidificar.

Apobs completa solidificagao do meio, incubar as placas em posicao invertida em tem-
peratura de 35°C £ 1°C por 18 a 24 horas.

As contagens deverao ser realizadas imediatamente apds o periodo de incubagao das
placas. Na impossibilidade de realizar a contagem imediatamente apoés o periodo de
incubacao, manter as placas sob refrigeracdo em temperatura de 4°C a 7°C por um
periodo nao superior a 24 horas. Fsse procedimento nao deve tornar-se wuma prdtica
rotineira.

As coldnias deverao ser contadas com o auxilio de contador de colonias, o qual deveréa:

e estar equipado com placa de vidro ou acrilico, com diametro compativel com o das
placas utilizadas, dividido milimetricamente em quadrantes com 1cm? de 4rea e
com iluminacao artificial uniforme;

e ter capacidade para aumento de 1 a 2 vezes, com dispositivo de regulagem de altura
para melhor ajuste do foco, podendo ainda dispor de sistema eletronico ou manual
de registro das contagens; e

e cstar localizado em local onde nao haja incidéncia direta de luz sobre a plataforma
de apoio da placa, para evitar possiveis enganos na identificacao das colonias.

Utilizar o estereoscopio para observacao de caracteristicas morfoldgicas das colonias,
para diferenciar microrganismos de particulas da amostra ou do meio e para sele¢ao e
isolamento de colonias.

Verificar sempre a proporcionalidade dos resultados obtidos nas dilui¢oes sucessivas.

Selecionar placas que contenham entre 15 e 150 colonias.

Contar as colonias que apresentarem morfologia tipica de coliformes, ou seja, colonias
roseas com 0,5 a 2mm de didmetro rodeadas ou nao por uma zona de precipitacao da bile
presente no meio. Anotar os resultados de contagem.

Contar separadamente colonias tipicas e atipicas e submeter 3 a 5 colonias de cada
uma as provas confirmativas.

6.6.3 Provas confirmativas
6.6.3.1 Coliformes totais

Inocular cada uma das colonias tipicas e atipicas selecionadas em tubos contendo caldo
verde brilhante bile 2% lactose. Incubar os tubos a 35°C £ 1°C por 24 a 48 horas.

A presenga de coliformes totais é confirmada pela formacao de gas (minimo 1/10 do
volume total do tubo de Durham) ou efervescéncia quando agitado gentilmente. Anotar
o resultado obtido para cada colonia, bem como a dilui¢ao utilizada.

Observagao: A leitura pode ser feita apos 24 horas de incubacdo, porém, s serao
validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo deverao ser
reincubados por mais 24 horas.

6.6.3.2 Coliformes termotolerantes

Inocular as culturas suspeitas de coliformes termotolerantes em tubos contendo caldo
EC. Incubar os tubos a 45°C 4+ 0,2°C por 24 a 48 horas em banho maria com agitacao.
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A presenca de coliformes termotolerantes é confirmada pela formagao de gés (minimo
1/10 do volume total do tubo de Durham) ou efervescéncia quando agitado gentilmente.
Anotar o resultado obtido para cada tubo, bem como a diluicao utilizada.

Observacao: A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubacao, porém, sb serao
validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo deverao ser
reincubados por mais 24 horas.

6.7 Expressao dos resultados

Para alimentos comercializados no MERCOSUL os resultados da contagem de colifor-
mes termotolerantes correspondem a determinacao “coliformes a 45°C”.

A aplicagao de procedimentos de controle durante o processo analitico visa & garantia
da confiabilidade do resultado final, assegurando a sua repetibilidade, precisao e exatidao.

A precisao e a exatidao do método também dependerao da correta observacao e apli-
cacao dos procedimentos padronizados estabelecidos para a area analitica.

A garantia da validade dos resultados da contagem estard assegurada quando os resul-
tados dos controles indicarem nao haver qualquer falha em nenhuma etapa do processo
analitico.

Para o céalculo final das contagens de coliformes totais e termotolerantes, proceder de
acordo com o estabelecido na ISO especifica.

Expressar o resultado em UFC/g ou ml.
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Numero Mais Provavel de Vibrio
parahaemolyticus

7.1 Principio

7.1.1 Provas presuntivas

Enriquecimento em caldo seletivo Inoculacao em meio de cultura de enriquecimento
seletivo caldo glicose sal Teepol (GSTB) ou caldo Horie arabinose violeta de etila (HAEB),
em que a presenca de Vibrio parahaemolyticus é evidenciada pela turvagao do meio apods a
incubacao. Em sua composicao, o meio GSTB apresenta teepol, solugao aquosa de sulfatos
de sodio alcalinos primarios que atuam na membrana citoplasmatica de microrganismos
Gram positivos, inibindo o seu crescimento e formalina que funciona como um agente
antimicrobiano. Como o Vibrio parahaemolyticus é haldfilo obrigatério, os dois meios
contém 3% de cloreto de sédio.

Isolamento em agar tiossulfato citrato sacarose sais biliares (TCBS) Isolamento se
realiza em adgar TCBS, meio seletivo altamente alcalino que contém elevada concentragao
de tiossulfato e citrato de sddio, responsaveis pela inibi¢ao do crescimento das enterobac-
térias presentes. A bile e o colato de sédio inibem os enterococos. Como indicador de
pH, o meio possui o azul de timol e o azul de bromotimol que alteram a cor do meio para
amarelo quando da formagao de acido pelos microrganismos que fermentam a sacarose
contida no meio.

7.1.2 Provas de identificacao

A identificacdo de Vibrio parahaemolyticus é feita por meio de provas bioquimicas,
sorolégicas, morfologicas e tintoriais.

7.2 Campo de aplicacao

Neste capitulo esta descrito método para a determinacao do niimero mais provavel de
Vibrio parahaemolyticus aplicavel a amostras de amostras de pescado e derivados.

81



82

Meétodos microbiolégicos

7.3 Materiais e equipamentos

Vidraria e equipamentos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de ali-
mentos.

7.4 Meios de cultura, reagentes e solucoes

Insumos bésicos obrigatorios em laboratoérios de microbiologia de alimentos;
Agar Mieller-Hinton sal 3%;

Agar nutriente sal 3%;

Agar gelatina sal 3%;

Agar soja triptona sal 3%;

Agar tiossulfato citrato sacarose sais biliares (TCBS);

Agar ferro trés acticares (TSI) sal 3% ou Agar Kligler sal 3%;
Agar motilidade sal 3

Caldo glicose sal teepol (GSTB) ou Caldo Horie arabinose violeta de etila (HAEB);
Caldo peptonado sem sal;

Caldo peptonado sal 3%, 6%, 8% e 10%;

Caldo ONPG sal 3%;

Caldo vermelho de fenol manitol sal 3%;

Caldo vermelho de fenol sacarose sal 3%;

Caldo vermelho de fenol arabinose sal 3%;

Caldo vermelho de fenol arginina sal 3%:;

Caldo vermelho de fenol lisina sal 3%;

Meio O/F (Hugh-Leifson) sal 3%;

Solucao salina peptonada 0,1% sal 3%;

Solugao fisiolégica (NaCl 0,85%);

Agente vibriostatico O 129 10 ng;

Agente vibriostatico O 129 150 pg;

Arabinose;

L-arginina;

L-lisina;
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e Manitol;
e Sacarose;
e Oleo mineral ou parafina liquida estéreis;

e Reativo para Oxidase (oxalato de p-amino-dimetilanilina ou N,N,N’, N’ -tetrametil-
p-fenileno-diamina);

e Teepol;
e O-nitrofenil-3-D-galactopiranosideo ou p-nitrofenil-3-D-galactosideo;
e Etanol 96%;

e Reagentes para coloracao de Gram.

7.5 Preparo da amostra

Apo6s seu recebimento no laboratério as amostras devem ser mantidas até o momento
do inicio da anélise de acordo com norma ISO especifica.
(a) Pesar 50 g da amostra;

(b) Adicionar 450 mL de Caldo peptonado sal 3%;

(¢) Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.

Esta ¢ a diluicao 107!,

7.6 Procedimento da analise

7.6.1 Procedimentos de controle

Aplicar os procedimentos de controle especificos estabelecidos pelo laboratério.

7.6.2 Provas presuntivas
7.6.2.1 Inoculacdo em caldo de enriquecimento seletivo

A partir da diluigdo inicial (10), efetuar as demais dilui¢des desejadas em Caldo
peptonado sal 3% (no minimo mais duas diluigdes). Inocular volumes de 1 mL de cada
uma das dilui¢oes desejadas em séries de 3 tubos contendo GSTB ou caldo HAEB. Incubar
os tubos a 36°C 4 1°C por 18 horas a 24 horas.

A presenca de turvacao do meio indica a suspeita da presenca de Vibrio parahaemoly-
ticus. Anotar o nimero de tubos de cada série que apresentaram turvagcao.
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7.6.2.2 Isolamento em dgar tiossulfato citrato sais biliares (TCBS)

A partir de cada tubo de GSTB ou HAEB que apresentar turvacao, sem agita-lo e com
auxilio de uma al¢a de niquel-cromo, de platina ou descartavel estéril, retirar uma alcada
do crescimento da superficie e estria-la sobre a superficie seca de agar tiossulfato citrato
sacarose sais biliares (TCBS). Incubar as placas em posicao invertida a 36 °C + 1°C por
24 horas.

Verificar o aparecimento de colonias arredondadas, opacas, de cor azul esverdeada,
com 2 a 3mm de diametro, tipicas de Vibrio parahaemolyticus. Quando nao houver
colonias suspeitas, o resultado sera negativo para o tubo de origem.

7.6.3 Provas preliminares para identificacao de Vibrio paraha-
emolyticus

De cada placa, selecionar de 2 a 3 colonias tipicas e transferi-las simultaneamente
para tubos contendo caldo peptonado sal 3% e dgar nutriente sal 3% inclinado. Incubar
a 36°C £+ 1°C por 18 a 24 horas.

7.6.3.1 Coloragcao de Gram

A partir do cultivo mantido em &gar nutriente sal 3%, proceder a coloracao de Gram
de acordo com as instrugoes descritas no Capitulo 10 — Procedimentos de Coloracao.

O Vibrio parahaemolyticus se apresenta como bastonetes retos ou curvos Gram nega-
tivos. Em culturas antigas, pode se apresentar em forma de cocobacilos.

7.6.3.2 Crescimento com 8% de sal e sem sal

A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal 3%, transferir, com auxilio de
alca de niquel-cromo, platina ou descartavel estéril, uma algada para um tubo contendo
caldo peptonado sem sal e caldo peptonado sal 8%. Incubar os tubos a 36 °C + 1°C por
18 a 24 horas.

Ap6s o periodo de incubacao, verificar a presenca de turvacgao indicativa da ocorréncia
de crescimento. O Vibrio parahaemolyticus ndo cresce no meio sem sal e cresce no meio
com 8% de sal.

7.6.3.3 Prova da oxidase

A partir do cultivo mantido em &gar nutriente sal 3%, usando palitos de madeira,
de pléastico descartaveis, pipetas Pasteur, ou al¢a de platina, realizar a prova de oxidase
espalhando a cultura sobre papel filtro impregnado com o reativo para oxidase ou sobre
tiras de papel para teste de oxidase, comercialmente disponiveis.

Fazer a leitura em 10 a 20 segundos. Apoés este tempo, podem ocorrer reagoes falso-
positivas. O aparecimento de cor azul (quando é usado o reativo N,N,N’,N’-tetrametil-
p-fenileno-diamina) ou de cor vermelha intensa (quando o reativo usado é o oxalato de
p-amino-dimetilanilina) é indicativo de reagdo positiva. O Vibrio parahaemolyticus é
oxidase positiva.

Obs: Nao utilizar alcas de niquel-cromo ou alcas de ac¢o para realizar a prova de oxidase,
pois tracos de 6xido de ferro na superficie flambada podem produzir reacao falso-positiva.
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7.6.3.4 Caldo vermelho de fenol sacarose sal 3%

A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal 3%, inocular, com auxilio de alca
de niquel-cromo, um tubo contendo caldo vermelho de fenol sacarose sal 3%. Cobrir o
meio com 2 a 3mL de 6leo mineral ou parafina liquida, estéreis. Incubar a 36°C £ 1°C
por 18 a 24 horas.

Apés o periodo de incubacio, observar a mudanca de coloragao do meio, de vermelho
para amarelo, devido a fermentagao da sacarose e producao de acido. O Vibrio parahae-
molyticus nao altera a coloragdo do meio, pois nao é capaz de fermentar a sacarose.

7.6.3.5 Agar ferro trés acicares sal 3% (TSI) ou Agar Kligler ferro sal
3%

A partir do cultivo mantido no adgar nutriente sal 3% inclinado, com auxilio de agulha
de platina ou niquel-cromo, inocular, mediante picada central em toda a profundidade do
agar e estriando a superficie inclinada, tubos com dgar TSI sal 3% ou agar Kligler ferro
sal 3%. Incubar a 36°C + 1°C por 24 horas.

