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APRESENTACAO

As préticas de Microscopia em Alimentos: identificagao histolégica, isolamento e detecgao de
matérias estranhas, sao fundamentais para o controle da qualidade dos alimentos, uma vez que servem
como parametro para a avaliagao das condigoes de sanidade e higiene na fabricagao dos produtos.

Esta publicacéo tem o objetivo de contribuir com o trabatho de andlise da drea de Microscopia em
Alimentos, apresentando metodologias e referéncias bibliograficas especificas, publicadas por érgaos
competentes nacionais & internacionais.

A primeira parte, Identificagdo Histoldgica, trata de técnicas que permitem avaliar a qualidade de
um alimento quanto ao seu grau de pureza, revelando a presenga dos elementos histol6gicos
caracteristicos que identificam a origem da matéria-prima e que podem ter sido adicionados no produto
intencionalmente - fraudes - ou acidentalmente - falhas no processo - comprometendo a sua qualidade.

A segunda parte, Material Estranho em Alimentos, trata de métodos microanaliticos que permitem
o isolamento e a deteccao da presencga de sujidades - leves e pesadas - em insumos e alimentos
industrializados, compreendendo em sua maioria métodos atualizados e traduzidos da AOAC (172 ed. -
2000), gue sao utilizados no Nicleo de Analises Fisicas e Sensoriais e Estatistica - LAFISE/ITAL. Apresenta

também fotos ilustrativas de contaminagdes por pélos, 4caros e fragmentos de insetos, usualmente
encontradas em alimentos.

Finalmente, gostarfamos de agradecer o apoio da Associagao Brasileira da Insdustria da Alimentacio - ABIA
na edicio desta obra e pelo seu reconhecimento da importancia dessa abordagem para a melhoria da
qualidade dos processos envolvidos na inddstria alimenticia.

Os Autores
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Microscopia em Alimentos

IDENTIFICACAO HISTOLOGICA

1. INTRODUCAO

A microscopia em alimentos é a técnica microanalitica que pode ser utilizada no controle de qualidade
para a identificagio dos componentes de um produto, permitindo constatar se 0s produtos estao de acordo
com as especificacbes constantes do seu licenciamento. O exame microscépico fornece informagoes
importantes, tais como: a verificagdo da designacéo correta do produto no rotulo, se a amostra € pura ou
contém alguma mistura estranha, se esta mistura € uma impureza acidental (sujidade), ou adigao intencional
(fraude), visando a um fim econdémico.

Além de fornecerem resultados qualitativos, 0s métodos microscépicos também podem ser utilizados
para a obtengao de dados quantitativos, como exemplo, a percentagem da composicao de misturas de p6s

de origem vegetal em especiarias e em pds medicinais, € a estimativa da por¢ao vegetal pulverizada
utilizada como adulterante em um produto.

O diagnéstico de alimentos de origem vegetal por microscopia requer, além de muita pratica em
técnica microscopica geral, um bom conhecimento das estruturas anatdmicas das matérias-primas em
questdo (tecidos histolégicos predominantes). Esse conhecimento & adquirido com o exame repetido das

partes de plantas, em cortes longitudinais e transversais, antes da homogeneizagao e pulverizacio do
material.

O corte transversal serve para orientar quanto a disposigao geral dos tecidos e dos elementos celulares

simples, enquanto o corte longitudinal mostra, em grande quantidade, as estruturas que sao observadas e
identificadas no produto pulverizado.

Ap6s a familiarizagio com os tecidos e elementos celulares simples, em cortes transversais e
longitudinais de plantas integras, pode-se partir para a andlise do material pulverizado, o qual pode apresentar

falsificagBes ou impurezas que, por conveniéncia, nao foram retiradas ou foram adicionadas durante o
processamento do alimento.

Constatando-se os tecidos celulares simles, caracteristicos da matéria-prima, procede-se & identificagao
das substancias estranhas presentes no produto.

A anélise de amostras em pé é a mais dificil, sendo na prética a mais freqilente. A peneiragem
constitui freqgiientemente uma ajuda no caso de misturas grosseiras, permitindo a selecdo e separagaoc
do produto segundo o tamanho das particulas. Na por¢ao mais grosseira podem ser visualizadas, a
olho nu ou com o auxilio de lupa, vdrias indicagdes do material analisado.

2. DIAGNOSTICO

A composicao da amostra é verificada preparando-se varias léminas, as quais devem ser observadas
através de todo o campo, de maneira que todas as estruturas caracteristicas sejam captadas. A lamina
preparada com ou sem clarificagdo, dependendo da natureza da andlise, é observada inicialmente no

aumento menor para a obtencao da vista geral (presenca ou ndo de substancias estranhas). Os elementos
suspeitos sao observados e identificados no aumento maior.

Analistas com bastante prética microscépica podem ter davidas mesmo que o elemento focaliza_d_o
corresponda as estruturas contidas na literatura ou em fotos. Por essa razao, uma das condigdes essencials
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Identificagio Histolégica

para um controle microscopico de alimentos é a elaboragéo de uma colegao de amostras-padrac das
matérias-primas principais e também das substéncias que sdo normalmente utilizadas para a falsificagao
do produto, de modo que caracteristicas histologicas possam ser comparadas diretamente. Em alguns
casos, plantas ou suas partes podem ser identificadas por meio de descrigoes, ilustracbes e chaves
contidas na literatura. Bons trabalhos de referéncia sdo indispenséaveis para a identificagao dos constituintes
do alimento.

3. PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA

As amostras para a microscopia sao preparadas de diferentes maneiras, dependendo de cada
Caso.

Tecidos vegetais firmes

As secoes podem ser preparadas & méo livre, com o uso de uma lamina ou estilete, que é o método
mais utilizado para analise de alimentos.

Este método pode também ser adaptado para anélise de porgdes de tecidos frageis.

Tecidos frﬁgeis

Podem ser imersos em uma solugio concentrada de dlcool, para a desidratagdo e consequente
endurecimento do material, facilitando assim o corte.

Materia! lenhoso ou outro material resistente
Pode ser secionado da seguinte maneira: Intumesce-se © material em 4gua, etanol a 70% ou

glicerol: etanol 95% (1+1). Umedece-se o estilete ou lamina com o mesmo liguido antes de cortar
uma camada fina.

3

Material seco ou quebradico
Intumesce-se em &dgua fria por um determinado tempo. A imersdo em dgua quente acelera o

processo de intumescimento, mas néo é aconselhada devido & modificacdo que provoca em varios
contetidos celulares, principalmente no amido.

Amostra gordurosa

Desidrata-se pelo alcool retificado ou absoluto. Desengordura-se utilizando-se éter, ou cloroférmio,
ou toluol; ou éter de petroleo.

Amostra liquida

Centrifuga-se, decanta-se e examina-se o sedimento; filtra-se.

Amostra acucarada

Dissolve-se em dgua para retirar ¢ agticar, decanta-se e desengordura-se quando necessario.
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Amostra mista

Desidrata-se, desengordura-se, lava-se em &gua e separam-se as diversas camadas ou
componentes. A separacdo dos componentes pode ser feita a) a seco, quando h& na amostra
fragmentos de aspecto e cores diferentes, possibilitando separa-los por meio de agulhas ou estiletes;
b) em dgua, quando a dissolugao do material em dgua facilitar a separacao da particula ou fragmento

visado. Quando as particulas ndo podem ser distintas a olho nu, a separagio é feita sob microscopio
estereoscopio.

Amostra corada

Retira-se o corante por meio de dissolucdo em agua, dlcool ou éter. Quando as particulas separadas
se apresentarem fortemente pigmentadas, o descoloramento ¢ feito com solugdo de hipoclorito de
sodio ou cloral hidratado.

Amostras pulverizadas

A maneira de preparagao da lamina depende do tamanho das particulas. Se as particulas sdo grosseiras,
deve-se entao triturar em almofariz até se obter um pé fino.

Os pés finos podem ser analisados colocando-se pequenas quantidades sobre a lamina,
adicionando-se uma ou duas gotas de dgua ou outro liquido e, em seguida, cobrindo-se com a laminula
e movendo-se cuidadosamente, de um lado para outro para eliminagio das bolhas de ar. Essas bolhas
de ar podem:ser eliminadas pelo aguecimento rdpido (porém podem provocar gelatinizagio ou
desorganizar a estrutura dos graos de amido}, ou pela adi¢do de uma gota de dlcool entre a lamina e
a laminula (provoca alteragbes em menor escala).

Uma outra técnica para preparar o material composto por tecidos lenhosos ou outros tecidos rigidos,
reduzindo-os a seus constituintes celulares, é a seguinte:

Ferve-se o tecido em HNO, 50%, ao qual se adicionaram alguns cristais de cloreto de potassio

imediatamente antes do uso. Quando os tecidos comegam a se desintegrar, lave-0s em dgua, agitando
e decantando. )

Os tratamentos subseqlientes dependem se as montagens das 1dminas serdo temporérias (montadas
diretamente em &gua ou glicerol), ou permanentes (desidratadas em alcool absoluto, transferidas para
xileno ou tolueno e entdo montadas em uma ladmina com balsamo ou uma resina sintética).

Montagens tempordrias

A técnica da gelatina de glicerol é satisfatéria para montagens de 1aminas semipermanentes.
Para preparar gelatina de glicerol (= glicerina), embebem-se 10g de gelatina culinaria em 60ml de
agua fria; aquece-se em banho-maria para dissolver e entio mistura-se com 70ml de glicerol e 1g de
fenol. Armazena-se em vdrios frascos de boca larga com tampa rosquedve! e retiram-se pequenas
porgdes quando necessario.

Se o material estiver em um meio alcodlico ou aquoso, deve ser transferido para uma lamina, adiciona-se
um pouco de gelatina de glicerol e aquece-se gentilmente até que a gelatina derreta e envolva o exemplar.
Coloca-se, entao, tma laminula, espera-se a gelatina endurecer e retira-se o excesso de gelatina em volta da

laminula. Finalmente, circunda-se a margem da laminula com base para unhas para evitar a desidratacao
da lamina.

L qr-lﬂ’--‘? ;...,1



Identificagio Histoldgica

As secoes podem ser tratadas, se necessdrio, com solugdes clarificantes para evidenciar certas
caracteristicas, como segue:

Clarificam-se as segdes, para evidenciar detalhes da estrutura da parede celular, com solugao de
NaOH, cloral hidratado (8g de cloral hidratado em 5 ml H,0) ou solugao acidificada de cloral hidratado-
glicerol (45g de cloral hidratado + 10mi glicerol + 25ml de HCL diluido (1 parte HCL concentrado + 8
partes de dgua). Esse tratamento destréi amido e outros conteddos celulares.

Para clarificar com solucio acidificada de cloral-hidratado-glicerol, transferem-se as se¢Ges para
uma lamina, adicionam-se algumas gotas da solugdo, coloca-se a laminula e aguece-se levemente a
lamina em uma placa aquecida, até que a mistura borbulhe. A vantagem dessa solugao sobre outros

agentes clarificantes é que contém glicerol, permitindo que se use a ldmina por uma semana ou mais
sem ressecar.

Montagens permanentes

Montam-se os exemplares em bélsamo do Canada ou alguma outra resina para montagem, natural
ou sintética, em solvente organico. E essencial desidratar o exemplar antes da montagem nesses meios.
Para isso, passa-se o material por uma série de solugbes alcodlicas de concentragdes crescentes,
terminando-se por lcool absoluto. Passa-se, entdo, o exemplar para o solvente usado no meio de
montagem, geralmente xileno ou tolueno. Transfere-se a segao para uma lamina, adiciona-se uma gota
do meio de montagem, cobre-se com a laminula e deixa-se 0 material em local seguro para enrijecer.

Solugdes corantes

Para distinguir amido de outras inclusbes em uma montagem em 4gua, introduz-se uma gota de
solucao de 1Kl (1g de iodo + 3g de iodeto de potdssio; dissolve-se em pouca agua e dilui-se a 50ml com

H,0O) na margem da laminula. Conforme a solugao se difunde sob a laminula, o amido se torna azul ou
azul-escuro.

Geralmente nio é necessario corar ou tomar precaucdes para preservar o citoplasma em sua
forma natural. As caracteristicas importantes para a identificacdo estao principalmente nas paredes
celulares e em certos constituintes celulares, tais como resina, amido e cristais. Entretanto, corar pode
auxiliar a evidenciar tecidos que sso de dificil distingao. Grande nimero de corantes sao disponiveis
(LILLIE, 1977) e muitas técnicas para corar sao descritas na literatura( BERLYN etal, 1976).

Teste da lignina

Para determinar se uma parede celular contém lignina, montam-se as segoes em lamina em
solugao de 2% de phloroglucinol em etanol a 95%, na qual uma mesma quantidade de HCL concentrado
foi adicionado imediatamente antes do uso. Paredes celulares lignificadas tornar-se-ao vermelhas; outras
permanecerao descoloridas.

Amostra com particulas infimas

Material seco pulverizado pode ser peneirado para separar as particulas que s3o suficientemente
finas e translicidas em laminas para microscopia. Para a maioria dos casos, uma peneira n°60 € adequada.
As mesmas solugdes corantes e clarificantes e os meios de montagem usados para segdes podem ser usados
para pés. Pés colocados diretamente em uma tamina em meio de montagem podem necessitar aquecimento
lento até o ponto de ebulicio, para eliminar bolhas de ar.

4.1
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4. ESTRUTURAS MICROSCOPICAS

4.1. Abdbora (Curcubita pepo,1.)

¢ Homogeneizagdo da amostra;

Preparo da lamina.
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Vasos espiralados e anelados
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Fonte: GASSNER (1989)
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4.2, Alho (Allium sativum, L.)

® Homogeneizacio da amostra;
* Preparo da lamina.

Observacdo das células hipodérmicas menores, com paredes espessadas colenquimaticamente,
pontuacdes acentuadas, contendo cristais grandes de oxalato de calcio.

Parénquima esponjoso

. Células da casca externa

Corte transversal da casca da semente

Cristal de oxalato de célcio

Células hipodérmicas

Espessamento colenquimético

F’ontuagées

Células da epiderme {parte carnosa)

Fonte: GASSNER {1989)




4.3. Amendoim (Arachis hypogaea, L.)

« Desengorduramento do material;
* Maceragao em dgua;

+ Preparo da lamina.

Observar:

Células pétreas isodiamétricas pontilhadas;
Células nervosas (fibras) longas caracteristicas;

Células pétreas tipicas com paredes bem grossas;

Microscopia em Alimentos

Células epidérmicas com espessamento em forma de serra {cor marrom, soltvel em cloral hidratado).

Normalmente & suficiente encontrar estas células para se certificar da presenca de amendoim na

amostra;

® Crio de amido arredondados e pequenos.

Células pétreas e fibras do amendoim

Fonte: CASSNER (1989)
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Vérias amostras sao identificadas por meio dos gréos de amido, que saotipicos para cada produto considerado.

4.4. Amidos - grios de amido (200x)

Identificagdo Histolégica
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4.5. Arroz (Oryza sativa, L.)

« Homogeneizagdo da amostra;

« Preparo da lamina.
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Fonte: GASSNER (1989)
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4.6. Banana (Musa paradisiaca, L.)

Vasos espiralados

Células de tanino

Mesocarpo

Fonte: CASSNER (1989}
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4.7. Café (Coffea arabica, L.)

e Homogeneizagao da amostra;
e Preparo da lamina em meio aguoso e em solucdo clarificante (cloral hidratado).

Observar:

o Células do endosperma com pontuagdes tipicas;
e Cristais de oxalato de célcio;

e (Células pétreas.
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' '.Coﬁea arabica . Coffea liberica Bull. Coffea robusta Chev.

Fonte: GASSNER {1989)
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4.8. Cebola (Allium cepa, L.)

* Homogeneizacio da amostra;
* Preparo da lamina.

Observar:

i -
| o ' Epiderme
= ¢ Hipoderme

Casca

Células epidérmicas da parte carnosa

Fonte: GASSNER (1989)
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4.9. Ché Mate (llex paraguariensis, St. Hil.)

Homogeneizacao da amostra;

* Preparo da lamina com solucao clarificante {cloral hidratado).

b - Célula fibrosa da nervura
¢ - Parénquima esponjoso
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Meséfilo da folhal I

Farte superior da folha
Raias cuticulares

Parte inferior da folha

Estdmatos

Células epidérmicas

Fonte: CASSNER (1989)
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| 4.10. Feijdo (Phaseolus vulgaris, L.)

I * Homogeneizagio da amostra;

¢ Preparo da ldmina.

Células palissdicas

AN FHE s F S L
i HH IR & : Células-suporte com cristais de oxalato
" rasly Al 21 N i
P BiH L™ A iy de célcio
2 | LR} i i e - M
JAE &L HBF &Y
™,
; I : = Camada interna
| o - - VI

A - Camada palissadica superior
B - Camada palissédica inferior
C - Células-suporte com cristais de oxalato

Célula do cotilédone com gréos de amido Créos de amido

Fonte: GASSNER (1989)
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4.11. Mamao, morango, uva

Mamao (Carica papaya)

Morango (Fragaria spp.)

Fonte: GASSNER (1989)

Microscopia em Alimentos

Semente de uva {Vitis vinifera, L)

Hipoderme

Cristais de oxalato

15
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4.12. Mel

A determinacao microscopica do mel permite verificar a sua origem e também a sua natureza.
Preparo da lamina

Dissolvem-se 10g de mel em 30ml de dgua, centrifuga-se e despreza-se o sobrenadante. Andlisa-se
microscopicamente o sedimento.

Y

oL )
T,
N

L

S

Graos de pédlen

Fonte: CASSNER {1989)
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4.13. Noz-moscada (Myristica fragans, Hontt)

» Homogeneizagdo da amostra;

e Preparo da lamina,

Endosperma

Corte transversal de noz-moscada

Células redondas com cristais
Corte transversal do perisperma externo

Fonte: GASSNER (1989)
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Perisperma
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4.14. Pimenta-do-reino (Piper nigrum,L.)
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Fonte: CASSNER (1989)
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4.15. Pimentdo (Capsicum annuum, L.)

¢ Homogeneizagcao da amostra;
¢ Preparo da lamina.

Cuticula

Fonte: GASSNER (1989).

4.16. Salsa (Petrosolum sativurm, Hoffm.)

* Homogeneizacao da amostra;

* Preparo da lamina.

Epiderme superior Epiderme inferior
com estdmatos

Fonte: CASSNER {1989)
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Células pétreas da epiderme
interna do fruto

Nervura
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4.17. Soja (Glycine hispida, Maxim.)

* Desengorduramento da amostra;
* Maceragao em agua;

* Preparo da lamina

Células palissidicas

Células-suporte

* Células aleurdnicas

| a - Células palissddicas
| ‘ b - Célulassuporte

i

Células-suporte

Camada aleurdnica

Fonte: GASSNER (1989)




4.18. Trigo (Triticum aestivum, L.)

e Homogeneizagdo da amostra;

¢ Preparo da lamina.

Fonte: GASSNER (1989)

Células longitudinais

[ Células transversais

Casca da semente

Células aleurtnicas

} Células com amido

i,

(e
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Gréos de amido

. Células longitudinais

Células transversais

21
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4.19. Tomate (Solanum lycopersicum, L.)

* Homogeneizacao da amostra;

* Preparo da lamina.

Células parenguimdticas

Espaco celular

Pelos

e e

1 Fonte: GASSNER (1989)
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MATERIAL ESTRANHO EM ALIMENTOS
Isolamento e Deteccao - Métodos Microanaliticos

1. INTRODUCAO

Os métodos microanaliticos referem-se aos testes baseados no uso de microscépib para detectar
a presenca de material estranho em alimentos (SMITH, citado em KRAMER, 1970).

O material estranho pode ser orgénico ou inorganico, vivo ou inerte, prejudicial ou no, podendo
fazer ou nao parte da porgao comestivel da matéria-prima. Como exemplo, tem-se: sementes, partes
estragadas de vegetais, insetos, fragmentos de insetos, ovos e larvas, pélos e excrementos de roedores,
areia, terra, etc. Tais sujidades ndo devem causar, de modo algum, deterioracio dos alimentos.

A presenga de materiais estranhos pode diminuir a aceitabilidade do produto do ponto de vista

estético, uma vez que fabricantes, consumidores e érgios de fiscalizacdo esperam que os alimentos
sejam inteiramente livres de material estranho.

Alguns desses materiais estranhos originam-se de matérias-primas que sofrem ataques de pragas
ainda no campo e assim sao carregados para o produto final, enquanto outros podem ser provenientes
de manuseio, processo tecnoldgico ou armazenamento e distribuigio inadequados. 0 processo de
controle das infestacdes deve comegar com a matéria-prima antes de chegar na planta de processamento
e continuar através de cada etapa da linha de producio até o produto final a ser consumido .

O exame microscépico de produtos acabados € especialmente importante em alimentos que
foram triturados ou moidos, tais como: cereais, polpas de frutas, purés vegetais, etc. Em tais produtos,
as sujidades que poderiam ser visiveis macroscopicamente na matéria-prima tornam-se camufiadas

através da massa, na forma de pequenas particulas, as quais se tornam nao detectéveis sem a ajuda de
um-microscopio.

A extracao e identificagao dos materiais estranhos nem sempre podera dar uma relacio quantitativa
quanto.as condigdes higiénicas da indlstria € da matéria-prima. Porém, elas irdo mostrar, de uma
forma qualitativa, se houve contaminagao, indicando ainda os pontos criticos onde as préaticas de

sanitizagdo, controle da qualidade da matéria-prima e condigdes do processamento deverdo ser
enfatizadas.

A anélise de amostras infestadas por insetos, por meio da observancia do estigio de
desenvolvimento do inseto e a data de fabricagdo do produto, pode muitas vezes fomnecer indicacdes

importantes para a implementagdo da qualidade, permitindo concluir se a infestacio ocorreu na industria
ou no ponto de venda.

Analises realizadas no Nucleo de Analises Fisicas, Sensoriais e Estatistica- LAFISE do Instituto de
Tecnologia da Alimentos - ITAL- Campinas- S.P., no periodo de 1996 a 1999, mostram os principais
materiais estranhos comumente encontrados em alguns alimentos processados.