O Vibrio parahaemolyticus apresenta base dcida (amarela), sem gas, sem producao de
H,S e bisel alcalino (vermelho).

7.6.3.6 Teste ONPG

A partir da cultura em TSI, inocular uma algada espessa em tubo contendo 0,5 mL de
caldo ONPG sal 3%. Incubar em banho-maria a 36 °C £ 1°C, durante 2 horas. Examinar
os tubos, verificando o aparecimento ou nao de cor amarela, indicativa de reagao positiva.
Se o caldo permanecer incolor, a reacao é negativa. O Vibrio parahaemolyticus é ONPG
negativo.

7.6.4 Provas adicionais para identificacao de Vibrio parahae-
molyticus

As colbnias que apresentarem comportamento compativel com Vibrio parahaemolyti-
cus nas provas preliminares deverao ser submetidas as provas adicionais.

7.6.4.1 Teste do crescimento a 42°C

A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal 3%, com auxilio de al¢a de niquel-
cromo, platina ou descartdvel estéril, inocular um tubo contendo caldo peptonado sal 3%.
Incubar a 42°C 4+ 1°C por 24 horas.

Apoés o periodo de incubacdo, observar a presenca de turvacao dos meios. O vibrio
parahaemolyticus cresce a temperatura de 42 °C.

7.6.4.2 Agar gelatina sal 3%

A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal 3%, com auxilio de al¢a de niquel-
cromo, platina ou descartavel estéril, inocular uma placa de Petri contendo dgar gelatina
sal 3% (cada placa pode ser dividida em até seis setores e cada cultivo pode ser inoculado
no centro de cada setor). Incubar as placas a 36 °C + 1°C por 18 a 24 horas.

Colocar as placas em refrigeracdo por alguns minutos antes e entdo realizar a lei-
tura, o que facilita a visualizacdo do halo. O aparecimento de um halo opaco ao redor
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do crescimento indica a presenca da gelatinase. O Vibrio parahaemolyticus é gelatinase
positiva.

7.6.4.3 Teste da motilidade

A partir da cultura mantida no dgar nutriente sal 3% inclinado, com auxilio de agulha
de niquel-cromo, platina ou descartavel estéril, através de picada central, inocular um
tubo contendo dgar motilidade sal 3%. Incubar a 36°C 4 1°C por 24 horas.

Um crescimento bacteriano difuso ao redor da picada caracteriza motilidade positiva.
O Vibrio parahaemolyticus apresenta motilidade positiva.

7.6.4.4 Prova de Hugh-Leifson glicose (OF)

A partir do cultivo mantido em dgar nutriente sal 3%, inocular com auxilio de agulha de
niquel-cromo, platina ou descartéavel estéril, dois tubos contendo meio OF glicose (Hugh-
Leifson) sal 3%. Cobrir um dos tubos com 2 a 3mL de 6leo mineral ou parafina liquida,
estéril. Incubar a 36°C + 1°C por 18 a 24 horas.

Ap6s o periodo de incubacao, verificar a viragem de cor dos meios de verde para
amarelo e a presenca de bolhas de gés nos meios. A cor amarela nos dois tubos significa
fermentacao da glicose. A presenca de cor amarela somente no tubo sem 6leo mineral
significa utilizagdo oxidativa da glicose. O Vibrio parahaemolyticus fermenta a glicose
sem producao de gas, ou seja, os dois tubos devem apresentar coloragao amarela.

7.6.4.5 Descarbozilagao da lisina

A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal 3%, com auxilio de al¢a de niquel-
cromo, platina ou descartavel estéril, inocular um tubo contendo Caldo vermelho de fenol
lisina sal 3%. Inocular também um tubo contendo meio base (sem adi¢do do aminodcido)
que servira de controle. Cobrir os tubos com 2 a 3mL de 6leo mineral ou parafina liquida,
estéril. Incubar a 36 °C 4 1°C por, no maximo, quatro dias, juntamente com um tubo de
Caldo vermelho de fenol lisina sal 3% nao inoculado, que servird de controle negativo.

Examinar os tubos todos os dias. Durante o periodo de incubacao, a cor do meio passa
para amarela devido a fermentacao da glicose, e, ocorrendo a descarboxilacao da lisina, o
meio retorna a cor purpura devido a producao de aminas primérias e diéxido de carbono.
O tubo controle, sem aminoacido, deve virar para amarelo e assim permanecer. O Vibrio
parahaemolyticus descarboxila a lisina.

7.6.4.6 Hidrdlise da arginina

A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal 3%, com auxilio de al¢a de niquel-
cromo, platina ou descartavel estéril, inocular um tubo contendo caldo arginina sal 3%.
Inocular também um tubo contendo o meio base (sem adi¢gdo do aminoécido) que servira
de controle. Cobrir os tubos com 2 a 3mL de 6leo mineral ou parafina liquida, estéril.
Incubar a 36 °C £ 1°C por, no maximo, quatro dias, juntamente com um tubo de caldo
arginina sal 3% néo inoculado, que servird de controle negativo.

Examinar os tubos todos os dias. Durante o periodo de incubacgao, a cor do meio
passa para amarela devido a fermentagao da glicose, ocorrendo hidrodlise da arginina o
meio retorna a cor purpura devido a producao de aminas primérias e diéxido de carbono.
O tubo controle, sem aminoacido, deve virar para amarelo e assim permanecer. O Vibrio
parahaemolyticus nao hidrolisa a arginina.
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7.6.4.7 Prova da fermentagdao do manitol e arabinose

A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal 3%, com auxilio de al¢a de niquel-
cromo, platina ou descartavel estéril, inocular um tubo contendo caldo vermelho de fenol
manitol sal 3% e outro tubo contendo caldo vermelho de fenol arabinose sal 3%. Cobrir
o meio com 2 a 3mL de 6leo mineral ou parafina liquida, estéril. Incubar a 36°C + 1°C
por 24 horas.

Ap6s o periodo de incubacao, observar a mudanca de coloragao dos meios de vermelho
para amarelo, devido a fermentacao dos actcares e consequente producao de dcido. 99%
das cepas de Vibrio parahaemolyticus fermentam o manitol. 50% das cepas de Vibrio
parahaemolyticus fermentam a arabinose.

7.6.4.8 Teste do halofilismo

A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal 3%, com auxilio de alca de niquel-
cromo, platina ou descartavel estéril, inocular tubos contendo caldo peptonado sal 6% e
10%. Incubar a 36°C + 1°C por 24 horas.

Apébs o periodo de incubacao, observar a presenca de turvagdo nos meios. O Vibrio
parahaemolyticus cresce a 6% de sal e nao cresce, ou apresenta crescimento discreto, a

10% de sal.

7.6.4.9 Sensibilidade do agente vibriostdtico O/129

Esta prova é utilizada como diferencial entre Vibrio parahaemolyticus e V. vulnificus.

Embeber um “swab” previamente esterilizado com a cultura suspeita mantida em
caldo peptonado sal 3% e inocular uma placa contendo agar Miieller-Hinton sal 3% ou
agar soja triptona sal 3%, espalhando bem o inéculo, de forma a obter um crescimento
o mais homogéneo possivel. Deixar as placas absorverem o inéculo. Colocar um disco
do agente vibriostatico O/129 com concentracao de 10 g e um disco de concentragao de
150 ng. Incubar as placas a 36 °C 4+ 1°C por 24 horas.

O Vibrio parahaemolyticus é resistente a concentracao de 10 ng de agente vibriostatico
0/129 enquanto o V. wvulnificus é sensivel. Todos os vibrios sdo sensiveis & concentragao
de 150 pg do agente O/129.

7.7 Expressao dos resultados

Serao consideradas como positivas para Vibrio parahaemolyticus as culturas que apre-
sentarem os seguintes resultados nas provas adicionais de identificacao:
e Motilidade positiva

e Hugh Leifson (OF) glicose fermentativo
e Descarboxilacao da lisina positiva

e Hidrélise da arginina negativa

e Crescimento a 42 °C positivo

e Fermentagdo do manitol positivo

e Fermentagao da arabinose positivo
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Resistente no teste de Sensibilidade ao Agente Vibriostatico O/129 a 10 ng

Sensivel no teste de Sensibilidade ao Agente Vibriostatico O/129 a 150 pg

e Crescimento com formacio de halo no teste Agar gelatina sal 3%

Halofilismo (6% sal) positivo
e Halofilismo (8% sal) positivo

e Halofilismo (10% sal) negativo ou crescimento discreto

A partir da combinacdo de tubos com resultado positivo em cada série, calcular o
Numero Mais Provavel de acordo com a tabela da norma ISO especifica, compativel com
o nimero de séries, tubos e massas utilizados. Expressar o valor obtido em NMP/g.
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Teste de Esterilidade Comercial para
Alimentos de Bairza Acidez - pH > 4,60

8.1 Principio

Pré-incubacao Baseia-se na incubagdo das amostras nas temperaturas de 36°C 4+ 1°C
pelo periodo de 10 dias e a 55°C + 1°C pelo periodo de 5 a 7 dias, objetivando a
detecgao de crescimento bacteriano com formagao de gas, evidenciado pelo tufamento da
embalagem e na verificacao de possiveis microfugas.

Semeadura e incubacao Baseia-se na utilizacdo de meios liquidos nao seletivos com
capacidade de promover o crescimento de microrganismos por meio da incubagao em ae-
robiose e anaerobiose, em temperaturas ideais para o desenvolvimento de microrganismos
mesoéfilos e termofilos.

Coloracao pelo método de Gram e de esporos Baseia-se na observagao microsco-
pica das caracteristicas morfologicas e tintoriais dos microrganismos presentes e de seus
esporos.

Prova da Catalase Baseia-se na verificacao da capacidade do microrganismo em teste
produzir a enzima catalase, que decompde o perdxido de hidrogénio, liberando oxigénio,
o que é evidenciado por meio da formacao de borbulhas.

Prova da termofilia estrita Baseia-se na verificacdo da germinagao e crescimento dos
esporos nas temperaturas de 36°C £+ 1°C e 55°C 4+ 1°C para certificagao da exigéncia
absoluta de elevada temperatura para seu desenvolvimento. A germinacao dos espo-
ros a 36°C £ 1°C indica a capacidade mesofilica do microrganismo. O crescimento a
36°C £ 1°C e a 55°C 4+ 1°C indica a capacidade termofilica facultativa do microrga-
nismo. O crescimento somente a 55°C + 1°C indica a capacidade termofilica estrita do
microrganismo.
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8.2 Campo de aplicacao

Neste capitulo esta descrito método para a verificagao da eficacia do processo de este-
rilizacdo em amostras de alimentos comercialmente estéreis de baixa acidez.

8.3 Materiais e equipamentos

e Vidraria e equipamentos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos;

Abridores metéalicos estéreis;

Pingas estéreis.

8.4 Meios de cultura, reagentes e solucoes

Insumos bésicos obrigatorios em laboratoérios de microbiologia de alimentos;
e Caldo de carne cozida (CCC) ou Caldo Tarozzi;
e Caldo glicose triptona;

e Agar glicose triptona;

° Agar nutriente;

o Agar nutriente com sulfato de manganés;

e Agar para esporulacio;

e Agar cérebro-coracio (ABHI);

e Corantes para a coloragao de esporos;

e Corantes para a coloracao de Gram;

e Pertxido de hidrogénio 3%;

e Vaspar ou vaselina ou 6leo mineral ou parafina liquida.

8.5 Preparo da amostra

Apos seu recebimento no laboratério as amostras devem ser mantidas até o momento
do inicio da anélise de acordo com norma ISO especifica.

No recebimento de amostras de conservas enlatadas, verificar a integridade das emba-
lagens, observando se estao amassadas, levemente tufadas ou com microfugas aparentes.
Quando forem observadas quaisquer dessas alteragoes, proceder conforme estabelecido em
8.6.3.

Amostras visualmente normais devem ser pré incubadas, apos a realizagdo dos proce-
dimentos abaixo:

(a) Retirar cuidadosamente a cinta de identificagao;

(b) Lavar a lata com dgua e detergente, usando esponja;
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(c) Secar com flanela limpa e seca;
(d) Identificar a amostra com o niimero de protocolo do laboratério;

(e) Recolocar a cinta de identificacdo usando fita adesiva para prendé-la na amostra.

8.6 Procedimento da analise

8.6.1 Pré-incubacao

Forrar a prateleira das estufas com papel filtro e incubar as amostras de forma que a
recravagao fique em contato com o papel filtro. Incubar em estufa a 36 °C + 1°C por 10
dias e a 55°C £ 1°C por um periodo de 5 a 7 dias.

Ap6s o periodo de pré-incubagao verificar se os recipientes nao sofreram tufamento.
Verificar se o papel filtro apresenta manchas que possam evidenciar a presenga de micro-
fugas ou vazamentos.

Amostras sem alteracao Registrar como “sem alteracao” quando nao se observar qual-
quer alteracao dos recipientes.

Amostras que sofreram alteracdao durante a pré-incubacao Registrar como “com
alteragao” quando qualquer alteracao for detectada. Ao final da pré-incubacao, quando
o papel filtro sobre o qual ficaram incubadas as latas estiver manchado, evidenciando a
presenca de microfugas, descrever a alteracao.

Eventualmente, se houver demanda especifica, submeter a respectiva amostra a analise
de aerdbios e anaerdbios, mesdéfilos ou termofilos, de acordo com a temperatura da pré-
incubacgao. Proceder conforme descrito em 8.6.3 para a analise destas amostras.

8.6.2 Procedimentos de controle

Aplicar os procedimentos de controle especificos estabelecidos pelo laboratorio.

8.6.3 Amostras tufadas

As amostras que derem entrada no laboratério com evidéncias de tufamento e estive-
rem acompanhadas de oficio com solicitacdo de andalise especial serdo analisadas imedia-
tamente, devendo ser preparadas conforme as instrugoes descritas abaixo:

(a) Fazer desinfeccao da embalagem com algodao embebido em solugao desinfetante
e em seguida com etanol 70% ou etanol 70 °GL;

(b) Deixar secar;

(c) Posicionar a lata com borda nao codificada para cima e costura lateral voltada
para o lado oposto ao analista;

(d) Colocar um chumago de algoddo embebido em solugao desinfetante, previamente
aprovada pelos testes do laboratoério, no local onde sera iniciada a abertura da
embalagem:;
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Obs.: Esse procedimento tem o objetivo de proteger o ambiente e o analista contra
uma possivel contaminagao proveniente do alimento em anélise pela expulsao de
gases e/ou liquidos presentes no recipiente no momento do rompimento da her-
meticidade. Outros cuidados como o uso de luvas, mascara, toucas, etc. também
deverao ser adotados.

(e) Usando um abridor de latas metélico, previamente esterilizado, abrir um pequeno
orificio sob o chumaco de algodao;

(f) Deixar em repouso sem retirar a protegao de algodao sobre o orificio até que a
pressao interna do produto esteja equilibrada com a externa;

(g) Com outro abridor estéril, abrir cuidadosamente a lata e transferir por¢oes do
contetudo, tomadas do lado oposto ao local do orificio inicialmente feito, para os
meios de cultivo indicados;

(h) Apéds a retirada das aliquotas estabelecidas pela metodologia especifica, fechar
cuidadosamente a lata e acondiciona-la em saco plastico autoclavavel, fechando-o
com fita adesiva. A amostra, assim embalada, devera ser imediatamente descar-
tada conforme norma especifica do laboratoério.

As amostras alteradas que chegarem desacompanhadas de oficio com solicitacao espe-
cifica nao serao analisadas. Fazer constar no Certificado Oficial de Analise a informacao
do motivo da nao aceitacao.

Nao flambar os recipientes tufados. Os mesmos deverao ser somente desinfetados com
algodao embebido em solucao desinfetante.

Manter registros das condi¢oes das amostras no momento da sua recepgao no labora-
torio.

8.6.4 Inoculacao das amostras

Utilizando a amostra incubada a 36°C 4+ 1°C, retirar aliquotas de cerca de 1 a 2
gramas ou mililitros e semear em quatro tubos contendo caldo de carne cozida ou caldo
Tarozzi, e também em quatro tubos contendo caldo glicose triptona.

Ap6s a inoculagao das amostras, acrescentar, assepticamente, sobre o caldo de carne
cozida ou caldo Tarozzi uma camada de aproximadamente 2 cm de vaspar ou vaselina ou
6leo mineral ou parafina liquida, estéril, previamente fundido.

8.6.5 Incubacao

Incubar dois tubos de cada meio nas temperaturas de 36 °C 4+ 1°C e 55°C + 1°C por
120 horas (5 dias).

8.6.6 Leitura e interpretacao

Verificar, nos tubos contendo caldo de carne cozida ou caldo Tarozzi, a formacao
de gés, a turvagdo do meio e possivel alteragdo na aparéncia da carne do meio, sinais
indicativos de crescimento bacteriano.

Os clostridios sacaroliticos produzem acido e gas com odor “4cido”, sem a digestao da
carne cozida, mas com consequente avermelhamento da mesma.
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Os clostridios proteoliticos degradam a proteina em aminoacidos, com a precipita-
¢ao da tirosina na forma de cristais brancos, produzindo um odor fétido de compostos
sulfurados com consequente enegrecimento da carne cozida e turvagao do caldo.

Verificar, nos tubos com caldo glicose triptona, se ocorreu turvagao e/ou formagao de
pelicula na superficie do caldo, altera¢oes que indicam crescimento bacteriano. Considerar
como negativo o teste para a esterilidade comercial quando nao se observar nenhuma das
alteracoes citadas acima e os controles corresponderem aos resultados esperados.

Dar sequéncia ao teste quando forem observadas quaisquer das alteragoes citadas acima
e os controles corresponderem aos resultados esperados.

8.6.7 Confirmacao de tubos com crescimento positivo ou sus-
peito

Os tubos suspeitos de apresentarem crescimento devem ser repicados por estriamento
em placas de ABHI, conforme segue:

e Quando o tubo suspeito for o de caldo glicose triptona incubado a 36 °C £ 1°C (ae-
rébios mesdfilos) repicar concomitantemente para duas placas com ABHI. Incubar
uma destas placas a 55°C £ 1°C e a outra a 36 °C £ 1°C por 24 a 48 horas.

e Quando o tubo suspeito for o de caldo glicose triptona incubado a 55°C + 1°C

(aerdbios termdfilos) repicar para uma placa com ABHI. Incubar a 55°C + 1°C por
24 a 48 horas.

e Quando o tubo suspeito for o de caldo de carne cozida (ou de caldo Tarozzi), incu-
bado a 36°C £ 1°C (anaer6bio mesdfilo) ou a 55°C £+ 1°C (aerébios termdfilos),
repicar para uma placa com ABHI. Incubar por 24 a 48 horas, na mesma tempera-
tura de incubagao usada para o tubo de origem (36°C £ 1°C ou 55°C £ 1°C), em
anaerobiose.

8.6.8 Leitura

Ap6s a incubagao, verificar o crescimento de microrganismos nas placas. O nao cres-
cimento indicard resultado negativo para o teste de esterilidade comercial. Quando for
verificado crescimento nas placas, repicar as culturas obtidas para tubos com agar estoque
inclinado e incubar nas mesmas condicoes das placas de origem. Apds incubagao, realizar
os testes complementares.

8.6.9 Testes complementares
8.6.9.1 Coloragao de Gram

A partir das colonias que crescerem nas placas, preparar esfregaco e corar pelo método
de Gram, conforme instrucoes constantes no Capitulo 10 — Procedimentos de Coloracao.

Quando for verificada a presenca de bastonetes Gram positivos nos tubos incubados
em anaerobiose, a realizagdo da prova de catalase é necessaria para a diferenciagdo entre
Bacillus sp (catalase positiva) e Clostridium sp (catalase negativa). Registrar no resultado
final a morfologia dos cultivos celulares isolados observada.
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8.6.9.2 Prova da catalase

Com auxilio de al¢a de platina, palito de madeira, bastao de vidro ou Pipeta de Pasteur
estéril, transferir a cultura para uma lamina de vidro contendo uma gota de peréxido de
hidrogénio a 3%.

A nao formacgao de borbulhas indica prova negativa para catalase. A formacao de
borbulhas indica prova positiva para catalase. No caso da presenca de bastonetes Gram
positivos, resultados de catalase negativos indicam a presenca de Clostridium sp e resul-
tados positivos indicam a presenca de Bacillus sp.

Quando for detectada a presenca de Clostridium sp, guardar as culturas para testes
complementares, caso sejam necessarios.

8.6.9.3 Prova da termofilia estrita

Quando forem detectados bastonetes termofilos, realizar prova para confirmacio de
termofilia estrita do microrganismo isolado.

A partir dos tubos com caldo glicose triptona positivos incubados a 55°C + 1°C, repi-
car macicamente para tubos contendo adgar nutriente inclinado com sulfato de manganés
(ou dgar para esporulagao). Incubar a 55°C + 1°C de 2 a 10 dias.

A partir do segundo dia, verificar a presenca de esporos por meio da aplicacdo da
técnica para coloragao de esporos, conforme instrugdes constantes no Capitulo 10 — Pro-
cedimentos de Coloracao.

Quando forem detectadas culturas esporuladas, preparar suspensao de esporos, la-
vando o crescimento obtido no tubo com agar nutriente/sulfato de manganés com 1 mL
de agua destilada ou deionizada estéril.

Inativar as formas vegetativas por meio da aplicagdo de um choque térmico a 80°C
por 15 minutos na suspensao preparada de 1mL.

Inocular 0,1 mL do lavado, apés o choque térmico, em dois tubos contendo caldo glicose
triptona. Incubar um tubo a 36°C + 1°C e outro a 55°C £+ 1°C por 2 a 4 dias.

Verificar o crescimento de microrganismos, evidenciado pela turvagdao do caldo. O
crescimento bacteriano somente no tubo incubado a 55°C + 1°C determina a termofilia
estrita do microrganismo isolado. O crescimento bacteriano nos dois tubos determina a
termofilia facultativa do microrganismo isolado.

Registrar no resultado final a caracteristica mesofilica ou termofilica do microrganismo
isolado.

8.6.9.4 Confirmagdo de microrganismos “flat sour” (opcional)

A partir das culturas obtidas nas placas de ABHI, provenientes dos tubos positivos de
caldo glicose triptona incubados a 55°C + 1°C, repicar para a superficie seca de 2 placas
com agar glicose triptona. Incubar uma das placas a 36 °C £ 1°C por 72 horas e a outra
a 55°C 4+ 1°C por 48 horas em camara imida.

O crescimento de colonias amarelas, regulares, com didmetro de aproximadamente
2 a 3mm, rodeadas de zona de clarificacao também amarela, nas placas incubadas a
55°C 4+ 1°C, com ntcleo opaco e o nao crescimento naquelas incubadas a 36°C + 1°C,
confirmard a presenga de Bacillus stearothermophilus (renomeado — Geobacillus stea-
rothermophilus), microrganismo responsavel pela deterioragao “flat sour”.



Teste de Esterilidade Comercial para Alimentos de Baixa Acidez - pH > 4,6 95

8.7 Expressao dos resultados

Pré-incubacao Expressar no campo referente a emissao do resultado para prova de pré-
incubacao, nas temperaturas requeridas, o resultado como “sem alteragao” quando nao se
observar qualquer alteracao ou anormalidade no recipiente e nas caracteristicas fisicas e/ou
sensoriais da amostra, e como “com alteracao” quando for observada qualquer alteracao
ou anormalidade no recipiente ou nas caracteristicas fisicas e/ou sensoriais da amostra.
Nesse caso, descrever o tipo de alteracao observado.

Pesquisa de aerd6bios e anaerdbios termoéfilos e mesofilos Expressar nos campos re-
ferentes a emissao dos resultados para as pesquisas de aerdbio e anaerébio mesdfilo e
termofilo, o resultado como “negativa”, quando nao for observado qualquer desenvolvi-
mento de microrganismos no teste aplicado e como “positiva” quando for observada a
presenca de microrganismos.

Sempre que possivel, fazer constar do resultado final as observagoes feitas ao micros-
copio.
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Pesquisa de Paenibacillus larvae subsp.
Larvae

9.1 Principio

Preparo da Amostra O aquecimento da amostra a 45°C visa diminuir a viscosidade,
permitir a distribuicdo homogénea dos esporos e facilitar a manipulag¢ao. A diluicado com
solugao salina tamponada, além de viabilizar a concentracao dos esporos pela centrifuga-
¢do que se segue, contribui para bloquear parcialmente a acao inibidora de crescimento
bacteriano, exercida por substancias presentes no mel.

Centrifugacao Visa concentrar os esporos presentes na amostra por meio de centrifu-
gagdo a 3.000 x g por 30 minutos (g = 0,0000118 x raio do rotor em cm x rpm?).

Choque Térmico Por meio do aquecimento, a 80 °C por 10 min, do sedimento da amos-
tra obtido por centrifugacao, obtém-se a eliminacao das formas vegetativas de bactérias
que podem interferir no crescimento de Paenibacillus larvae e dificultar a selecao de cold-
nias.