Confeitos de chocolate, biscoitos ao leite, biscoitos de maizena, biscoitos salgados, biscoitos
recheados, pagoca de amendoim e balas de amendoim, geralmente, apresentam materiais estranhos
oriundos de Lepidoptera, tais como teias, excrementos, lagartas, pupas e adultos. As principais espécies
Que atacam esses produtos sdo os piralideos Plodia interpunctella (Hibner) e Ephestia cautella(Walker),
esta principalmente em produtos contendo amendoim.

Fragmentos de insetos, principalmente de coledpteros, em biscoitos, provavelmente estio
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relacionados & matéria-prima ou  sanitizacao deficiente das indtistrias e/ou As estruturas inapropriadas
que permitem a entrada e muitas vezes a proliferacio de insetos nos residuos e materiais armazenados.
Fragmentos de Diptera e Blattodea sdo ocasonalmente encontrados devido a essas deficiéncias.

Café

Amostras de café torrado e moido apresentam fragmentos de insetos que muitas vezes chegam
a mais de 100 por 25g de amostra, predominantemente do escolitideo Hypotenemus hampei (Ferrari),
broca da cereja do café, o qual se desenvolve no interior destas no campo, e também Acaros,
provavelmente relacionados 4 poeira, e pélos de roedores relacionados ao armazenamento.

Massas alimenticias secas

A principal ocorréncia em massas alimenticias secas tem sido os coledpteros Sitophilus oryzae
(L.) e Sitophilus zeamais (Mots.). Essas espécies atacam o produto j& pronto no ponto de venda ou na
inddstria antes da expedicio. Realizam o desenvolvimento de ovo a adulto no interior da massa,
ficando essa com estrias brancas caracteristicas devido ao caminhamento e alimentacgdo das larvas. O
inseto deixa o interior da massa na fase adulta. Em altas infestacbes & comum a ocorréncia do
microhimendptero Anisopteromalus calandrae, o qual parasita larvas de Sitophilus. Embora esse
inseto realize o controle biologico, contribui por outro lado para poluir ainda mais o alimento. Também
se desenvolvem em massas os coledpteros Oryzaephilus surinamensis(L.) e Cryptolestes spp. Podem
ser encontradas diferentes fases de desenvolvimento de Lepidoptera e seus excrementos e teias,
refacionados com o armazenamento inadequado do produto.

Acaros e fragmentos de insetos encontrados em anélise de sujidades sdo provavelmente
provenientes da matéria-prima {farinha).

Alimentos fariniceos

Em misturas para pizza e para bolos tem-se observado, com relativa freqiiéncia, o desenvolvimento
do coledptero Tribolium castaneum (Herbst).

L)

Alimentos prontos para consumo

As andlises de alimentos prontos para o consumo, tais como graos cozidos, molhos de tomate,
misturas para sopas, etc., permitem observar que a fonte das infestagbes podem ser: a) oriundas do
campo durante a cultura dos vegetais, como insetos que se desenvolvem no interior das sementes e
graos e sao liberados durante o processamento do alimento, como por exemplo bruquideos em feijoes
e grao-de-bico; b) devidas as condigées inadequadas de sanitizacao da indistria, como indicam a
presenca de dipteros, blatédeos, himenépteros e coledpteros diversos; c) causadas por armazenamento
inadequado da matéria-prima, como a presenca de dcaros e insetos de produtos armazenados em geral.

2. DEFINICOES SEGUNDO A A.O.A.C. (ZIOBRO, 2000)

Material estranho

Qualquer material estranho ao produto, que seja associado a condicdes ou praticas inadequa_das
de produgao, estocagem ou distribuicao, incluindo sujidades (leves, pesadas, separadas por peneira),
material decomposto (tecidos podres devido a causas parasiticas ou nio-parasiticas) e miscelaneas
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(areia, terra, vidro, ferrugem), ou outras substancias estranhas. Excluem-se dessa definicdo as contagens
bacterianas.

Sujidades

Quaisquer materiais indesejaveis no produto, advindos de contaminagao poranimal, tais como:

roedores, insetos ou passaros, ou qualquer outro material indesejado proveniente de condicdes sanitdrias
impréprias de manuseio.

Sujidades pesadas

Sujidades mais pesadas separadas do produto por sedimentagio, baseando-se na diferenca de
densidade entre a sujidade, as particulas do alimento e os liquidos usados para imersio do alimento,

como cloroférmio, etc. Exemplos de tais sujidades sao excrementos e fragmentos de excrementos de
insetos e roedores, areia e terra.

Sujidades leves

Particulas de sujidades mais leves que sao lipofilicas e sao separadas do produto por flutuacao
em uma mistura liquida de 6leo-d4gua. Exemplos de tais sujidades sio fragmentos de insetos, insetos
inteiros, pé&los de roedores, barbulas de penas, entre outros.

Sujidades separadas por peneira

N

Particulas de sujidades de tamanho especifico separadas quantitativamente do produto pelo
uso de peneiras de malhas selecionadas.

3. ISOLAMENTO E DETECCAO

3.1. Métodos diretos de exame

Em alguns casos, procedimentos de extracao e utilizacdo de microscdpio nio sdo necessarios
para separar e identificar a sujidade.

Os métodos diretos de exame podem ser empregados quando a contaminacdo por insetos,
roedores ou fungos, ou outras substdncias estranhas ac produto, podem ser detectadas adequadamente
pelo exame macroscopico, como normalmente o consumidor o faria (DENT, 1985). Como exemplos,
tem-se pedras e insetos em frutas secas, insetos em massas alimenticias, fungos em paes e doces, etc.

3.2. Métodos de isolamento para deteccdo microscépica

_ A maioria das sujidades detectadas por métodos microanaliticos é de fragmentos insoltveis de
insetos e particulas provenientes de roedores.

Certos constituintes solaveis de urina podem ser detectados por métodos microquimicos (Teste
de Urease e Teste de Xandidol para uréia) e substancias relativamente insoldveis, como écido Grico de
excrementos de aves e insetos, podem ser precipitadas (com solugao aquosa de dcido nitrico 1:1) e identificadas.

As separacoes sao feitas, em sua grande maioria, envolvendo técnicas, tais como: diferencial de
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umedecimento, densidade especifica, tamanho, solubilidade e/ou aparéncia da sujidade e do alimento

envolvido. A combinacao dessas técnicas pode ser necesséria, em alguns casos, para que resultados
satisfatorios possam ser alcangados. :

A Food and Drug Administration (KRAMER, TWIGG, 1970) define os seguintes procedimentos
bésicos para isolamento:

a. Sedimentacdo

Se o contaminante a ser isolado tem uma densidade especifica maior que a do produto alimenticio,
a decantagio com dgua ou com solventes organicos de densidade especifica adequada separa o material.

Q isolamento por densidade especifica € usado principalmente quando o material tem o tamanho
de particula semelhante ao do alimento. Um exemplo deste tipo de separagdo € o isolamento de
excrementos de roedores da farinha de milho e da pasta de amendoim (KRAMER, TWIGG, 1970).

Num liquido com densidade especifica ao redor de 1,49, os fragmentos de excrementos tendem
a sedimentar, enquanto os do material vegetal flutuam. Com o aumento da densidade especifica,
maior quantidade de tecido vegetal tende a flutuar, arrastando alguns fragmentos de excrementos. E
necessario, entdo, um balango perfeito entre a necessidade de flutuar os tecidos vegetais e a crescente
possibilidade de perder os fragmentos de excrementos.

Areia, terra, vidro e outros materiais semelhantes também sao isolados por sedimentagéo.
No método de sedimentagdo, a fase flutuante deve ser agitada de tempos em tempos para

liberar as sujidades pesadas da massa de tecidos flutuante, possibilitando a sedimentagao das
mesmas.

b. Solucdo-dispersao

Quando o produto alimenticio é solivel em &gua, o método mais ébvio de isolamento de
contaminantes é pela dissolucao, filtragdo e coleta do residuo num papel de filtro para exame. Esse
método é adequado se o teor de residuos examinados ndo for muito grande. Aghcar, sal, xaropes, mel
e balas podem ser analisados por este método.

Substituindo-se 4gua por solvente organico adequado pode-se analisar grande ndmero de
alimentos gordurosos, como gorduras animais e vegetais.

Utilizando-se solugao acida e calor, em vez de dgua, um ndmero grande de outros alimentos,
tais como: manteiga, queijos e certos materiais polvilhados com amido, como balas, pode ser disperso
e dissolvido. Assim, a hidrélise dcida é uma das técnicas mais rapidas e eficazes para remover proteinas
e amido.

Qutra forma de hidrélise de proteinas e amido é a enzimica. Desde que 0 amido cru néo sofre
hidrélise por nenhuma das enzimas comumente utilizadas na determinagao de sujidades, a hidrélise
de alguns alimentos por solugdo dcida é muito usada.

As enzimas contidas na pancreatina sio as mais usadas nos métodos microanaliticos. O extrato
de pancreas fresco digere gordura, mas a pancreatina comercial possui pouca atividade lipolitica. O
amido cru n3o é afetado pelas enzimas do pancreas; porém, algumas vezes interfere na extragao e
peneiragem. Ja o amido cozido é completamente hidrolisado e pode ser fjltrado por completo em
papel de filtro de rdpida filtragao.

A pancreatina possui pouco ou nenhum efeito na cuticula de insetos, mas digere certas partes
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de pélos de roedores. Raramente é possivel hidrolisar os alimentos por completo por meio de

métodos enzimicos e uma vez que muito residuc permanece, outras técnicas devem ser empregadas
em conjunto com a da pancreatina.

O etileno diamino tetracetato tetrassédico (Na,EDTA) e outros sequestrantes de dcidos
aminocarboxilicos que hidrolisam e solubilizam as proteinas so os agentes utilizados em conjunto

com a pancreatina para proporcionar uma digestdo rdpida e completa. Sao usados, por exemplo,
em produtos de laticinio para a filtragdo direta.

As solucdes alcalinas concentradas devem ser evitadas nas técnicas de dispersao, pois afetam
ou dissolvem os pélos de roedores. Os pélos de roedores também sdo mais sensiveis a solucdes
acidas do que outros contaminantes. Portanto, a utilizacio de solucdes concentradas de NaOH,
KOH, Na,PO, e Na,CO,, bem como aquecimentos prolongados com solugdes acidas devem ser
evitados quando se estd procurando o isolamento de pélos de roedores.

Os fragmentos de insetos nao sao grandemente afetados nem por dcidos nem por élcalis, O
seu aquecimento em solugdo de NaOH a 10% durante 5 a 10 minutos pode tornd-los mais
quebradicos a acdo mecénica. No estudo microanalitico, pode-se considerar que os fragmentos de
insetos ndo sao afetados por acidos, com exce¢do da carbonizagdo ocorrida pelo aquecimento
prolongado com écido sulftrico (H,50,) concentrado.

c. Filtracao

Se uma pequena porgao de residuo permanecer ap6s a aplicagio de algum destes métodos
de dissolucio, este residuo pode ser facilmente separado por filtragao em papel de filtro. Se o teor
do residuo for grande e o material estranho for de tamanho suficiente, é aconselhavel, algumas
vezes, a filtracdo em tecidos ou o uso de peneiras. O tamanho da abertura da peneira ou da malha
do tecido deve ser sempre levado em conta, em fungio do tamanho da particula do alimento, a fim
de proporcionar uma separagdo do alimento e do contaminante. A maioria dos procedimentos de
filtracao de sujidades é realizada em papel de filtro marcado, o qual é a seguir examinado em
microscépio estereoscépio sob aumento de 10 a 40 vezes.