Isolamento e Selecdo Baseia-se na semeadura sobre a superficie seca de agar Paeni-
bacillus larvae (ABL), meio composto por agar estoque, dgar soja triptona, dgar Cereus
(PEMBA) - base, suplementado com emulsdo de gema de ovo, acido nalidixico e acido
pipemidico. A emulsdao de gema de ovo promove a multiplicacdo de P.larvae e permite a
diferenciacdo de microrganismos pela reacao da lecitinase. A presenca de 0,1% de pep-
tona, associada ao piruvato de sédio (presentes no PEMBA), evidencia a precipitagao
da lecitina da gema do ovo, provocada por espécies de Bacillus que possuem essa pro-
priedade. O manitol, carboidrato presente no meio, nao é fermentado pelo Paenibacillus
larvae. O indicador de pH presente no meio ¢ o azul de bromotimol. O acido nalidixico
atua inibindo total ou parcialmente o crescimento de P. alvei, B. megaterium, P.larvae
subsp. pulvifaciens, P. polymyzra e B. pumilus. O acido pipemidico atua prevenindo o
crescimento de B. circulans, B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus, B. mycoides, P.larvae
subsp. pulvifaciens e P. apiarius.

Provas confirmativas Baseiam-se na observacao das caracteristicas morfolégicas e tin-
toriais, na observacao da capacidade de decompor a caseina, na incapacidade de produzir
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catalase, no crescimento escasso em agar nutriente isento de extrato de levedura e no
crescimento tipico no agar leite com tiamina (ALT).

9.2 Campo de aplicacao

Neste capitulo esta descrito método para deteccao de esporos do agente Paenibacillus
larvae subsp. larvae (referido no restante do texto como P. larvae), agente da enfermidade
Cria Putrida Americana, em amostras de produtos da colmeia.

9.3 Materiais e equipamentos

e Vidraria e equipamentos basicos obrigatérios em laboratorios de microbiologia de
alimentos;

Centrifuga (3.000x g);

Banho-maria a 80 °C;

Termometro 100 °C;

Tubos para centrifuga tipo Falcon ou similar, com tampa rosqueavel, cap. 100 mL.

9.4 Meios de cultura, reagentes e solucoes

e Insumos béasicos obrigatérios em laboratoérios de microbiologia de alimentos;

e Agar cereus (PEMBA) - base” (opcional: &gar manitol gema de ovo poliximina
segundo Mossel (MYP) - base);

° Agar estoque*;

° Agar soja triptona’;

e Emulsio de gema de ovo 50%";

e Acido pipemidico solucdo 0,2%";

e Acido nalidixico solugao 0,1%":

e Tiamina cloridrato solucao aquosa 0,1%**;

e Leite desnatado UHT™;

e Agar com extrato de levedura™;

e Agar nutriente sem extrato de levedura;

e Caldo cérebro-coracao com tiamina (BHIT);
e Solugao salina fosfatada tamponada pH 7,2 (PBS);
e Perdxido de hidrogénio 3%;

e Caldo experimental para anaerdbios.

" Componente do dgar Bacillus larvae (ABL). ©* Componente do dgar leite com tiamina
(ALT).
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9.5 Preparo da amostra

Apo6s seu recebimento no laboratério as amostras devem ser mantidas até o momento
do inicio da anélise de acordo com norma ISO especifica.
Mel e produtos “in natura” Aquecer a amostra em banho-maria a 45 °C para facilitar
a manipulagdo da mesma e a homogeneizacao dos esporos presentes. Transferir assepti-
camente 20 mL da amostra para tubo de centrifuga estéril e adicionar 30 mL de solucao
salina fosfatada tamponada (PBS). Homogeneizar bem.

Produtos da colmeia liofilizados Pesar, assepticamente, 5g do produto em tubo de
centrifuga estéril e adicionar 45 mL de PBS. Deixar em repouso por 10 a 15 min. Homo-
geneizar bem.

Pélen Pesar, assepticamente, 5g da amostra e adicionar 45mL de PBS misturando
vigorosamente. Filtrar a mistura em papel filtro n°® 2 (Whatman). Deixar em repouso
por 2 horas para decantacao do pélen residual. Transferir cuidadosamente para tubos de
centrifuga estéreis com tampa.

9.6 Procedimento da analise

9.6.1 Procedimentos de controle

Aplicar os procedimentos de controle especificos estabelecidos pelo laboratério.

9.6.2 Concentracao por centrifugacao

Centrifugar a 3.000x g por 30 minutos. Apéds centrifugacao, descartar cuidadosamente
o sobrenadante. Ressuspender o sedimento em 1 mL de PBS e transferir para tubos com
tampa de rosca. Aquecer a 80°C, em banho-maria, por 10 minutos.

9.6.3 Isolamento

Transferir 0,1 mL da suspensao preparada conforme item 9.6.2 para a superficie seca
de placas com ABL. Com o auxilio de bastao tipo “hockey”, espalhar cuidadosamente
o inoculo sobre a placa. Paralelamente, usando alca de 10 L, inocular a suspensao por
estrias sobre a superficie seca de outra placa com ABL. Incubar as duas placas invertidas
a 36°C £+ 1°C por até 5 dias, observando, apds 48 h e depois diariamente, o crescimento
de colonias tipicas de Paenibacillus larvae.

No ABL, as col6nias tipicas de Paenibacillus larvae se apresentam planas, com super-
ficie suavemente granulada, achatadas, com ou sem centro elevado de maior densidade,
com bordas levemente irregulares, sem brilho, de cor verde-amarelada e didmetro de 2 a
5mm, sem halo de precipitacao da lecitina, com ou sem halo de lipdlise. Alguns isolados
podem apresentar colonias com centro muitas vezes mais denso (opaco) que as bordas
(translicidas).

Selecionar 3 a 10 colonias tipicas e testar quanto a presenca de catalase.
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9.6.4 Prova da Catalase

Com auxilio de uma alga de platina, bastao de vidro, palito de madeira ou pipetas de
Pasteur estéreis, retirar uma aliquota do cultivo, transferir para uma lamina ou placa de
vidro contendo uma gota de perdxido de hidrogénio a 3%. Misturar o in6culo ao peréxido
e observar a reacao.

A nao formagado de borbulhas indica prova negativa para catalase. A formacao de
borbulhas indica prova positiva para catalase. As culturas de Paenibacillus larvae sao
catalase negativas.

Repicar as colonias catalase negativas para tubos contendo agar leite com tiamina
(ALT) inclinado e incubar a 36 °C £ 1°C por 24 a 48 h. Manter essas culturas para testes
complementares, caso sejam necessarios.

Realizar as provas confirmativas completas em cada uma das colonias catalase nega-
tivas.

9.6.5 Coloracao de Gram

Das colonias suspeitas, fazer esfregaco e corar pelo método de Gram. O P.larvae
se apresenta como bastonete Gram positivo, comumente longo e fino, porém, pode se
apresentar de diversos tamanhos, em cadeias de comprimento variavel. As culturas que
se apresentarem como suspeitas no Gram e catalase negativas devem ser testadas para:

Crescimento em superficie de agar nutriente sem extrato de levedura A partir das
colonias catalase negativas, repicar também em tubos com agar nutriente inclinado isento
de extrato de levedura e incubar a 36°C 4+ 1°C por 3 dias. A maioria dos P. larvae
apresenta escasso crescimento em agar nutriente sem extrato de levedura apds 3 dias.

Decomposicao da caseina e verificacao de crescimento tipico no ALT A partir das
colonias catalase negativas, repicar sobre a superficie seca de placas com agar leite com
tiamina (ALT) e incubar a 36 °C 4+ 1°C por 3 dias. Apés incubagao, verificar a presenca
de halo transparente ao redor das colonias. O P. larvae decompoe a caseina em até 3
dias.

As colonias de Paenibacillus larvae subsp. larvae no ALT se apresentam de coloragao
entre branco e gelo, de aspecto sutil e delicado (pouco densas).

9.7 Expressao de resultados

Considerar como P.larvae subsp. larvae as culturas que se apresentarem como bas-
tonetes Gram positivos finos, médios a longos, dispostos em cadeias, catalase negativas,
com reacgao positiva para hidrolise da caseina associada ao crescimento tipico no ALT, e
com crescimento escasso no agar nutriente sem extrato de levedura em 3 dias, conforme
Tabela 7.

Em caso de duvidas na confirmagao de colonias, podem ser utilizados métodos comple-
mentares para confirmacao de colonias. Os métodos que podem ser utilizados sdo os que
estiverem previstos no Manual da OIE especificamente para analise do microrganismo.
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Tabela 7: Diferenciacao entre Paenibacillus larvae subsp. larvae e outros microrganis-
mos relacionados comumente encontradas em amostras de produtos apicolas.

Microorganismo Catalase Crescimento em Agar Decomposicao
nutriente sem extrato da caseina
de levedura
P.larvae subsp. larvae negativo negativo ou escasso positivo?
Paenibacillus alvei positivo positivo positivo
Brevibacillus laterosporus positivo positivo positivo
P.larvae subsp. Pulvifaciens negativo positivo positivo
Paenibacillus popilliae negativo negativo negativo
Paenibacillus lentimorbus negativo negativo negativo

# Associado ao crescimento caracterfstico no ALT.

Expressar o resultado das analises de mel como “Pesquisa de Paenibacillus larvae
subsp. larvae: Presenca/20 mL de mel” ou “Pesquisa de Paenibacillus larvae subsp. lar-

vae: Auséncia/20 mL de mel”.

Para outros produtos da colmeia expressar o resultado como “Presenga (ou Ausén-

cia)/’quantidade de amostra submetida & analise™”.
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Procedimentos de Coloracao

10.1 Objetivo

As técnicas de coloragao usadas em microbiologia se destinam a observagao de estrutu-
ras morfologicas como esporos, flagelos e forma das células, diferenciando microrganismos.

10.2 Preparacao de esfregaco

Para sucesso na observagao, é necessario que o esfregaco seja bem feito, apresentando-
se em monocamadas, suficientemente concentrado de forma a facilitar a visualizacao.

A secagem dos esfregagos deve ocorrer ao ar. Depois de secos, os esfregacos podem ser
fixados com calor, passando rapidamente 2 a 3 vezes através da chama de bico de Bunsen.

10.3 Coloracao de Gram

A coloragao de Gram utiliza caracteristicas diferenciais das células bacterianas. Estas
caracteristicas diferenciais se referem a estrutura da parede celular dos microrganismos.
Os microrganismos que contém altos teores de acido teicdico em sua parede celular se
coram, pela coloragao de Gram, em azul intenso e sao chamados de “Gram positivos”. Os
microrganismos que contém lipopolissacarideos na membrana externa somente se coram
com o contracorante, mostrando-se da cor do mesmo (vermelho), e sdo denominados
“Gram negativos”.

10.3.1 Reagentes

e Solucao cristal violeta;
e Solugao de lugol (iodo iodeto de potéssio);

e Solugao descorante de etanol-acetona:

Adicionar 10 mL de acetona a 100mL de etanol 95% . Misturar.
e Solucao contracorante de Safrina O.
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10.3.2 Procedimento de coloracao de Gram modificado por Huc-
ker

Originalmente, a coloracao descrita por Christian Gram usava violeta de genciana, que
¢ uma mistura de cristal violeta com outros componentes. Hucker modificou o método
substituindo a violeta genciana pelo cristal violeta puro, que é muito estavel e permite
uma melhor diferenciacao dos microrganismos.

Cobrir o esfregaco com cristal violeta por 1 minuto;

Retirar o excesso de cristal violeta;

)
)
(¢) Cobrir com lugol por 1 minuto;
) Escorrer e lavar suavemente em dgua;
)

Descorar com &lcool-acetona ou etanol 95% por 1 a 5 segundos (até que a maior
parte do cristal violeta seja removido);

Lavar delicadamente em agua;

)
(g) Adicionar solucao de contracorante - safranina O - por 30 segundos;
) Lavar delicadamente em agua;

)

Deixar secar no ambiente.

10.4 Coloracao de gram para anaerdbios

Esta coloragao se baseia na substituicao da safranina por arbol fucsina, que é mais
efetiva para a coloragao de alguns anaerébios Gram negativos e Legionella. O aumento do
tempo de exposi¢do ao contracorante (carbol fucsina) permite uma maior penetragao do
mesmo dentro destas células, o que as tornara mais facilmente visiveis. Para anaerdbios
o descorante usado é o etanol.

10.4.1 Procedimento de coloracao

a) Corar o esfregaco por 30 segundos com cristal violeta;

Cobrir com lugol por 30 segundos;

(c
d) Escorrer e lavar com dgua corrente (fluxo suave);
(e)

(f

)
(g) Adicionar solugao de contracorante carbol fucsina por 1 minuto ou mais (solugao
aquosa de fucsina bésica 0,8% (m/v));

(a)

(b) Retirar o excesso de cristal violeta;
)

(

Descorar com etanol 95% por 30 segundos;

Lavar com &gua corrente (fluxo suave);

(h) Deixar secar em ambiente.
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10.5 Técnicas de coloracao para flagelos

Os flagelos sao organelas das bactérias responsaveis pela motilidade, os quais possuem,
em sua constituicao, moléculas proteicas denominadas “flagelinas”. O flagelo é formado
por milhares de monomeros polimerizados de flagelina ordenados de maneira a formar um
unico flagelo.

Algumas dificuldades podem ser encontradas quando se deseja demonstrar este tipo
de estrutura em uma bactéria:

e A producao de flagelos nas bactérias nao é continua e é dependente de varios fatores

como temperatura, substrato, estagio do crescimento, etc.;

e Os flagelos podem ser acidentalmente removidos da bactéria pela pipetagem ou
homogeneizag¢ao muito vigorosa;

e O flagelo se despolimeriza facilmente, isto é, se dissocia em monomeros de flagelina
com frequéncia (quando a temperatura alcanga mais de 60 °C, quando o pH se torna
muito acido (pH 4,0) e quando a célula estd em presenga de élcalis, de ureia e de
solventes organicos);

e E necesséria a aplicacdo de técnicas para aumentar o didmetro dos flagelos, de
forma a torna-los visiveis pelas técnicas microscopicas usualmente adotadas em la-
boratoérios microbiolégicos. O acido tanico contido no corante se ligara ao flagelo,
tornando-o mais grosso. A demonstracao do flagelo ocorrera devido a ligacao do
corante ao acido tanico.

10.5.1 Reagentes
e Solucao A:

Misturar 0,5g de Fucsina certificada para coloracao de flagelo a 50 mL de etanol
95%. Deixar em repouso de um dia para o outro para dissolugao.

e Solucao B

Adicionar a 100mL de agua destilada, 0,75g de cloreto de sédio e 1,5¢g de acido
tanico.

e Solucao corante

Misturar vigorosamente as solu¢bes A e B. A mistura de corantes pode ser usada
até 2 meses apos o preparo, se mantida sob refrigeracao. Podera se formar um
precipitado. O precipitado nao deve ser homogeneizado com o restante da solugao
durante procedimento de coloragao.

10.5.2 Procedimento de coloracao

(a) Preparar cultura da bactéria em estudo sobre a superficie de dgar infusao de
cérebro ou em agar soja triptona (com ou sem sangue), incubando em temperatura
e tempo adequados;

(b) Transferir delicadamente uma algada do crescimento para tubo contendo cerca de
3mL de dgua destilada. Inverter o tubo uma vez para homogeneizar a suspensao.
Colocar uma gota desta suspensao sobre uma lamina e deixar secar ao ar;
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(¢) Cobrir a ldmina com o corante e deixar por 5 minutos, até que um brilho metalico
esverdeado cubra metade da area. Nao deixar o corante secar sobre a lamina;

(d) Retirar o corante enxaguando com agua;
(e) Secar;

(f) Observar ao microscépio com objetiva de imersao.

10.6 Técnica de coloracao para esporos

(Wirtz-Conklin)

A parede dos esporos constitui uma barreira eficaz contra a entrada e a saida de
materiais do esporo. O tempo prolongado de exposi¢cao ao corante verde malaquita,
associado ao aquecimento, permite o rompimento desta barreira obtendo-se, entao, o
esporo corado em verde intenso. Como contracorante é utilizada a safranina, que cora
outras estruturas em rosa, facilitando a diferenciacao dos esporos.

10.6.1 Reagentes
e Solucao de Verde malaquita 5%;

e Solugao de trabalho de Safranina O.

10.6.2 Procedimento de coloracao

(a) Preparar esfregaco e fixar pelo calor;
(b) Cobrir o esfregaco com o corante verde malaquita 5%;

(¢) Aquecer 4gua em um béquer até comecar a sair vapor. Colocar a lamina sobre este
béquer, mantendo o corante aquecido por 5 minutos. Alternativamente, cobrir a
lamina com verde malaquita e aproximar o maximo possivel de uma chama de
bico de Biinsen e deixar até que desprenda vapor. Afastar do fogo e apos 1 a 2
minutos repetir a operacao por 3 a 4 vezes;

(d) Lavar suavemente com agua. Evitar o choque térmico que poderd quebrar a
lamina;

(e) Contracorar com solugao de safranina O por 30 segundos;
(f) Lavar e secar;

(g) Observar ao microscépio com objetiva de imersao.

10.7 Coloracao para corpusculos de inclusao crista-
lina

A deteccao de corpusculos de inclusao cristalina é uma das provas usadas para caracte-
rizar algumas variedades de Bacillus thuringiensis, sendo utilizada como prova diferencial
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de Bacillus cereus. Os corpusculos de inclusao cristalina de algumas variedades de Ba-
cillus thuringiensis sdo cristais tetragonais de toxina, abundantes em culturas velhas (3-4
dias), que somente sdo liberados ap6s a lise do esporangio.

Dois métodos estao descritos para esta finalidade: coloragao a quente, com solucao de
fucsina bésica 0,5%, e coloracao a frio, com solucao corante a base de azul de Coomasie.

Alternativamente pode ser utilizada a coloragdo de Wirst-Konklin (verde malaquita)
para corar os corpusculos de inclusao cristalina. Os corpusculos de inclusao cristalina do
Bacillus thuringiensis se apresentam como estruturas tetragonais de cor rosa, enquanto
0s esporos se coram em verde.

10.7.1 Reagentes

° Agar nutriente;
e Alcool metilico;
e Solucgao corante de Azul de Coomasie;

e Solucao de fucsina bésica 0,5%.

10.7.2 Coloragao com fucsina basica
(a) Repicar a cultura em agar nutriente inclinado;
(b

Incubar a 30°C £ 1°C por 24 horas e posteriormente em ambiente por 2 a 3 dias;

(d
(e

)
)
(c) Preparar esfregaco em lamina de vidro limpa;
) Secar ao ar e fixar rapidamente passando sobre uma chama de bico de Bunsen;
)

Mergulhar em alcool metilico, deixando em contato por 30 segundos. Retirar e
deixar secar ao ar.

(f) Corar com solugao de fucsina bésica 0,5% a quente, aproximar o maximo possivel
de uma chama de bico de Bunsen e deixar até que desprenda vapor. Afastar do
fogo e apos 1 a 2 minutos repetir a operagao;

(g) Esperar cerca de 30 segundos para que a lamina esfrie e

(h) Observar ao microscépio com objetiva de imersao.

Os corptsculos de inclusao cristalina do Bacillus thuringiensis se apresentam como
pequenos discos de bordas convexas (em forma de grao de lentilha) de cor rosa intensa.

10.7.3 Coloragao com Azul de Coomasie

(a) Repicar a cultura em dgar nutriente inclinado;

(b) Incubar a 30°C £ 1°C por 24 horas e, posteriormente, em ambiente por 3 a 4
dias;

(c) Preparar esfregaco em lamina de vidro limpa;

(d) Secar ao ar e fixar rapidamente passando sobre uma chama de bico de Bunsen;
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(e) Cobrir o esfregago com a solugéo corante de Azul de Coomasie por 3 minutos;

(g
(h

)
)
)
)

(f) Escorrer e lavar suavemente com agua corrente;

Secar;

Observar ao microscépio com objetiva de imersao.

Os corptsculos de inclusao cristalina do Bacillus thuringiensis se apresentam como
estruturas tetragonais de cor azul intensa.

10.8 Coloracao de Gram — carbol-fucsina modificada

por Hucker para campylobacter

10.8.1 Reagentes
Carbol-fucsina 0,3%;

Etanol 95%;

Lugol;

Solugao Corante Cristal violeta-oxalato de amonio para coloracao de Campylobacter.

10.8.2 Procedimento de coloracao

Preparar esfregaco dos cultivos suspeitos;

Deixar secar ao ar e fixar delicadamente passando sobre uma chama de bico de
Bunsen,;

Corar pelo método de Gram modificado por Hucker;
Corar por 1 minuto com cristal violeta oxalato de amonio;
Lavar com agua;

Cobrir com lugol por 1 minuto;

Lavar com agua;

Descorar com etanol 95% até que saia todo o corante;
Lavar com agua;

Contracorar com carbol fucsina por 10 a 20 segundos;
Lavar com agua;

Secar e examinar em microscopio de campo claro com objetiva de imersao.

Todos os cultivos de Campylobacter se apresentam como bastonetes Gram negativos,
curvos ou espiralados, com arranjo tipico em forma de asa de gaivota.
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10.9 Coloracao para observacao de movimento brow-
niano de esporos (Paenibacillus larvae)

10.9.1 Procedimento de coloracgao
(a) Preparar o esfregaco em uma laminula limpa;
(b) Secar ao ar ou sob o calor de uma lampada;

(c) Fixar sob o calor de uma lampada ou fixar passando, rapidamente, por 2 ou 3
vezes, sobre uma chama de bico de Bunsen. Os esporos de P. larvae nao se fixam
na laminula;

(d) Corar com solugao carbol-fucsina por 10 segundos;
(e) Tirar o excesso de corante, deixando escorrer;

(f) Cobrir uma lamina de vidro com uma camada fina de éleo de imersao e sobre
esta colocar a laminula ainda timida, em posi¢do invertida, preparada conforme
descrito acima;

(g) Observar em microscopio com objetiva de imersao.

Os esporos se coram em rosa mais intenso que as células e apresentam movimento
vibratério (movimento Browniano).
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Meios de Cultura, Reagentes e Solucoes

Como medida de seguranga, as substancias componentes dos meios de cultura, das
solugoes e dos reagentes incluidas neste Manual estao sinalizados com uma letra, indicando
o grupo de risco ao qual pertencem, sendo:

e N = nocivo;
e [ = irritante;

o T = toxico;

H = hidropoluente;
e P = perigoso para o meio ambiente;

e C = corrosivo;

O = oxidante;

e I = inflamavel;

E = explosivo;

M = mutagénico;
e Co = comburente.

Recomenda-se que, antes da manipulacao e descarte das referidas substancias, sejam
consultadas fichas préprias ou manuais de seguranca, visando o reconhecimento dos prin-
cipais riscos inerentes e das medidas indispensaveis para prevenir ou evitar a ocorréncia
de acidentes e minimizar os danos a satde do usuério e ao meio ambiente.

Meios de cultura desidratados fornecidos por diferentes fabricantes podem apresentar
pequenas diferengas em suas composicoes. Observar atentamente a quantidade necesséaria
de meio desidratado, em gramas por litro de meio a ser preparado, o modo de preparo, o
tempo e a temperatura de esterilizagao em cada caso.

Ao adquirir meios de cultura, observar atentamente a formulagdao, comparando-a com
aquela indicada neste manual. As vezes, as diferentes marcas utilizam diferentes termos
para uma mesma substancia. Por exemplo, os termos triptona e tripticase referem-se a
peptona de casefna obtida por digestao triptica ou pancredtica. Assim, os produtos Agar

111



112 Meétodos microbiologicos

tripticase soja, Agar soja triptona, Caso Agar (antigo Casoy) referem-se a um produto
que contem peptona de caseina (obtida por digestao triptica ou pancreética) e peptona
de farinha de soja.

As solugoes preparadas por meio da dissolu¢ao do reativo em alcool etilico, seguida
ou nao da adigdo de dgua destilada/deionizada, neste Manual serdo denominadas como
“solucao alcdolica” Ex.: Alfa-naftol solugao alcoolica 5%.

As solugoes preparadas por meio da dissolucao do reativo em dgua destilada/deioniza-
da, neste Manual serdao denominadas como “solugao aquosa” FEx.: Novobiocina solugao
aquosa 4%.

As solugoes preparadas por meio da dissolucao do reativo em meio alcalino ou acido,
neste Manual serdo acompanhadas da indicacao do diluente usado para sua preparacao.
Ex.: Acido nalidixico solucao 2% em NaOH 0,1 mol L=, Alfa-naftilamina solucdo 0,5%
em 4cido acetico 5mol L.

Onde houver a indicacao “Esterilizar por Filtracao” utilizar filtro com membrana de
0,22 pm previamente preparado e esterilizado.

11.1 Meios de cultura

11.1.1 Agar Bacillus larvae (ABL)

(H) - hidropoluente.