Quando o material coletado é de tamanho relativamente grande, recomenda-se que a filtracao
seja efetuada por succdo em funil de Hirsch e que o papel empregado permita uma filtragdo rdpida.
Recomenda-se ainda que ¢ papel de filtro seja marcado por linhas separadas pela distancia de
aproximadamente 5-10mm, utilizando tintas & prova de dgua, de 6leo ou de &lcool. Estas linhas
servirdo de guia para 0 exame microscopico. Para a contagem de ovos e larvas de moscas, recomenda-
se papel preto, 0 que proporciona um contraste, permitindo contagem mais precisa.

d. Flutuacdo em dleo e o frasco-armadilha de Wildman

A maioria dos alimentos é composto de misturas complexas; desta maneira eles nao sao
completamente solGveis e nao podem ser examinados apds a filtragao em papel ou peneira, mas
devem ser separados antes.

Observou-se que, quando se misturava gasolina a uma solugio aquosa contendo insetos,
fragmentos de insetos e pélos de roedores, os materiais estranhos flutuavam para a camada superior
de gasolina. Este principio tem sido, entao, utilizado para o isolamento de sujidades.

Os fragmentos de insetos flutuam em 6leo principalmente devido 3 afinidade da cuticula do
inseto em 6leo, a qual nao é umedecida pela agua. O empuxo exercido sobre o fragmento de inseto
ou pélo de roedor depende parcialmente do peso especifico do éleo aderido a esses materiais,
comparado ao do meio aquoso.
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As solugdes alcodlicas em dgua sdo utilizadas como meio liquido do processo de flutuacio.
Estas solugdes alcodlicas em dgua atuam de duas formas:

* diminuindo o peso especifico do meio aquoso;

* diminuindo a tensdo superficial do meio aquoso, a qual proporciona umedecimento mais répido
dos tecidos das plantas e, conseglientemente, resulta na sua sedimentagdo mais rdpida.

A adicdo de substancias, como Tween 80 (surfactante) e Na,EDTA {seqiiestrante), em solugdes
alcodlicas (meio de flutuagao), & indicada para prevenir que muitos dos constituintes indesejados de
alimentos ascendam a superficie com a camada oleosa.

Outros fatores, como o pH e aquecimento, devem ser controlados, pois podem influenciar na
recuperacao dos fragmentos de insetos. A flutuagdo em solugdes de pH muito baixo ou elevado
resulta numa recuperagao incompleta, que pode ser parcialmente explicada porque a maioria das
bases atua como emulsificantes. O aquecimento de amido e proteinas em dgua ou solucio alcoélica
diluida proporciona o cozimento e a gelatinizagdo, diminuindo a recuperacio, portanto, o uso de

aquecimento ndo é recomendado, mas quando necessario deve ser feito com solugdo aquosa de
alcool 60%.

Os oleos especificados no “Official Methods of Analysis” (ZIOBRO, 2000) siao: gasolina,
querosene, 6lec mineral e éleo de ricino. Estes 6leos foram selecionados pela sua capacidade de
umedecer o contaminante e ndo o material vegetal do alimento. Gasolina e querosene sio
suficientemente fluidos e nao causam maiores problemas devido a viscosidade. O 6leo de ricino é
viscoso e, devido ao seu alto peso especifico, afunda em solugdes alco6licas, somente podendo ser

usado em solugdes aquosas. A solugio aquosa de 6leo de ricino é usada sempre aquecida, devido a
alta viscosidade e ao alto peso especifico.

Ovos e insetos, larvas de dipteros e de alguns nematéides sedimentam em camadas de 6leo/
agua, respondendo diferentemente da maioria das sujidades provenientes de insetos, as quais
normalmente flutuam.

4. MATERIAL E EQUIPAMENTOS
Ref. A.O.A.C. n°945.75 B (ZIOBRO, 2000)

Observacéo: Evitar o uso de materiais feitos de polietileno, tais como béqueres, funis, contéineres,

entre outros, pois fragmentos de insetos e pélos de roedores aderem aos aparatos feitos com esse
material.

a. Aerador de agua

Para produzir jato de dgua aerada de fluxo brando, remove-se a peneira interna. Para jato
forcado, recoloca-se a peneira interna (Fisher Scientific Co., n°91-404) conforme Figura 1. Caso 0
aerador tenha mais de um disco, usa-se somente o disco com furos menores (~1mm).

. O Nucleo de Anélises Fisicas, Sensoriais € Estatistica - LAFISE do ITAL utiliza, em substituicio a
" esse equipamento, um condicionador de dgua construido com a finalidade de possibilitar uma filtragem
f eficiente, com posterior condicionamento da temperatura da dgua através de controlador
” microprocessado, tendo como principal aplicagdo a lavagem de amostras que exigem a aeracio e jato
! de dgua brando para a remogio das particulas de residuo de alimentos. Esse equipamento foi
U desenvolvido pela MS Tecnopon® Instrumentacéo Cientifica e nio é disponivel comerciaimente.
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FIGURA 1. Aerador de 4gua

FIGURA 2. Percolador
b. Filtro de tecido

Tecido de seda de malha e espessura padronizadas, como utilizade em moinhos de farinha.

O nlmero de fios especifica o nimero da malha por polegadas linear. “X”,”XX” ou “XXX”,
depois do nGimero, referem-se 3 espessura do fio da trama do tecido, o qual também afeta o tamanho
da abertura do tecido. Portanto, deve-se seguir exatamente a designagao do numero e do “X” do filtro de tecido.

Preparam-se os discos, fervendo os quadrados grandes do tecido antes de corté-los em ¢frculos
de 85cm. Os circulos cortados de tecido nio fervido encolhem e ficam deformados. Alisam-se os

circulos a ferro e riscam-se linhas de 5 a 7mm de distancia com tinta da india ou outro material
permanente, usando uma pena fina.

Quando necessario tinge-se o tecido riscado aquecendo-o e agitando-o durante cerca de 15
minutos em solugdo (80-85°C) de 50mg de corante azul no 1 da FD&C em um litro de 4gua contendo
2,5ml de 4cido acético. Enxagua-se bem o tecido com dgua e gudrda-se no escuro.

€. Vasos de extracio

1. Funil de Kilborn - capacidade de 1 litro, com dimensdes de 3,5 polegadas por 9,5 polegadas de
altura, abertura da extremidade de 8mm. Tubo de borracha com 3/8 de polegada de diametro
interno e pinga permitem um bom fechamento.

2. Percolador - capacidade de 2 litros, da Corning Glass Works n° 7040 (Figura 2), ou equivalente,
conforme tamanho e forma geral: 115mm de dismetro interno x 400mm de altura, cerca de 90mm
de diametro interno a 200mm abaixo do topo, com 8-9mm de didmetro para o tubo de drenagem
€ pinga para fechar. Usar bastao de vidro de 370 x 10mm de diametro quando especificado, para
prevenir a compactagiao da amostra na abertura de drenagem.

3. Frasco-armadilha de Wildman - Consiste de um Erlenmeyer de 1 ou 2 litros, ao qual se insere
uma rolha de borracha justa presa em um bastio de metal de 5mm de diametro e cerca de 10cm
mais longo do que a altura do frasco {bastio de didmetro maior nio ¢€ aconselhavel porque provoca
maior deslocamento de liquido). O bastio & inserido até a extremidade oposta da rolha e guarnecido
com parafuso e arruela para vedar a rolha. O parafuso e a arruela da extremidade inferior devem ser
embutidos na rolha para evitar quebra do frasco (Figura 3}
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d. Papel de filtro

Usar papel liso, de alto poder de umedecimento com rdpida agao de filtragéo, riscado em linhas
de 5mm de distancia com tinta & prova de éleo, dlcool e agua. Papel de filtro quantitativo FRAMEX,
9cm 9, Ref. 389 ', procedéncia $&S, ou similar.

e. Copo de papel de filtro

Papel de filtro S&S-588 ou equivalente, para desengordurar amostra.

Moldar parcialmente os copos ao redor da base do menor béquer especificado no método e
colocar gentilmente no béquer maior. Remover o béquer menor e transferir a amostra para este copo de papel.

f. Funil de filtragdo com sucgdo (Figura 4)

Usar funil de Biichner ou Hirsch como especificado no método com papel de filtro ou tecido de
filtracdo em forma de copo para evitar perda de resfduos.

O uso de tela metalica ou tecidos de seda entre a superficie perfurada do funil e o papel de filtro
acelera a filtracao e apresenta maior uniformidade na distribuigdo dos sélidos.

—»  Bastio.de metal
ot

- = [ase nlensa

Funil de Bichner

‘Rolha de borracha

—n Vicuo

Erlenmeyer

Kitasgsato

FIGURA 3. Frasco-armaditha de Wildman  FIGURA 4. Funil de filtragdo com sucgéo
g. Peneiras
A peneira de n° 100 ou mais fina deve ser plana e de malha de ago inoxidéve! (ndo deve ser de tecido).
h. Autoclave

1. Tipo exaustido de vapor lenta. Calibrar em “exaustao Ienta para reduzir a pressdo de 15 para
zero psi em 15 a 20 minutos.

2. Tipo exaustao répida. Deixa-se esfriar para zero 0°C antes de abrir a autoclave ou antes da ventilagao.
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i. Misturadores

1. Velocidade alta - usar frasco de 1 litro com 4 Iébulos, adaptado com 4 laminas, sendo 2 laminas
com diametro de 60mm inclinadas para cima cerca de 30° e 2 laminas com didametro de 55mm
inclinadas para baixo cerca de 25°. Operar na velocidade especificada no método, usando
transformador de varidvel.

2. Velocidade alta elevada-alternativa para misturador de velocidade alta - misturador com 6
chanfraduras, laminas de agco puro com bordas cortantes girando no eixo do motor suspenso e a
velocidade controlada. As laminas rotatérias da base sdo de aco puro, tendo 4 recortes denteados

: formando lébulos. Sorvait Omni-Mixer (Du Pont Instrument Co, Sorvall Operations, Peck’s In,
Newtown, CT 06470, USA)} ou equivalente.

j- Agitador de manteiga (Figura 5).

e

—= 12,7mm diam.

VRTZZD — 11,4mm diam.

—= 9, 5mm diam.