Preparar, separadamente, aliquotas de 100 mL de dgar cereus (PEMBA) base, dgar
soja triptona e agar estoque de acordo com o descrito neste capitulo para cada um dos
meios especificos. Fundir os meios e resfriar até 47 °C + 1°C, mantendo em banho-maria.
Em um erlenmeyer estéril, com capacidade minima de 500 mL, misturar:

o Agar cereus (PEMBA) base - 100,0 mL
e Agar soja triptona (TSA) - 100,0 mL

Agar estoque - 100,0 mL

Emulsao de gema de ovo a 50% estéril (*) - 30,0 mL

Solugdo de acido pipemidico(H) 0,2% (**) - 3,0 mL

e Solugao de acido nalidixico(H) 0,1% (**) - 3,0 mL
(*) - dltimo ingrediente a ser misturado para evitar a formagcao excessiva de espuma. (**)
- esterilizadas por filtracao

Homogeneizar bem e distribuir cerca de 20,0 mL em placas estéreis. Deixar solidificar
em superficie plana. Identificar, datar e armazenar adequadamente.

Antes do uso, secar as placas invertidas, semiabertas, em estufa a 45-50 °C por cerca
de 15 minutos.
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11.1.2 Agar cérebro-coracio (ABHI)

Pesar o agar cérebro-coracao (ABHI) de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporc¢ao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado e
adicionar o volume de dgua destilada/ deionizada correspondente. Aquecer até completa,
dissolucao. Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do labo-
ratorio. Distribuir volumes de acordo com a necessidade e tampar. Identificar e datar.
Autoclavar a 121°C £+ 1°C por 15 minutos. Armazenar adequadamente.

A composicao basica do agar cérebro-coragdo deverd ser a seguinte, por litro de meio:

Infusao de cérebro de carneiro - 12,5 g;

Infusao de coracao - 5,0 g;

Proteose-peptona - 10,0 g;

Cloreto de sédio - 5,0 g;

D (+) glicose - 2,0 g;

Agar -15,0g;

pH 7.4 & 0,2.

11.1.3 Agar cereus (PEMBA)

(H) - hidropoluente.

Pesar o meio desidratado de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporg¢ao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado e adicionar o
volume de dgua destilada/ deionizada correspondente. Deixar em repouso por 15 minutos.
Aquecer até completa dissolugao. Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme
norma especifica do laboratoério. Distribuir volumes de 90 mL em frascos. Autoclavar a
121°C + 1°C por 15 minutos.

A composigao bésica do agar cereus (PEMBA) base devera ser a seguinte, por litro de
meio:

e Peptona - 1,0¢;

e Manitol - 10,0 g;

e Cloreto de sédio - 2,0 g;

e Sulfato de magnésio - 0,1 g;

e Fosfato de sodio dibasico - 2,5 g;

e Fosfato de potéassio monobésico - 0,25 g;

e Azul de bromotimol - 0,12 g;
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e Piruvato de sodio - 10,0 g;
° Agar -14,0g;
e pH 7,2 +£0,2.

No momento da utilizagdo, adicionar a 90 mL de agar base fundido e resfriado a 49-
50°C: 10mL de emulsdo de gema de ovo a 50% e 1mL de sulfato de polimixina B(H)
a 0,1% esterilizada por filtracao. Homogeneizar, tomando o cuidado para nao formar
espuma, e distribuir cerca de 15mL em placas estéreis. Deixar solidificar em superficie
plana. Identificar e datar. Manter as placas sob refrigeracao, protegidas de modo a evitar
desidratacao.

Antes do uso, secar as placas a 45-50 °C por cerca de 15 minutos, abertas e invertidas,
apoiando a base com a superficie do agar invertido sobre a borda da tampa da placa ou
em fluxo laminar expondo a superficie pelo tempo necessario para a completa secagem.

11.1.4 Agar com extrato de levedura

Pesar, separadamente, os componentes do agar com extrato de levedura conforme a
formulagao abaixo de acordo com o volume de meio a ser preparado. Transferir para recipi-
ente adequado. Adicionar o volume de dgua destilada/ deionizada correspondente. Deixar
em repouso por 15 minutos. Aquecer até completa dissolugdo. Verificar necessidade de
ajuste de pH, conforme norma especifica do laboratério. Distribuir volumes de acordo
com a necessidade, tampar e identificar adequadamente. Autoclavar a 121°C + 1°C por
15 minutos.

A composicao basica do agar com extrato de levedura deverd ser a seguinte, por litro
de meio:

o Agar-20,0g;
e Extrato de levedura - 10,0 g;
e pH 74 4+ 0,2.

11.1.5 Agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA)

(N*) - nocivo por ingestao, por contato com os olhos e pele
(N) - nocivo por ingestao

(I) - pode causar lesdes oculares graves

(H) - muito téxico para os organismos aquéticos

(P) - a longo prazo, pode causar efeitos negativos no meio
ambiente aquatico

Pesar o agar cristal violeta vermelho neutro bile de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente
adequado e adicionar o volume de dgua destilada/ deionizada correspondente. Deixar
repousar por 15 minutos. Aquecer até completa dissolugao. Normalmente nao e necessario
esterilizar este meio, porém, se for preciso, este meio pode ser autoclavado a 121 °C 4+ 1°C
por 5 minutos.

A composicao basica de agar cristal violeta vermelho neutro bile devera ser a seguinte,
por litro de meio:
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e Peptona de carne - 7,0 g;

e Extrato de levedura - 3,0 g;
e Lactose - 10,0 g;

e Cloreto de sédio - 5,0 g;

e Sais biliares n® 3 - 1,5g;
e Vermelho neutro (-_“* N*).- 0,03 g;

e Cristal violeta (&% N/I/H/P).- 0,002 g;
o Agar-150 g

o pH 7.4 4+ 0,2.

11.1.6 Agar estoque

Pesar, separadamente, os ingredientes de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcao indicada em sua formulacao. Transferir para recipiente adequado.
Adicionar o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Deixar em repouso por
15 minutos. Aquecer até completa dissolucao. Verificar a necessidade de ajuste de pH,
conforme norma especifica do laboratério. Distribuir em tubos volumes que permitam
a formagao de um bisel longo. Identificar e datar. Autoclavar a 121°C £+ 1°C por
15 minutos. Apos autoclavacao, deixar os tubos solidificarem em posi¢ao inclinada.

Quando o meio for destinado a estocagem de culturas referenciais, distribuir em tu-
bos pequenos com tampa de rosca ou em frascos tipo penicilina, deixando solidificar em
posicao vertical. Armazenar adequadamente.

A composigao basica do agar estoque devera ser a seguinte, por litro de meio:

e Peptona bacterioldgica - 13,8 g;

e Extrato de levedura - 6,0 g;

e Extrato de carne - 12,2 g;

e Cloreto de sodio - 10,0 g;

e Fosfato de sédio bibasico - 2,0 g;

o Agar-150g;

e pH 7.4 £+ 0,2.
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11.1.7 Agar ferro trés acticares (TSI)

Pesar o agar TSI de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando a
proporcao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado. Adicionar o
volume de dgua destilada/ deionizada correspondente. Deixar repousar por cerca de
15 minutos. Aquecer até completa dissolugdo. Verificar a necessidade de ajuste de pH,
conforme norma especifica do laboratério. Distribuir volume compativel com o tubo
disponivel, capaz de formar uma base de + 3,0 cm de altura e, sobre ela, um bisel de 2 a
3cm quando inclinado. Identificar e datar. Autoclavar a 121°C 4+ 1°C por 15 minutos.
Armazenar adequadamente.

A composigao basica do agar TSI deverd ser a seguinte, por litro de meio:

e Extrato de carne - 3,0 g;

e Extrato de levedura - 3,0 g;
e Peptona de caseina - 15,0 g;
e Peptona de carne - 5,0g;

e Lactose - 10,0 g;

e Sacarose - 10,0 g;

e D-Glicose - 1,0 g;

e Citrato de amonio e ferro - 0,5g;
e Cloreto de sédio - 5,0 g;

e Tiossulfato de sédio - 0,3 g;
e Vermelho de fenol - 0,024 g;
° Agar -12,0g;

e pH 74 4+ 0,2.

11.1.8 Agar ferro trés agticares (TSI) sal 3%

Proceder conforme o indicado pelo fabricante para o preparo do Agar TSI, acrescen-
tando 25g de cloreto de s6dio a cada litro de meio preparado.
A composigao basica do agar gelatina devera ser a seguinte, por litro de meio:

e Peptona de carne - 5,0 g;

Extrato de carne - 3,0 g;

Gelatina - 120,0 g;

pH 6,9 + 0,2.
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11.1.9 Agar leite com tiamina (ALT)

Dissolver o agar com extrato de levedura, preparado conforme o item anterior, e deixar
em banho-maria até atingir entre 45 e 50 °C. Em um Erlenmeyer estéril, com capacidade
minima de 500 mL, misturar a cada 300 mL de agar com extrato de levedura, 100 mL de
leite UHT desnatado e 6 mL de solucao de tiamina 0,1% esterilizada por filtracao. Apds
homogeneizagao, distribuir cerca de 20mL assepticamente em placas estéreis deixando
solidificar em superficie plana.

A composigao béasica do dgar leite com tiamina (ALT) deverd ser a seguinte, por litro
de meio:

e Agar com extrato de levedura - 300 mL;
e Leite UHT desnatado - 100 mL;

e Tiamina cloridrato sol. a 0,1% - 6 mL;

11.1.10 Agar motilidade sal 3%

Pesar, separadamente, os ingredientes de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporc¢ao indicada em sua formulacao. Transferir para recipiente adequado
e adicionar o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Deixar em repouso
por 15 minutos. Aquecer até completa dissolucao. Verificar a necessidade de ajuste de
pH, conforme norma especifica do laboratério. Distribuir em tubos. Identificar e datar.
Autoclavar a 121 °C + 1°C por 15 minutos. Deixar solidificar o meio em posicao vertical.

A composicao bésica de dgar motilidade sal 3% deverd ser a seguinte, por litro de
meio:

e Peptona de carne - 8,6 g;

Cloreto de sodio - 30,0 g;
Agar -3,0g;

pH 7,0 £ 0,2.

11.1.11 Agar Miiller-Hinton sal 3%

Pesar o agar Miiller-Hinton de acordo com o volume de meio a ser preparado, respei-
tando a proporc¢ao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado. Adicio-
nar o volume de agua destilada/deionizada correspondente. Deixar repousar por 15 minu-
tos. Aquecer, sob agitacao, até completa dissolugao. Verificar a necessidade de ajuste de
pH, conforme norma especifica do laboratorio. Distribuir volumes de 100 mL em frascos
apropriados. Autoclavar a 121°C + 1°C por 15 minutos. A composicao basica do dgar
Miiller-Hinton sal 3% devera ser a seguinte, por litro de meio:

Infusao de carne bovina - 300,0 g;

Peptona de caseina acida - 17,5 g;

Cloreto de sodio - 30,0 g;

Amido - 1,5g;
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o Agar-17,0g;
e pH 7.3 £+ 0,2.

11.1.12 Agar nutriente

Pesar o 4gar nutriente de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporc¢ao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado. Adicionar
o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Deixar em repouso por 15 mi-
nutos. Aquecer até completa dissolucao do agar. Verificar a necessidade de ajuste de
pH, conforme norma especifica do laboratério. Distribuir aliquotas de 10 mL em tubos
apropriados. Autoclavar a 121°C + 1°C por 15 minutos. Apds autoclavagem, deixar
solidificar em posicao inclinada, de forma a obter um bisel longo. Identificar, datar e
armazenar adequadamente.

A composigao basica do agar nutriente devera ser a seguinte, por litro de meio:

e Peptona - 5,0g;

Extrato de carne - 1,0 g;

Extrato de levedura - 2,0 g;

Cloreto de sédio - 5,0 g;

Agar - 15,0 g;

pH 7,4 £ 0,2.

11.1.13 Agar nutriente com sulfato de manganés

Preparar o agar nutriente conforme descrito na secao 11.1.12 e adicionar 300 mg de
sulfato de manganés a cada litro de meio. Fundir o meio e deixar resfriar em banho-maria
até 45-50°C. Distribuir cerca de 10 mL em tubos. Deixar solidificar de forma inclinada,
de maneira a obter um bisel maior ou igual a 4 cm. Identificar, datar e armazenar ade-
quadamente.

11.1.14 Agar nutriente isento de extrato de levedura

Pesar o 4gar nutriente de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporcao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado. Adicionar
o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Deixar em repouso por 15 mi-
nutos. Aquecer até completa dissolugdo do agar. Verificar a necessidade de ajuste de
pH, conforme norma especifica do laboratério. Distribuir aliquotas de 10 mL em tubos
apropriados. Autoclavar a 121°C £+ 1°C por 15 minutos. Apds autoclavagem, deixar
solidificar em posicao inclinada, de forma a obter um bisel longo. Identificar, datar e
armazenar adequadamente.

A composicao basica do agar nutriente isento de extrato de levedura devera ser a
seguinte, por litro de meio:

e Peptona de carne - 5,0 g;

e Extrato de carne - 1,0g;
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e Cloreto de sodio - 5,0 g;
o Agar-150g;
e pH 7.4 £+ 0,2.

11.1.15 Agar nutriente sal 3%

Preparar conforme descrito para o dgar nutriente (segdo 11.1.12) e adicionar 25 g de
cloreto de sodio, por litro de meio. Fundir o meio e deixar resfriar em banho-maria até
45-50°C. Distribuir em placas ou tubos, conforme a necessidade. Identificar, datar e
armazenar adequadamente.

11.1.16 Agar para esporulacio

Pesar o agar para esporulagao de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporc¢ao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado.
Adicionar o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Deixar em repouso por
cerca de 15 minutos. Aquecer até completa dissolucao. Verificar a necessidade de ajuste
de pH, conforme norma especifica do laboratério. Distribuir volumes de acordo com a
necessidade. Identificar e datar. Esterilizar a 121 °C 4+ 1°C por 20 minutos. Armazenar
adequadamente.

A composicao basica do dgar para esporulacao deverd ser a seguinte, por litro de meio:

e Polipeptona - 15,0 g;

e Extrato de levedura - 3,0 g;

e Amido solavel - 3,0 g;

e Sulfato de manganés - 0,1 g;

e Tioglicolato de sédio - 1,0 g;

e Fosfato de sédio bibasico - 11,0 g;
° Agar -15,0g;

e pH 7.8 + 0,1.

11.1.17 Agar soja triptona (TSA)

Pesar o meio desidratado de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporc¢ao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado e adicionar o
volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Deixar em repouso por 15 minutos.
Aquecer até completa dissolugao. Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma
especifica do laboratorio. Distribuir volumes de 100 mL em frascos adequados. Autoclavar
a 121°C £ 1°C por 15 minutos.

A composicao bésica do agar soja triptona devera ser a seguinte, por litro de meio:

e Triptona (Peptona de caseina-digestao triptica ou pancredtica) - 15,0 g;

e Peptona de farinha de soja - 5,0 g;
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e Cloreto de sodio - 5,0 g;
o Agar-15,0g;

e pH 7.3 £ 0,2.

11.1.18 Agar soja triptona (TSA) sal 3%

Preparar o 4gar soja triptona de acordo com as recomendagoes contidas neste capitulo
e adicionar 25 g de cloreto de s6dio para cada litro de meio.

11.1.19 Agar tiossulfato-citrato-sacarose-sais biliares (TCBS)

Pesar o dgar tiossulfato-citrato-sais biliares-sacarose (TCBS) de acordo com o volume
de meio a ser preparado, respeitando a proporc¢ao indicada pelo fabricante. Transferir
para recipiente adequado. Adicionar o volume de dgua destilada/deionizada correspon-
dente. Deixar em repouso por cerca de 15 minutos. Aquecer até completa dissolucao.
Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do laboratoério. Nao
autoclavar. Distribuir, assepticamente, volumes de 15 mL em placas de Petri previamente
esterilizadas. Antes do uso, secar a superficie do meio, colocando as placas semiabertas e
invertidas em estufa a 45-50 °C por cerca de 15 minutos.

A composicao basica de agar tiossulfato-citrato-sais biliaressacarose devera ser a se-
guinte, por litro de meio:

e Extrato de levedura - 5,0 g;
e Peptona de carne - 5,0 g;

e Peptona de caseina - 5,0 g;

e Tiossulfato de sédio - 10,0 g;
e Citrato de s6dio - 10,0 g;

e Bile - 5,0g;

e Sacarose - 20,0 g;

e Colato de sédio - 3,0g;

e Cloreto de sodio - 10,0 g;

e Citrato ferrico - 1,0 g;

e Azul de bromotimol - 0,04 g;
e Azul de timol - 0,04 g;

° Agar - 15,0g;

e pH 8,6 & 0,2.
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11.1.20 Caldo Cérebro-coragao tiamina (BHI-T)

Pesar o meio caldo cérebro-coracdo (BHI), de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporc¢ao indicada pelo fabricante. Antes do uso, adicionar,
em cada tubo com 10mL, 0,2mL de solu¢cao aquosa de tiamina a 0,01%, esterilizada por
filtracao.

11.1.21 Caldo de carne cozida (CCCQC)

Em cada tubo selecionado para uso, distribuir 10 mL de dgua destilada/deionizada e
1 g do granulado (ou conforme a indicac¢ao do fabricante). Identificar e datar. Autoclavar
a 121°C £ 1°C por 15 minutos. Armazenar adequadamente.

A composicao basica do caldo de carne cozida devera ser a seguinte por litro de meio:

Misculo cardiaco de boi - 454,0 g;

Proteose peptona - 20,0 g;

D-Glicose - 2,0 g;

Cloreto de sédio - 5,0 g;

pH 7.4 & 0,1.

11.1.22 Caldo EC

Pesar o caldo EC de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando a
proporcao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado. Adicionar o
volume de 4dgua destilada/deionizada correspondente. Agitar até completa dissolugao.
Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do laboratério. Distri-
buir volumes de 10 mL em tubos de ensaio previamente preparados com tubos de Durham
invertidos. Identificar e datar. Autoclavar a 121°C =+ 1°C por 15 minutos.

A composigao basica de caldo EC devera ser a seguinte, por litro de meio:

e Peptona - 20,0g;

e Lactose - 5,0g;

e Bile bovina - 1,5g;

e Cloreto de sodio - 5,0 ¢g;

e Fosfato de potassio bibasico - 4,0 g;

e Fosfato de potassio monobasico - 1,5g;

e pH 6,9 £+ 0,2.
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11.1.23 Caldo experimental para anaerdbios segundo R. F. Cor-
seuil (caldo Rogert)

Pesar separadamente os seguintes ingredientes:

e Peptona - 20,0g;

Extrato de levedura - 5,0 g;

Extrato de carne - 3,0 g;

Glicose - 12,5 g;

Cloreto de sédio - 5,0 g;
e [-cisteina - 20,0 g;

Transferir para recipiente adequado, adicionando 500 mL. de Caldo de Figado. Adici-
onar 500 mL. de dgua destilada/deionizada. Agitar até completa dissolugao. Verificar a
necessidade de ajuste do pH para 7,6 + 0,2, conforme norma especifica do laboratorio.
Autoclavar a 121°C £ 1°C por 20 minutos.

Obs. Para preparar o caldo de figado, ferver durante uma hora o figado bovino moido
na propor¢ao de 500g para cada litro de adgua. Filtrar em papel filtro, fracionar em
aliquotas de 500 mL e congelar até a sua utilizagdo. Pode-se substituir o extrato de carne
e a agua destilada por caldo de carne, previamente preparado da mesma forma que o
caldo de figado, utilizando-se miusculo bovino.

11.1.24 Caldo Glicose-sal 3%-teepol (GSTB)

Pesar o meio caldo glicose sal 3%-teepol, de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente
adequado. Adicionar o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Homoge-
neizar até completa dissolugao. Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma
especifica do laboratério. Distribuir 10 mL em tubos com tampa de rosca. Identificar e
datar. Autoclavar a 121°C + 1°C por 15 minutos. Armazenar adequadamente.

A composigao bésica do caldo glicose-sal 3%-teepol devera ser a seguinte, por litro de
meio:

e Extrato de carne - 3,0g;

e Peptona - 10,0 g;

e Cloreto de sédio - 30,0 g;

e Glicose - 5,0g;

e Violeta de Metila - 0,002 g;
e Teepol - 4mL

e pH 8,8 £+ 0,2.
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11.1.25 Caldo glicose triptona (caldo dextrose triptona)

Pesar o meio glicose triptona, de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporc¢ao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado.
Adicionar o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Homogeneizar até com-
pleta dissolucao. Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério. Distribuir volumes de 10 mL em tubos com tampa de rosca. Identificar e
datar. Autoclavar a 121°C £ 1°C por 15 minutos. Armazenar adequadamente.

A composigao basica do caldo dextrose triptona devera ser a seguinte, por litro de
meio:

e Triptona - 10,0 g;
e Glicose - 5,0g;
e Extrato de carne - 5,0 g;

e pH 6,7 £+ 0,2.

11.1.26 Caldo Horie arabinose violeta de etila (HAEB)

Pesar separadamente os seguintes ingredientes:

e Peptona - 5,0¢g;

Cloreto de sédio - 30,0 g;

Extrato de carne - 3,0 g;

Violeta de Etila - 0,001 g;

Azul de Bromotimol - 0,03 g;

Transferir para recipiente adequado. Adicionar 900 mL de dgua destilada/deionizada.
Agitar até completa dissolugao. Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma
especifica do laboratério. Autoclavar a 121°C + 1°C por 15 minutos. Preparar sepa-
radamente 100 mL de uma solucdo aquosa a 5% de arabinose, esterilizar por filtracao
e adiciona-la assepticamente aos 900 mL do caldo. Distribuir assepticamente 10 mL em
tubos estéreis de 15 x 180 mm.

11.1.27 Caldo ONPG sal 3%

Preparar a solucao de dgua peptonada 1% de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante ou compondo a formulacao
de acordo com as orientagoes contidas neste capitulo. Adicionar 25,0 g de cloreto de sédio
por litro de meio. Autoclavar a 121°C 4 1°C por 15 minutos. Esfriar e reservar. Para o
preparo do Caldo ONPG sal 3%, misturar assepticamente SI25mL da solu¢ao ONPG em
75mL da dgua peptonada-sal 3%.
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11.1.28 Caldo peptonado sem sal

Pesar, em recipiente apropriado, 10,0 g de Peptona (ou triptona). Dissolver em 1L
de dgua destilada/deionizada. Agitar até a completa dissolugao. Verificar a necessidade
de ajuste do pH em 74 + 0,2, conforme norma especifica do laboratério. Distribuir
volumes de 10 mL em tubos de ensaio. Identificar e datar. Autoclavar a 121°C + 1°C
por 15 minutos. Armazenar adequadamente.

11.1.29 Caldo peptonado sal (3%, 6%, 8% ou 10%)

Pesar, em recipiente apropriado, 10,0g de Peptona (ou triptona) e a quantidade de
cloreto de sd6dio necessaria para atingir-se a concentracao desejada. Dissolver em 1L de
Agua destilada/deionizada. Agitar até a completa dissolugao. Verificar a necessidade
de ajuste do pH em 7,4 + 0,2, conforme norma especifica do laboratério. Distribuir
volumes de 10 mL em tubos de ensaio. Identificar e datar. Autoclavar a 121°C + 1°C
por 15 minutos. Armazenar adequadamente.

11.1.30 Caldo Verde brilhante bile lactose 2%

1 (N) - nocivo por ingestao.

Pesar o caldo Verde brilhante bile lactose 2%, de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente
adequado e adicionar o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Agitar até
completa dissolugao. Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica
do laboratorio. Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio com tubos de Durham
invertidos. Autoclavar a 121°C £ 1°C por 15 minutos.

A composicao bésica de caldo Verde brilhante-bile 2%-lactose deverd ser a seguinte,
por litro de meio:

e Peptona - 10,0 g;

e Lactose - 10,0 g;

Bile Bovina - 20,0 g;

Verde brilhante (Lf'ﬁ N)- 0,0133 g;

pH 7,4 £ 0,2.

11.1.31 Caldo vermelho de fenol - base (para fermentacao de
carboidratos)
Pesar o caldo vermelho de fenol - base de acordo com o volume de meio a ser preparado,

respeitando a propor¢ao indicada pelo fabricante. Transferir para recipiente adequado.
Adicionar o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Agitar até completa
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dissolucao. Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do labora-
torio. Distribuir volumes de 90 mL em frascos. Autoclavar a 121 °C £ 1°C por 15 minutos
ou esterilizar por filtragdo apds a adi¢ao da solugao de carboidrato.

A composicao basica de caldo vermelho de fenol base devera ser a seguinte, por litro
de meio:

e Proteose peptona - 10,0 g;
e Extrato de carne - 1,0 g;

e Cloreto de sédio - 5,0 g;

e Vermelho de fenol - 0,018 g;
e pH 74 4+ 0,2.

Adicionar aos frascos com 90 mL de meio autoclavado e resfriado a 45-50 °C 10 mL de
solugao de carboidrato esterilizada por filtragdo; caso se opte por nao autoclavar o meio
base, adicionar a solucao de carboidrato e esterilizar a mistura por filtracdo. As solugoes
de carboidratos deverao estar em concentracgao final de 5,0 a 10,0 g por litro de meio. O
preparo das solucoes de carboidratos podera ser verificada na secao 11.2.9. Distribuir
em tubos, de acordo com a necessidade. Tampar e identificar os tubos. Manter sob
refrigeracao até o momento do uso.

11.1.32 Caldo Vermelho de fenol sal 3%

Preparar o caldo vermelho de fenol base de acordo com o indicado, adicionando 30 g
de cloreto de sédio por litro de meio.