26,7¢cm

—

' 7,8c;'n _ -
-~
k 3,2cni
Z:an.
p) 2 FIGURA 5. Agitador de manteig
k. Centrifuga
ir:|

Centrifuga tipo International EXD (international Equipment Co.) com 8 lugares, cabecote n°
240, suporte n° 320, anel n® 325 e almofada n° 571, ou outra centrifuga que dé equivalente maximo
i0. de forca centrifuga relativa.
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A seguinte formula pode ser usada para determinar o equivalente centripeta:
N2r =N,?.r,, onde N, =2200r.p.m.e r, = 19,6cm (distdncia do centro do cabecote até a
base do tubo na fmrizcsnta!).

l. llurninadores para microscépio estereoscopio

Para o exame de sujidades, o iluminador deve ser sélido e flexivel; o transformador ou resistor
deve ter variacdo de intensidade de luz e ajuste de foco, para dar uniformidade clara do campo de
visio, e luz de cor azul-branca de origem fria e de baixa voltagem.

m. Barra magnética e chapa de aquecimento com agitagdo

As barras magnéticas devem ser revestidas de teflon, apresentando cerca de 47mm de
comprimento por 9mm de didmetro.

O aquecimento da chapa deve ser independente do uso da agitacio e a chapa deve possuir
controles para as variaveis calor e velocidade. Ver também 970.66B (c).

n. Microscopios

1. Microscopio composto - para contagem de bolor, outras sujidades e material decomposto. O
microscopio deve ter as seguintes especificagdes minimas: corpo da binocular com oculares
inclinadas; 4 pares focais de objetivas acromdticas de cerca de 4, 10, 20 e 40X; canhao giratdrio
com 4 lugares; condensador Abbe com N.A. de 1,25; ocular 10X; ajuste fino mecénico.

2. Microscépio estereoscépio recomendado para 0 exame de sujidades - deve ter as seguintes
especificacdes minimas: corpo da binocular com oculares inclinadas, canhao deslizante ou giratério
acomodando 3 objetivas e 3 pares focais de objetivas (1X, 3X e 6 ou 7,5X) pareadas com oculares
de campo amplo de 10X e 15X, montadas numa base com iluminagio de luz transmitida ou refletida.

Geralmente, o aumento usado no exame de rotina dos filtros de papel é de 30X. Verificagao em
magnitude maior pode ser requerida.

5. REAGENTES
Ref. A.O.A.C.n°945.75 C (ZIOBRO, 2000)

a. Solugdo acido-dlcool

Acido cloridrico concentrado p.a.(HCI) e alcool a 60% na proporcao 1:9, respectivamente, ou
HCl e isopropanol a 40% na proporgio 1:9.

b. Alcool

Etanol comercial a 95% (nao recuperado), a menos que outro tipo de alcool seja especificado no
método. Fazer todas as diluigdes por volume.

¢. Solucdo alcool 60% - cloreto de célcio

Para cada 3 litros de alcool a 60% (este é.0 volume requerido para uma analise), adicionar 200g
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de cloreto de célcio anidro (CaCL,), agitar até dissolver o sal e filtrar. A turvacio da solucio causada
por tragos de carbonato de célcio desaparecerd (ou seja, a solugdo tornarse-d limpida) durante a
andlise, quando a solucio for acidificada.

d. Solu¢do anti-espumante

1g de anti-espumante A-Dow Corning, completamente dissolvido em 20ml de acetato de etila.
Usar o sobrenadante e guarda-lo em recipiente bem fechado. Pode ser utilizado o éter etflico como
anti-espumante.

e. Solucdo detergente

Preparar solugdo aquosa de lauril sulfato de s6dio como requerido no método.

f. Emulsificantes (agentes ativos de superficie, nac-idnicos, sollveis em dgua)

— lgepal CO 730 - Nonylphenoxypoly (ethyleneoxy) ethanol
— lgepal DM-710 - Dialkylphenoxypoly (ethyleneoxy)ethanol
- lgepal CO-630 - Nonylphenoxypoly (ethyleneoxy) ethanol

g. Liquido de flotagdo

Oleo mineral (I) e heptano (h), na proporcio de 85:15, respectivamente.

h. Heptano

N-heptano comercial contendo menos de 8% de tolueno.

i. Solugdo-padrdo saturada de sulfato de indoxil (indicador de urina)

Aproximadamente 0,1mg/ml (da Sigma Chemical Co.). Estocar em recipiente escuro (resistente
& luz) sob refrigeragao. A solugio € estavel por cerca de 1 més.

j- Isopropanol saturado com heptano

Para 600m| de isopropanol adicionar 45ml de heptano e 430ml de 4gua destilada; misturar e
deixar em repouso por uma noite (em funil de separac¢io). Sifonar abaixo da interface.

k. Querosene desodorizado
I. Gleo mineral

Oleo parafinico, vaselina liquida, Nujol ou equivalente.

m. Solugdo de pancreatina

Usar grau USP ou solugéo fresca de pancreatina refrigerada a 10°C. Misturar na proporgao de
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5g/100m| de dgua destilada & temperatura aproximada de 40°C. Para queijos usar solucao especial de
10g/100mI de dgua. Agitar com misturador tipo mixer, ou bater em liqiiidificador durante 10 minutos,
ou deixar agitando durante 30 minutos em “Shaker”. Centrifugara 1500 r.p.m. e filtrar o sobrenadante
através de papel de filtro S&S n° 8, ou equivalente. Alternativamente, filtrar através de chumacos de
algodao de 10-13cm de espessura e depois através de papel n°8 em funil de Hirsch com SUCGAo.

n. Solucdo de fosfato de sédio (Na, PO,)

Grau técnico a 5% em agua.

0. Solugdo de Tween-80-dlcool 60%

Para 40ml de polissorbato 80 (Zeneca Ag Products), adicionar 210m! de &lcoo! a 60%, misturar
e filtrar (volumes proporcionais podem ser preparados).

p. Solu¢do de Tween-80-isopropanol 40%

Para 40ml de polissorbato 80, adicionar 210ml de isopropanol 40%, misturar e filtrar (volumes
proporcionais podem ser preparados).

q. Solugaoc EDTA tetrassédico-dlcool 60%

Dissolver 5g de etileno diamino tetracetato tetrass6dico (Na,EDTA) em 100ml de dgua e adicionar
150ml de &lcool, misturar e filtrar (volumes proporcionais podem ser preparados).

r. Solugdo de EDTA tetrassédico-isopropanol 40%

Dissolver 5g de etileno diamino tetracetato tetrassédico (Na , EDTA) em 150ml de agua, adicionar
100ml de isopropanol, misturar e filtrar (volumes proporcionais podem ser preparados)

s. Solucdo-padrio de uréia
20mg/ml de agua. Esta solugdo € estavel durante 3 meses.

t. Agentes umectantes

1. Tergitol aniénico.7 - heptadecila sulfato de sddio (Sigma Chemical Co).

2. Triton X-114 - dlcool alquilaril poliéter (Rohm & Haas Co.).

Observagoes:

- "M,O0" - 0 termo 4gua significa dgua destilada, exceto onde outro tipo diferente é especificado ou
quando a d4gua ndo € misturada com o produto analisado, como no bahho-maria.

- Nas expressdes (1+2), (5+4), etc., mencionadas juntamente com o nome do reagente, o primeiro
nimero indica o volume do reagente usado e 0 segundo nimero indica o volume de 4gua. Por exemplo,
solugdo de 4cido cloridrico: 1+2 (HCI: 1+2), significa reagente preparado pela mistura de 1 (um)
volume de HCl com 2 (dois) volumes de H,O. Quando um dos reagentes é sélido, a expressao significa
partes em peso; sendo que o primeiro nlimero representa o reagente sélido e o segundo o volume de
agua. Solugdes onde o solvente nido é especificade sao solugdes aquosas.
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6. SUJIDADES LEVES E PESADAS - TECNICAS ESPECIAIS
REF. A.O.A.C. n° 970.66, 172 ed., 2000.

a. Técnica de peneiramento com dgua

Usar peneira limpa de didmetro adequado (8 polegadas no minimo), tipo de malha adequada
(plana, nao do tipo sarja entrelagada) e nimero de malhas adequado (100, 140, 230, etc.). Manter a

peneira sob o aerador de 4gua, com jato de 4gua & temperatura especificada no. método, a um angulo
aproximado de 30°,

Despejar porgbes da amostra bem misturada na peneira (ndo muito grande para nao obstruir a

malha ou que resulte em espuma excessiva), de modo que jatos de pressio moderada de 4gua contate
o material na peneira.

Aumentar a pressao da dgua para se conseguir a acdo méxima de peneiragem, mas de modo a
nio ocorrer perda de amostra na borda da peneira.

Manter o material lavado na borda interior da peneira (inclinando a peneira num angulo de 30°)

e direcionar o jato de 4gua na amostra até que toda a espuma do detergente saia e as d4guas de lavagem
se tornem limpidas.

Adicionar novas porcoes de amostra e favar até eliminar toda a espuma do detergente.

Transferir quantitativamente o material retido na peneira, como especificado no método.

Lavar as paredes da peneira usando pisseta, direcionando o jato de 4gua na peneira ligeiramente
inclinada, até transferir todo o residuo de amostra aderido na borda da peneira.

b. Operagdo com o frasco-armadilha de Wildman (Figura 6)

A menos que outro método especifico seja indicado, resfriar a mistura no frasco & temperatura ambiente.
Agertar o volume do liquido até cerca de 900m| no frasco de 2 litros e 600mi para o frasco de 1 litro.

Adicionar o volume de liquido de flotagao (6leo) conforme indicado no método, despejando-o
lentamente pelo bastao de agitacéo.

Agitar com barra magnética, 970.66B{(c).

Adicionar liquido suficiente para elevar o volume do liquido de flotagdo até o gargalo do frasco
(Nota: desaerar todo o liquido de flotacao antes de usar).

A menos que outro procedimento seja referido no método, deixar a mistura em repouso durante

30 minutos, agitando ocasionalmente a camada da base a cada 3-6 minutos, durante os 20 primeiros
minutos.

Girar a rolha para remover o sedimento e sifonar a camada oleosa por elevacao da rolha {fechar)
até o gargalo do frasco, estando certo de que a fase oleosa e icm do liquido abaixo da interface

estejam acima da rolha.
Transferir a camada oleosa para béquer.

Enxaguar o bastéo e as paredes do gargalo do frasco com o liquido de extracao que foi utilizado
para a flutuagdo e coletar no mesma béquer.
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Observacdo: Nao lavar as paredes do gargalo do frasco com dlcool a 95% ou outro liquido que
interfira com a relacao de superficie das duas fases, pois isso pode causar menor recuperacio das
extracoes subseqiientes.

Filtrar o material coletado e os liquidos de lavagens através de papel de filtro de filtracdo rdpida,
com sucgdo, em funil de Blchner.

Adicionar o liquido de flotagéo, conforme especificado, no frasco-armadilha e agitar vigorosamente.

Adicionar o meio liquido de extragdo em quantidade suficiente para trazer o liquido de flotagdo
até o gargalo do frasco. ,

Proceder a segunda extragdo, lavar e filtrar como na primeira extracio.

¢. Operacdo com agitador magnético

Para dispersar o liquido de flotagdo na amostra, dilui-se 0 meio liquido de extragdo ao volume
especificado no método e ajusta-se a temperatura apropriada.