11.1.33 Caldo vermelho de fenol sal 3%-lisina

Preparar o caldo vermelho de fenol-sal de acordo com o indicado. Adicionar 1 mL de
solucao de lisina a 10% esterilizada por filtragdo a cada tubo com 10mL de meio basico.

11.1.34 Meio gelatina

Pesar o 4gar gelatina, de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando a
proporc¢ao indicada pelo fabricante ou compondo a formulagao. Transferir para recipiente
adequado. Adicionar o volume de dgua destilada/deionizada correspondente. Verificar
a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do laboratério. Deixar em
repouso por cerca de 15 minutos. Aquecer até completa dissoluc¢ao. Distribuir volumes de
acordo com a necessidade. Identificar e datar. Autoclavar a 121°C + 1°C por 15 minutos.
Armazenar adequadamente.

A composicao basica do agar gelatina devera ser a seguinte, por litro de meio:

e Peptona de carne - 5,0g;

Extrato de carne - 3,0g;

Gelatina - 120,0 g;

pH 6,9 & 0,1.
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11.1.35 Meio gelatina sal 3%

Preparar o dgar gelatina de acordo com o item anterior, adicionando 30 g de cloreto
de sédio por litro de meio.

11.1.36 Meio O/F (Hugh-Leifson) sal 3%

Pesar o meio OF glicose de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporcao indicada pelo fabricante, adicionando 30g de cloreto de sédio por litro de
meio a ser preparado. Transferir para recipiente adequado. Adicionar o volume de agua
destilada/deionizada correspondente. Deixar repousar por 15 minutos. Aquecer, sob
agitacao, até completa dissolucdo do meio. Verificar a necessidade de ajuste de pH,
conforme norma especifica do laboratorio. Distribuir volumes de 4 mL em tubos de ensaio.
Autoclavar a 121°C £ 1°C por 15 minutos.

A composigao basica de meio OF glicose devera ser a seguinte, por litro de meio:

Triptona - 2,0 g;

Cloreto de sédio - 5,0 g;

Fosfato de potassio bibasico - 0,3 g;

Azul de bromotimol - 0,08 g;

Glicose - 10,0 g;

Agar - 2.0g;

pH 6,8 £ 0,2.

11.2 Preparo de reagentes e solucoes

11.2.1 Acido nalidixico solu¢ido 0,1% em PBS pH 7,2

Transferir 10 mL da solucao de 4cido nalidixico 1% para baldo volumétrico de capa-
cidade para 100 mL e completar o volume com tampao fosfato pH 7,2. Esterilizar por
filtracao.

Distribuir em aliquotas de 20 mL, em frascos de vidro estéreis identificados e datados.
Manter a —20°C por até 6 meses. Manter uma das aliquotas sob refrigeracao, para uso
diario. Usar 1 mL desta solugao para cada 100 mL de agar ABL.

11.2.2 Acido nalidixico solug¢do 1% em NaOH 0,1 mol L

Pesar 1,0g de acido nalidixico (d“- N), colocar em balao volumétrico de 100 mL e
adicionar solucao de NaOH 0,1 mol L=, agitando para dissolucao, até completar o volume.
Distribuir em frasco plastico identificado e datado, e manter protegido da luz.
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11.2.3 Acido pipemidico solugdo 0,2% em PBS pH 7,2

Transferir 10 mL da solucao de acido pipemidico 2% para balao volumétrico de capa-
cidade 100 mL e completar o volume com tampao fosfato pH 7,2. Esterilizar por filtragao.

Distribuir em aliquotas de 20mL, em frasco de vidro estéril identificado e datado.
Manter a —20°C por até 6 meses. Manter uma das aliquotas sob refrigeragao, para uso
diario. Usar 1 mL desta solucao para cada 100 mL de agar ABL.

11.2.4 Acido pipemidico solugio 2% em NaOH 0,1 molL!

Pesar 2,0g de acido pipemidico e adicionar NaOH 0,1molL~! até que se dissolva
completamente. Transferir para balao volumétrico de capacidade para 100 mL e completar
o volume com NaOH 0,1 mol L.

Distribuir em frasco plastico identificado e datado, e manter protegido da luz, sob
refrigeracgao.

11.2.5 Emulsao de gema de ovo 50%

Nao havendo emulsdo comercialmente disponivel, escolher ovos com casca perfeita e
lavar com dgua morna. Secar, imergir em etanol a 70 °GL durante cerca de 10 minutos
ou em solucao de 4cido peracético a 0,02% por cerca de 15 minutos. Secar com toalha
estéril. Quebrar a casca assepticamente e separar a gema da clara, transferindo a gema
para frasco estéril. Adicionar o mesmo volume de solucao salina 0,85%. Misturar bem, até
a completa homogeneizacao da solucao. Pasteurizar a emulsao obtida durante 30 minutos
a 63°C 4+ 2°C em banho-maria, com agitacao suave e frequente.

Realizar o controle de esterilidade da emulsao de gema de ovo conforme abaixo espe-
cificado:

(a) Inocular 0,1 mL da emulsdo de gema de ovo em um tubo contendo caldo BHI;

(b) Incubar a 36°C % 1°C por 48 horas;

(c) Apds incubacao, repicar com alca para a superficie seca de dgar Baird Parker e
PCA;

(d) Incubar a 36°C % 1°C por 48 horas.

(e) Verificar a presenca de crescimento bacteriano.

Em caso de crescimento, descartar a emulsao.

11.2.6 Perodxido de hidrogénio solugao aquosa 3% (10V)

(C) - Corrosivo. Provoca queimaduras
r (I) - Extremamente irritante as vias respiratérias e olhos

(E) - Potencialmente explosivo

O peroxido de hidrogénio 3% pode ser adquirido em farmécias ou pode-se preparar

a solucao 3% a partir de peroxido de hidrogénio (L'?"- C/I/E) 20V ou 100V conforme
abaixo:
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e A partir de peroxido de hidrogénio 100V (30%): pesar 10 g do peroxido e diluir para
100 mL com dgua destilada/ deionizada.

e Peroxido de hidrogénio 20V (6%): medir em proveta 50 mL do peroxido e completar
o volume a 100 mL com 4gua destilada/ deionizada.

Identificar e datar. Manter sob refrigeragao, protegida da luz.

11.2.7 Reativo para Oxidase I - N,N,N’, N’-tetrametil-p-fenile-
nodiamina

Dissolver 0,5g de N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilenodiamina em 50mL de agua desti-
lada/deionizada. Distribuir volumes de 5mL em frascos de cor d&mbar ou envoltas em
papel aluminio. Identificar e datar. Manter a —20°C. A aliquota em utilizacdo deve ser
mantida sob refrigeragao, protegida da luz.

Nao utilizar o reativo se este apresentar coloracao azul.

11.2.8 Reativo para Oxidase II - Oxalato de p-amino-dimetilani-
lina

Pesar 0,5 g de oxalato de pmino- dimetilanilina (Lﬁi N/H), em recipiente apropriado.
Adicionar 50 mL de dgua destilada/deionizada. Agitar até completa dissolugao. Distribuir
volumes de 5mL em frascos de cor ambar ou envoltas em papel aluminio. Identificar e
datar. Manter a —20°C. A aliquota em utilizagdo deve ser mantida sob refrigeracao,
protegida da luz.

Nao utilizar o reativo se este apresentar coloragao vermelha ou marrom.

11.2.9 Solucgoes de carboidratos

Para as provas de fermentacao de carboidratos, recomenda-se o uso das solugoes nas
concentracoes de 5,0g ou 10 g por litro de meio.

Arabinose 10%; Glicose 10%; Manitol 10%; Maltose 10%; Rafinose 10%; Ramnose 5%;
Sacarose 10% ou Xilose 5%:

Dissolver 5,0 ou 10g do carboidrato desejado em 100 mL dgua destilada/deionizada.
Esterilizar por filtracao. Distribuir volumes de 10 ou 20 mL em frascos estéreis. Identificar
e datar adequadamente. Manter sob refrigeracao.

11.2.10 Solug¢ao Carbol-fucsina 0,3%

Dissolver 0,3g de fucsina basica em 10mL de etanol. Adicionar a uma solugao de
5,0mL de fenol (cristais fundidos) em 95mL de dgua destilada.

11.2.11 Solucao contracorante de Safrina O

Preparar uma solucao estoque adicionando 2,5 mL de Safranina O a 100 mL de Etanol
95%.

Para a solugao de trabalho, adicionar 10mL da Solucao estoque de Safranina O a
90 mL de agua destilada.
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11.2.11.1 Solugdo corante Azul de Coomasie

A 100 mL de agua destilada, adicionar 50 mL de metanol, 7mL de acido acético glacial
e 0,25 ¢ de Azul de Coomasie.

11.2.12 Solucao corante Cristal violeta

Dissolver 2 g de Cristal Violeta (90-95% de pureza) em 20mL de etanol 95%. Filtrar
em papel de filtro. Adicionar a uma solugao de 0,2 g de oxalato de amonio em 80 mL de
agua destilada. Deixar em repouso por 24 horas, filtrando em seguida. Estocar em frasco
ambar.

11.2.13 Solucao corante Cristal violeta-oxalato de amoénio para
coloracao de Campylobacter

Misturar uma solucao de 2,0g de Cristal Violeta (90-95% de pureza) em 200 mL de
etanol 95% a uma solugao de 8,0 g de oxalato de amdnio em 800 mL de etanol 95%. Deixar
em repouso por uma noite ou mais em temperatura ambiente. Filtrar em filtro de papel
grosso.

11.2.14 Solugao de lugol (iodo iodeto de potassio)

Adicionar a 300 mL de dgua destilada, 1g de cristais de iodo (ou iodo ressublimado)
e 2g de iodeto de potéassio. Misturar e deixar em repouso até dissolucao.

11.2.15 Soluc¢ao de Verde malaquita 5%

Adicionar 2,5g de Verde malaquita a 50 mL de dgua destilada. Misturar e deixar em
repouso de um dia para o outro para dissolucao.

11.2.16 Solugao salina 0,85%

Pesar 8,5 g de cloreto de s6dio. Transferir para um recipiente adequado. Adicionar 1L
de dgua destilada/deionizada. Agitar com auxilio de bastao de vidro até dissolugao. Veri-
ficar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do laboratorio. Distribuir
de forma a garantir o volume desejado apds a autoclavagao. Autoclavar a 121°C £ 1°C
por 15 minutos. Identificar, datar e armazenar adequadamente.

11.2.17 Solugao salina fosfatada tamponada pH 7,2 (PBS)

Preparo das solugoes estoque: Solugio fosfato de potdssio monobdsico (KHyPO,)
0,15mol L~!: Dessecar o KH,PO4 a 110°C por uma hora. Pesar 20,41g do sal e dis-
solver em agua deionizada. Completar o volume para 1000 mL em balao volumétrico.

Solugio fosfato de sédio bibasico (NagHPO,) 0,15molL~": Dessecar o NagHPO, a
130°C por duas horas. Pesar 21,29 g do sal e dissolver em agua deionizada. Completar o
volume para 1000 mL em balao volumétrico.

A composicao basica da solucao salina fosfatada tamponada devera ser a seguinte, por
litro:
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e Cloreto de sodio - 1,7g;

Solucao fosfato de potéssio monobésico 0,15mol L~ - 24 mL;

Solucao de fosfato de sédio bibasico 0,15mol L~ - 76 mL;

Agua destilada/deionizada - ¢.s.p. 1000 mL;

o pH 7,2 +02.

Distribuir volumes conforme a necessidade. Autoclavar a 121°C + 1 °C por 15 minutos.

11.2.18 Solucgao salina peptonada 0,1%

Pesar, separadamente, 8,5 g de cloreto de sédio e 1,0 g de peptona. Transferir para re-
cipiente adequado e adicionar 1000 mL de dgua destilada/deionizada. Agitar com auxilio
de bastao de vidro até dissolu¢ao. Verificar a necessidade de ajuste do pH em 7,0 £+ 0,2,
conforme norma especifica do laboratério. Distribuir de forma a garantir o volume dese-
jado apos a autoclavagao. Identificar e datar. Autoclavar a 121 °C £ 1°C por 15 minutos.
Armazenar adequadamente.

11.2.19 Solucgao salina peptonada 0,1%-sal 3%

Seguir o procedimento para preparo da Solucao salina peptonada 0,1%, adicionando
30 g de cloreto de sédio por litro de solucao.

11.2.20 Tiamina cloridrato solucao 0,01%

Pesar 100mg de tiamina e transferir para o balao volumétrico de capacidade para
100 mL e completar o volume com dgua destilada/deionizada. Transferir 5 mL da solugao
de solucao 0,1% para um baldo volumétrico de capacidade para 50mL e completar o
volume com agua destilada/deionizada. Esterilizar por filtracdo. Distribuir em frascos
estéreis. Manter protegida da luz, em refrigeracao por até trés meses.
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