Adicionar a barra magnética, 945.75(m), e volume adequado do liquido de flotagio.
Vagarosamente aplicar a velocidade mdxima de agitacdo, de modo que nao provoque respingos (a

porgao central do magneto é geralmente visivel somente na base do redemoinho), e agitar pelo tempo
estabelecido no método.

d. Técnica de filtragdo (tratamento do material extraido)

Se o material coletado no béquer contiver residuo aprecidvel de amido, adicionar dcido cloridrico
(HC) suficiente para obter uma solugdo de 1-2% de HC, levar 4 ebulicéo e filtrar a quente.

Se a gordura ou material coloidal retardar a filtrago, acelere-a aplicando jatos de agua quente
sobre o papel durante a filtragao.

e. Branqgueamento de material vegetal

Com os procedimentos de sedimentagao ou flutuagdo, alguns constituintes do alimento podem
ser extraldos juntamente com as particulas de sujidades. Com o branqueamento apropriado desses
constituintes, as sujidades podem ser contrastadas com o fundo branco do papel de filtro por uma das
seguintes técnicas:

1. Para sujidades pesadas - umedecer o papel com dgua ou dlcool a 50% (essa técnica ndo branqueia

completamente o material, mas deixa excrementos de roedores e outras sujidades macias e flexiveis).

2. Para exame de sujidades leves - molhar o papel com glicerol-alcool (1:1) imediatamente apds a
filtragao. Colocar liquido suficiente no papel para saturar as fibras, mas de modo a ndo causar o
escoamento do material estranho. Esse agente branqueador nao endurece a sujidade no papel,
como fazem muitos 6leos que sdo usados como agentes clareadores.

3. Oleo de cravo-da-india pode ser usado para clarear material vegetal. Este 6leo tem indice de
refracio alto e poder clarificante maior que a solugdo dicool-glicerol.

f. lluminacio para microscopio estereoscépio (iluminacio direta)

Focalize e ajuste a luz para incidir em cima do papel em angulo de cerca de 70° com a
horizontal. A luz pode vir da direita ou da esquerda.
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g. Exame microscépico dos papéis de filtro

Proceder ao exame microscépico em aumento de 30X (a menos que outro aumento seja
especificado no método), usando microscdpio estereoscépio, no papel corretamente clareado com
fundo branco opaco.

Examinar as particulas, virar todos os pedagos maiores de material, como por exemplo: farelos
que podem esconder as sujidades.

Examinar todos os pedagos de material duvidoso em aumento de 60-75X. Aumento de pelo
menos duas vezes a magnitude usada no exame original é necessario para observar detalhes néo
percebidos no aumento menor.

Se persistir a davida, clarear o fragmento novamente e examinar em microscépio composto.
Assume-se que o analista possua completo conhecimento da aparéncia do material auténtico.

h. Contagem de insetos e outras sujidades animais

| Para o diagnostico das caracteristicas dos fragmentos de insetos contar como originario de inseto
qualquer fragmento que apresentar uma ou mais das seguintes caracteristicas (ver Apéndice, Figuras 1 a 5):

1. Forma caracteristica de apéndice especifico inteiro ou de por¢oes, ou de partes do corpo.

2. Pontos de articulagdo (varios tipos de juntas).

3. Um ou mais pélos ou cerdas do corpo.

4. Uma ou mais cicatrizes das cerdas.

“ 5. Superficie desenhada (esculpida), caracteristica do inseto.

‘I 6. Presenca de uma ou mais suturas (vérios tipos separando o corpo em placas ou escleritos).

7. Diagndstico para as caracteristicas de pélos de animal e humano, (ver Apéndice, Figuras 6 a 18).

i. Modo de relatar a sujidade

1. Recipiente - descrever o tamanho, tipo e recravagio do recipiente e anotar as condigdes se este
ndo estiver intacto.

2. Produto - especificar 0 nome comum, se a identidade for conhecida, ou simples descrigdo.
3. Codigols) - nome dols) fabricante(s) ou distribuidor e marcas de identificagao.

4. Métodols) - citar o(s) nimero(s) dos paragrafos da A.O.A.C. usados e anotar quaisquer modificagdes .
realizadas.

, 5. Quantidade examinada - numere as subamostras analisadas e anote a quantidade de cada
i subamostra. Se a quantidade utilizada for variada, relatar cada uma.

6. Materiais encontrados - relatar os materiais encontrados na ficha de relatério, pelo nimero da

subamostra, Usar somente as categorias aplicdveis e reportar qualquer elemento de sujidade

encontrada somente sob uma das categorias, nao mais que uma. Dentro das categorias, agrupar 0s

elementos de sujidades por identidade {quando conhecida), e entao por tamanho ou outra descrigao
| apropriada da aparéncia.
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7. 5e a contagem de uma porcao de sujidades presentes for impraticavel, relatar nGmero aproximado
ou avaliacao minima antes do termo “contagem muito numerosa”.

1 8. Resumir os resultados da amostra por categorias médias e totais. Anotar se a amostra foi ou nao
fumigada antes do envio ou na recepcaoc do laboratério, se hd insetos inteiros, dcaros ou outros
artropodes.

9. Numerar os insetos inteiros ou equivalentes (isto &, cabecas separadas ou porgdes do corpo com
a cabeca unida). Discriminar insetos inteiros ou equivalentes em subtotais. Dar a identidade, estdgio
do ciclo de vida e tamanho em mm. Especificar se inseto inteiro se encontrava vivo ou morto,

10. Numerar as extivias (pele) de insetos, dar a identidade (se conhecida), tamanho (mm) e estado
(ninfa, larva ou pupa). Discriminar as exdvias inteiras (com por¢ao da cabeca) e fragmentos de exdvia.

11. Numerar o0s ovos de insetos e dar a identidade, se conhecida.

12. Numerar os fragmentos de insetos e dar a identidade (se conhecida), dimensdes ou variagdes do
tamanho (mm) e nome da parte. Mencione se os fragmentos identificados sdo de-insetos adultos ou

imaturos.
o
) 13. Numerar as cerdas - se for de mosca, relatar.
14. Excreta de insetos - relatar peso {mg) e/ou contar os excrementos, com as dimensoes ou variagoes
do tamanho (mm). Dar a identidade, se conhecida.
15. Penetracio de inseto na embalagem - relatar o nimero, tamanho (mm) e diregao. Anotar a
integridade da embalagem e o acabamento do fechamento e das costuras.
16. Numerar os acaros - dar a identidade (se conhecida), relatar se mortos ou vivos. Relatar os
fragmentos de dcaros como subcategoria.
17. Numerar outros artrépodes além de insetos e dcaros - relatar se mortos ou vivos, dar a identidade
(por exemplo, aranha, pseudo-escorpides). Relatar os fragmentos como subcategoria.
). 18. Numerar os materiais fecais de rato ou camundongo - dar a identidade ou o comprimento e
diametro em mm. Dar o peso (mg), se proveniente de sementes de condimentos, temperos, semente
de cacau, café ou graos. .
_ 19. Numerar os fragmentos de excrementos de rato ou camundongo - dar a base para a identificacao.
e Dar as dimensdes ou variagbes do tamanho (mm). Dar o peso (mg), se proveniente de sementes de
condimentos, temperos, sementes de cacau, café ou graos.
20. Qutros excrementos de mamiferos - reportar o tamanho (mm) e o peso (mg). Dar a identidade
{exemplo: gato, gado), se for conhecida, e a base para a identificagao.
- 21. Numerar os pélos e fragmentos de pélos de rato ou camundongo — reportar o comprimento
- (mm) de cada peélo e de fragmento de pélo ou, se for numeroso, agrupar em categorias de tamanho.
& 22. Numerar outros pélos e fragmentos de pélos - reportar 0 comprimento (mm), agrupando-os
como em (13). Se nao for identificado relatar se estriado ou néo estriado.
ia 23. Numerar as penas, fragmentos de penas e barbulas - dar as dimensées variagcdes do tamanho
le (mm) das penas e dos fragmentos.
5 24, Urina na embalagem ou no alimento - dar a identidade. Reportar o odor de urina, se for detectado.
10

Dar o nimero e as dimensdes ou tamanho (polegadas) da mancha e anotar se houve penetragao no
produto. Reportar os componentes detectados pelo teste da A.O.A.C.
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25. Excremento de passaros na embalagem ou sob o produte (afirme qual) - reportar a quantidade em
peso (mg) ou 0 nimero e as dimensdes do excremento.

26. Outros materiais estranhos - descrever e reportar cada tipo, quantificando apropriadamente.

7. METODOS DE ISOLAMENTO DE SUJIDADES EM PRODUTOS ALIMENTICIOS

7.1. Polpas de frutas

Sujidades leves - método de flutuacdo

Ref. KRAMER, A.; TWIGG, B. Quality Control for the Food Industry, 3rd ed., Westport, AVI,
1970, v. 1, p. 155-172.

Reagentes:

- Oleo de ricino

- Heptano

- Agua destilada aquecida e fria sem bolhas de ar
- Glicerina

Materiais:

- Papel de filtro (Whatman n°4, 7cm didmetro) com 8-10 linhas paralelas (feitas com lépis ou tinta a -
prova de dgua e solvente)

- Béquer de 400ml
- Placa de “petri”
- Frasco-armadilha (Wildman trap flask) de 2 litros

»

Equipamentos:

- Aparato para filtragdo a vacuo com funil de Biichner contendo uma tela fina {cerca de 30 mesh)
- Microscépio estereoscépio

- Balang¢a semi-analitica
Tamanho da amostra

- 100g para extrato ou concentrado de tomate e polpas de frutas.
- 200g para outros produtos de tomate

Procedimento:

1. Pesar a amostra em béquer e transferir para o frasco-armadilha, usando vérias porcdes de 100ml de
agua. Adicionar cerca de 35ml de dleo.

2. Agitar bem a amostra movendo o agitador para cima e para baixo diversas vezes, misturando o 6lec
com a agua, porém sem formar bolhas de ar. Misturar durante 2 minutos.
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3. Preencher o frasco vagarosamente quase até o gargalo com dgua aquecida (55-70°C) derramando-a
pela parede do frasco, a fim de evitar a formacdo de bolhas de ar.

4. Deixar o frasco em repouso por alguns minutos, agitando ocasionalmente com cautela.

5. Retirar as bolhas de 6leo da parede do frasco com 0 auxilio do bastdo de agitagao, porém evite
distirbio excessivo da camada de oleo.

6. Quando o 6leo parar de subire a fase aquosa estiver bem definida, adicionar dgua aguecida bem
devagar trazendo o 6leo até o gargalo do frasco.

7. Levantar o agitador vagarosamente até a camada inferior do 6leo, fechando firmemente a abertura
do frasco.

8. Transferir a fase oleosa para um béquer.

9. Lavar o gargalo do frasco com dgua aquecida e transferir 4guas de lavagem para o béquer.

10. Adicionar 15ml de 6leo ao frasco e repetir os passos de 2 a 8.

11. Repetir a decantacio do 6leo no béquer quantas vezes forem necessérias paraa total remogdo do 6leo.

12. Descartar o contetido do frasco, enxaguar e encher até cerca de 3/4 com dgua aquecida, livre de
bolhas de ar.

13. Transferir o material coletado no béquer para o frasco.

14. Separar novamente a fase oleosa, transferindo-a para o béquer, usando para isso heptano nas
lavagens finais.

15. Filtrar sob vAcuo a amostra coletada no béquer, escorrendo-a cuidadosamente pelo bastao de
agitagdo. Enxaguar.

16. Remover o papel de filtro para uma placa de petri umedecendo com solucéo de glicerina em dgua a 25%.

Procedimento de contagem:

1. Colocar a placa com o papel de filtro sob o microscépio. Use luz suficientemente forte para mostrar
todos os detalhes no papel de filtro. <

9. Verificar todas as linhas riscadas, movendo os fragmentos encontrados com o auxilio de um estilete
e anotando o material encontrado.

3. Nao contar material duvidoso.

Sujidades em Produtos de Tomate
Ref. A.O.A.C. n°955.46, 172 ed., 2000.

A. Ovos e larvas de moscas

a. Produtos triturados

1. Homogeneizar a amostra e transferir para separador de 2 litros.

2. Adicionar 20-30m! de heptano e agitar bem, aliviando a pressao guando necessario.
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3. Encher o separador com 4gua, de modo a produzir agitacao maxima. Colocar o separador em
descanso e deixar assentar.

4. A cada 15min, durante uma hora, retirar 15-20mi do separador e agitar gentiimente o separador
com movimento rotativo para facilitar o assentamento dos ovos e de larvas de moscas. Se o liquido
drenado contiver sementes, passe-o através de peneira n° 10, enxaglie as sementes e a peneira,
recolha os liquidos e enxdgiie o béguer com 4gua.

5. Filtrar em tecido 10XX pré-tratado e tingido (ver item 4.0 material e equipamentos), em funil de Biichner.
6. Examinar procurando ovos e larvas em aumento de 10X. Se ovos de moscas ou larvas forem

encontradas, continuar a separacao e drenagem como descrito anteriormente, por mais uma hora,

b. Tomates envasados

1. Reduzir a polpa os tomates inteiros contidos na lata, de modo a danificar ou quebrar o menor
numero possivel de ovos e larvas. Isso pode ser conseguido passando-se o material através de
peneira n°6 ou n°8 e retornando-se as sementes e 0s residuos que permanecem na peneira para a
polpa.

2. Colocar 500g da polpa de tomate previamente bem misturada, em separador de 6L.

3. Adicionar 125-150ml de heptano ( ver Reagentes item h) e cerca de 1L de H,O e agitar
vigorosamente, liberando a pressao se houver necessidade.

4. Encher o separador com H,0.
5. Coloque o separador em anel de descanso e deixar as camadas separarem,

6. A cada intervalo de 15min, durante uma hora, drenar 25-30ml do fundo do separador e gentilmente
agitar o separador com movimento giratério para facilitar o assentamento de ovos e larvas de moscas.
Cada porgao pode ser examinada imediatamente, ou ser combinada com as porgdes subseqiientes.

7. Passar as porgoes drenadas através de peneira n°10 e enxaguar completamente as sementes e a
peneira, recolhendo a por¢do liquida e a 4gua de enxdgle em béquer.

8. Filtrar através de tecido de malha 10XX em funil de Biichner.
9. Examinar o tecido procurando por ovos e larvas em aumento de 10X. Se ovos ou larvas de

moscas forem encontrados nesse exame, continue separando e drenando, como descrito, por mais
uma hora.

B. Sujidades Leves

a. Produtos triturados

1. Colocar 200g de qualquer produto de tomate exceto extrato e concentrados (para 0s quais se
usam 100g) em Frasco Armadilha (Figura 3), com 20ml de éleo de ricino e misturar bem. '

2. Adicionar H,O aquecida (cerca de 70°C) suficiente para encher o frasco. inicialmente, bolhas de
ar tendem a trazer para a superficie tecidos de tomate, porém, apGs vérias agitagdes estes comegam
a assentar, deixando bastante clara a camada de agua préxima da fase oleosa.

3. Deixar em repouso durante 30min, com ocasionais agitacdes suaves, e entao recolher o
sobrenadante em béquer.
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4. Lavar o gargalo do frasco com heptano, para remover o 6leo de ricino aderido. Adicionar mais
um pouco de dgua aquecida ao frasco, agitar, deixar em repouso por 10min e recolher novamente
o sobrenadante. Ocasionalmente, pode ser necessdrio transferir o material coletado para outro frasco-
armadilha e lavar novamente para eliminar tecidos de tomate.

5. Filtrar a porgdo obtida, lavar completamente o béguer, os lados do funil e o papel com heptano,
para dissolver o éleo e acelerar a filtragéo.

6. Examinar o papel em aumento de 20-30X.

b. Tomates envasados

1. Drenar todo o contetido em peneira n°6, recolhendo o suco drenado. Para envases contendo
menos do que 3Ib(1.350g), use peneira n° 8. Use peneiras maiores para envases maiores, ou drene
e enxaglie em porgoes determinadas.

2. Enxaguar a porgdo em peneira com agua aquecida {cerca de 70°C) usando pisseta e transfira o

suco drenado, fragmentos e a 4gua do enxagiie para 1 ou 2 frasco-armadilha de Wildman {méaximo
de 900ml/frasco).

3. Completar o volume nos frascos a 900ml com dgua (70°C) e adicione 20-25ml de 6leo de ricino.

4, Inclinar o frasco cerca de 45° e misturar por Tmin com movimentos rotativos rapidos (200-250
giros/min). Evitar respingos pela superficie com a rolha.

5. Adicionar dgua quente para trazer a camada de éleo para o gargalo e deixe em repouso por
30min, agitando ocasionalmente.

6. Recolher a camada de 6lec-dgua e os fragmentos que emergirem em béquer.

7. Enxaguar o 6leo do gargalo com heptano. Adicionar ao frasco cerca de 10ml de agua quente,
agitar, deixar repousar por 10min e recolher para o mesmo béquer.

8. Adicionar 25-30ml heptano ao béquer e agitar para dissolver o déleo.

9. Filtrar em papel (use dgua quente ou heptano, se necessario) e examinar o pape!
microscopicamente.

7.2. Molhos

Sujidades leves - método da flutuacdo
Ref. A.O.A.C. n°992.12, 172 ed., 2000.

Aplicavel para determinar sujidades leves em molhos contendo molho de soja, espessantes e
condimentos

Reagentes:

- Agente umectante - sulfato fetrasddico - (sodium tetradecyl sulfate) (ver item 5. Reagentes)
- Na,EDTA - isopropanol 40% {ver item 5. Reagentes)

- Oleo mineral (ver item 5. Reagentes)

- Isopropanc! 40%
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Materiais:

- Béquer de 400m! e de 1,5 litro
- Peneira n°230
- Banho de vapor

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Frasco-armaditha de 2 litros

Equipamentos:

- Microscépio estereoscépico
- Placa de aquecimento com agitagio magnética

- Balanga semi-analitica

Procedimento;

Pré-tratamento

1. Adicionar 100g da amostra, bem misturada, ao béquer de 1,5 litro.
2. Adicionar 980ml dgua e 20m| de sulfato tetrasédico.

3. Aquecer em banho de vapor por 30 minutos, agitando o conteddo ocasionalmente, com bastio de vidro.

Isolamento

1. Lavar o bastao com dgua e peneirar o contetido do béquer, em porgoes, em peneira n°230 (ver item 6.
Tecnicas Especiais), usando jatos fortes de dgua aquecida, se necessario. Peneirar até que a espuma
cesse, 0 excesso do 6leo seja removido e nao se observe mais redugio do residuo.

2. Levar o residuo para a margem da peneira, aplicando jatos suaves de agua aquecida.

3. Umedecer o residuo com isopropanol a 40% e transferir para frasco-armadilha de 2 litros com
isopropanol a 40%.

4. Lavar as paredes do frasco com isopropanol a 40%, até completar o volume a 400m!.
5. Ferver em placa de aquecimento durante 10 minutos, com agitacdo magnética.

6. Remover o frasco do aquecimento e adicionar imediatamente 50mi de solucao de Na,EDTA -
isopropanol 40%, deixando a solugao escorrer lentamente pelo bastio de agitagao.

7. Agitar manualmente durante um minuto, com suaves movimentos rotatorios, cuidando para que o
residuo nao adira as paredes do frasco.

8. Deixar em repouso por 5 minutos e completar o volume até 800mi, lavando as paredes do frasco
com isopropanol a 40%.

9. Adicionar 50m| de 6leo mineral, através do bastio de agitacio.

10. Agitar magneticamente por 3 minutos.
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11. Completar o volume do frasco com isopropanol a 40%, através do bastdo de agitacdo.
12. Agitar o contefido do frasco a cada 5 minutos, durante 20 minutos.
13. Trazer o bastdo de agita¢io até a altura média do frasco, lavar com isopropanol a 40% e fixa-lo.

14. Deixar em repouso durante 10 minutos e coletar a fase oleosa em béquer de 400ml. Lavar o
gargalo, o bastdo com isopropanol a 40%.

15. Adicionar 35ml de 6leo mineral e agitar manualmente o contetido por 1 minuto, para dispersar o
6leo.

16. Repetir o procedimento a partir do item 11.

17. Filtrar o contetido do béquer em papel riscado, lavar o béquer e filtrar a 4gua de enxaglie com
isopropanol a 40%.

18. Examinar o papel sob microscépio em aumento de 30X.

7.3. Produtos carneos

Sujidades leves em lingiiica de porco (crua) e carne moida ou hamburguer - método da digestio
enzimdtica

Ref. A.O.A.C. n®° 973.60, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Emulsificante-lgepal CO 730 ou o detergente Lauril Sulfato de Sédio a 5%
- Acido cloridrico-HCL

- Pepsina 1:10.000 ou Pepsina NF

- Triton X-114 (ver item 5. Reagentes)

- Isopropanol 40%

- Oleo mineral

- Liquido de flotacdo (ver item 5. Reagentes)

Materiais:

- Béquer de 2 litros

- Peneira n®230

- Banho-maria

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.}

- Frasco-armadilha de 2 litrostver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanca semi-analitica

- Moedor de carne
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- Placa de aquecimento com agitacio magnética

- Microscépio estereoscdpico

- Incubadora (opcional ao banho-maria)

Procedimento:

1.
2.
3.
4.

Moer e homogeneizar a amostra.
Pesar 225g em béquer de 2 litros.
Adicionar 980ml de 4gua quente, 20mi de emulsificante e agitar por 5 minutos.

Adicionar 20ml de HCl e agitar por um minuto. Proceder & digestao por uma noite (a) ou realizar a

digestao rapida (b).

Observagdo: Com carne moida usar somente digestao por uma noite com 5,0g de pepsina 1: 10.000
ou 10g de pepsina NF. Em flutuagao (c), omitir a adigio de 50ml de HC e subseqiiente fervura. Apos
a adicdo de dleo mineral deixar em repouso 20 minutos, em vez de 10 minutos HCl e agitar por um minuto.

d.
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Digestdo por uma noite

1. Adicionar 0,5g de pepsina 1:10.000 ou 2,0g de pepsina NF e agitar por um minuto.

2. Digerir em banho-maria a 50°C ou em incubadora por 18h.

3. Adicionar 5ml de Triton X-114 e agitar por um minuto.

4. Manter as amostras & temperatura de digestao em banho-maria até o momento de peneirar.

5. Peneirar em porgdes em peneira n° 230 com jatos de dgua aquecida (cerca de 70°C).

6. Transferir para papel de filtro riscado, se pequenas quantidades de residuo permanecerem na

peneira, ou proceder a flutuacao (c).

»

. Digestdo répida

1. Adicionar 2g de pepsina 1:10.000 ou 10g de pepsina NF e agitar por um minuto.

2. Proceder a digestdo por 2h em banho-maria a 62°C.

3. Adicionar 5ml de Triton X-114 e agitar por 1 minuto. Manter a amostra no banho até o momento
de peneirar.

4. Peneirar em porgdes em peneira n° 230 com jatos de dgua quente e transferir para papel de filtro
riscado, se permanecer pequena quantidade de residuo na peneira.

5. Proceder a flutuacio.

. Flutuagdo

1. Umedecer o residuo na peneira com isopropanol 40% e transferir para frasco-armadilha de 2
litros usando isopropanol a 40%.
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2. Levar o volume para um litro com isopropanol a 40% e adicionar 50ml de HCI.

3. Ferver durante 10 minutos em placa de aquecimento, com agitagdo magnética suave.

4. Esfriar até temperatura ambiente em banho de dgua fria e adicionar 40ml! de liquido flutuacao.
5. Agitar magneticamente por 3 minutos.

6. Deixar a fase oleosa separar durante 1 minuto e vagarosamente completar o volume do frasco
com isopropanol a 40%, escorrendo o liquido pelo bastio de agitagio e mantendo a rolha do bastio
logo acima do conteldo do frasco.

7. Agitar gentilmente o material depositado no fundo do frasco com o bastao de agita¢do, por 5-10
minutos.

8. Deixar em repouso por 5 minutos € imediatamente coletar a fase oleosa.
9. Adicionar 25ml de 6leo mineral, agitar manualmente por 30 segundos e deixar 10 minutos em repouso.
10. Repetir a coleta da fase oleosa.

11. Lavar o gargalo do frasco com isopropanol e transferir o enxagiie para o béquer com o material
coletado.

12. Filtrar em papel de filtro riscado e examinar em microscopio estereoscépico.

7.4. Chocolate e cacau - método de flutuacéo

Sujidades leves
Ref. A.O.A.C. n® 965.38 172 ed., 2000.

Reagentes:
- Solucdo aquosa de lauril sulfato de sédio a 2%
- Heptano comercial contendo menos que 8% de tolueno

- Triton X-114 a 2% e a 5% em 4gua
- Solugdo de hipoclorito de sddio: 5ml de NaOC| comercial + 95ml de dgua

Materiais:

- Béquer

- Peneira no 230

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Papel de filtro riscado {(ver item Mat. e Equip)

- Funil de Biichner com tubo de borracha adaptave! 4 haste do funil de Biichner
Equipamentos:

- Balan¢a semi-analitica

=}
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- Placa de aquecimento com agitacdo

- Microscopio estereoscopico
Procedimento:

1. Misturar 50g de cacau ou 100g de chocolate (cortado em fatias) em 500ml de solugio aquosa de
lauril sulfato de s6dio a 2% & temperatura de 55-70°C.

2. Despejar em peneira n® 230.
3. Lavar com dgua a 55-70°C, usando aerador.

4. Remover a gordura inclinando-se a peneira cerca de 20° e jogar dgua através do liquido, que &
coletado ao lado. ‘

5. Quando a gordura e material fino tiverem sido lavados e a espuma desaparecido, transfira o resfduo '
para o frasco-armadilha de 2 litros com dgua.

6. Adicionar cerca de 500m| de agua e ferver durante 10 minutos. Esfriar & temperatura ambiente e
adicionar dgua até o volume de 1 litro.

7. Despejar 50ml de heptano comercial contendo menos que 8% de tolueno, escorrendo pelo bastao
de agitacdo.

8. Colocar o agitador magnético, levantar o bastdo de agitacio acima da superficie do liquido e {
prender com pinga. Agitar durante 5 minutos. -‘ '

9. Apds a agitacdo, encher o frasco com &gua. Deixar em repouso durante 30 minutos, agitando
vagarosamente a camada inferior a cada 5 minutos nos primeiros 20 minutos. ;

10. Remover o heptano.

11. Adicionar mais 35ml de heptano, agitar manualmente durante 1 minuto e deixar em repouso
durante 15 minutos € novamenite retirar o heptano.

12. Filtrar ambas as porgoes retiradas usando funil de Blichner . Retirar o papel e examinar sob microscépio.

Observagao: Se a quantidade de fragmentos no papel de filtro for grande, proceder a técnica do
branqueamento, como descrita a seguir (itens 1 a 6), apds examinar o papel quanto 2 presenca de pélos.

Técnica do Branqueamento

1. Retornar o papel de filtro para o funil de Blichner, em frasco de sucgao. Lavar bem com dgua. (Se o
papel contiver dlcool e glicerol provenientes do exame de pélos, lave-o primeiramente com alcool e
entao com agua). Aplicar vacuo até o papel parecer seco.

2. Desligar o vacuo e fechar o tubo adaptado & haste do funil de Biichner.

3. Adicionar 5-7ml de solugido de NaOC! ao funil (cerca de 3mm) e deixar descansar até que o
branqueamento dos tecidos seja completado (menos de 30 minutos).

Observagdo: Manter o nivel da solugio por todo o periodo e nao deixar que essa solugio saia pela
borda do filtro.

4. Retirar a rolha, tornar a ligar 0 vacuo e deixar 0 tempo necessdrio.
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5. Lavar o papel de filtro com agua.

6. Examinar os fragmentos de insetos e outros materiais sob microscépio.

Torta Prensada |

1. Aquecer a amostra (geralmente pedagos muito duros) 2-3 horas a 60-70°C e quebrar em pedagos de
1cm,

2. Misturar 50g em 500ml de solucido quente de lauril sulfato de sédio a 2% em béquer de 800ml.

3. Agitar com agitador magnético 2 baixa velocidade, durante 2-3 horas, até dispersao completa ou
deixar em maceragdo por uma noite.

4. Agitar vigorosamente e despejar a porgdo em peneira n® 230 e prosseguir 0 método a partir da etapa 3.

Torta Prensada Il

1. Quebrar a amostra em pedacos de 1cm, usando martelo ou material equivalente.
2. Pesar 50g em béquer de 1 litro e adicionar 100ml de 6leoc de amendoim.
3. Colocar o agitador magnético e aquecer com agitagcao suave até 150°C. '

4, Transferir para chapa fria de agitagio e agitar durante 10 minutos 4 velocidade em que nio ocoram respingos.

. 5. Adicionar 500ml de solugéo aquosa de Triton X-114 a 5% e agitar durante 5 minutos.

6. Despejar em peneira de n® 230 e prosseguir o método a partir da etapa 3.

Observacao: Se gotas de éleo forem visiveis ap6s a peneiragem, lavar o material na peneira com
solucao de Triton X-114 a 2% com pisseta. Repita se necessario. Continuar peneirando até que o
Triton seja totalmente removido.

7.5. Café moido

Sujidades pesadas e leves — método de sedimentacgao e de flutuacao
Ref. A.O.A.C. n° 988.16, 172 ed., 2000.

a. Sujidades pesadas, areia e terra

Reagentes:

- Cloroférmio (CHCI,)

- Tetracloreto de carbono (CCl)

Materiais:

~ Béquer de 600ml
- Funil de Blichner

- Pape! de filtro isento de cinzas
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Equipamentos:

- Balanca

- Capela

- Chapa de aquecimento

- Bomba ou trompa de vacuo

Procedimento:

1. Pesar 100g de amostra em um béquer de 600mi, adicionar 350ml de CHCI, e ferver durante 15
minutos agitando ocasionalmente (em capela).

2. Lavar as paredes do béquer com CHCL,. Deixar a mistura esfriar e decantar durante 15 minutos,
agitando ocasionalmente a camada superior.

3. Decantar cuidadosamente o CHCI, e o material flutuante em papel de filtro de15 cm em Buchner,

sem perturbar o residuo pesado do fundo do béquer.

4. Repetir a decantagdo com pequenas quantidades de CHCI, até que praticamente nenhum tecido
vegetal permaneca no fundo do béquer. (A densidade aparente do CHCI pode ser aumentada por

. .

adicao de CCl,, se for necessario flutuar com mais eficiéncia algum tecido vegetal. Nao adicionar
CCl, além de uma parte deste para uma parte de CHCL,).

5. Transferir o residuo do béquer para papel de filtro isento de cinzas e examinar as sujidades sob microscopio.

6. Se o residuo for grande, incinerar o papel de filtro e determinar o peso de areia, terra, etc.

b. Sujidades leves (café moido)
Reagentes:

- Cloroférmio (CHCI)
- Isopropanol p.a
- Oleo mineral

- Solugéo de hipoclorito de sédio (5ml de NaOCI comercial + 95m| de dgua)
Materiais:

- Béqueres de 150ml, 250ml e 400m!

- Papel de filtro de 24cm

- Pinga

- Funil de Biichner

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Barra magnética

- Papel de filtro riscado (ver item Mat. e Equip )

- Tubo de borracha adaptavel 3 haste do funil de Biichner
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Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Banho de vapor (banho-maria)

- Chapa de aquecimento com agitagio
- Estufa comum ou a vacuo

i Procedimento:

1. Fazer copos de papel de filtro com o papel de 24cm e os béqueres de 150 e 250ml. Pesar 25g de
; amostra neste Copo.

. 2. Adicionar 100ml de CHCI,, colocando a maioria do liquido por fora do copo de papel, no béquer
de 250ml. Pressionar o copo para baixo no CHCI, e colocar em banho de vapor.

3. Ferver durante 5 minutos evitando excessiva perda de CHCI.. Levantar o papel, prender com uma
pinga e deixar gotejar.

4. Descartar o solvente e repetir a extragao com 2 porgdes de 100ml| de CHCL..

5. Colocar o papel em um funil de Hirsch e aspirar até uma secagem aparente. Completar secagem em:

capela por uma noite, ou;

estufa por uma hora a 80°C, ou;

estufa a vacuo a 80°C por 30 minutos com vacuo maior do que 5 polegadas (13cm).
6. Lavar a amostra com um total de 400ml de dgua, em um frasco-armadilha de 2 litros.

7. Ferver cuidadosamente durante 15 minutos, remover da chapa de aquecimento e deixar ao lado.

Diluir para 600ml com 4gua, colocar agitacao magnética, adicionar 400ml de isopropanol nao diluido
e aquecer até ponto de ebuligdo fervendo durante 2-3 minutos.

8. Adicionar 40ml de 6éleo mineral e aquecer até fervura vigorosa. Transferir para resfriamento com
agitagdo magnética e continuar com a agitagao por mais 5 minutos.

9. Vagarosamente encher o frasco com isopropanol a 40% deixando o liquido fluir pelo bastao de
agitacdo enquanto a rolha é mantida acima do conteddo.

10. Agitar com movimentos circulares para ressuspender os sélidos e remover o sobrenadante apds 2
minutos.

11. Filtrar em papel de filtro riscado.
12. Adicionar 30m!} de 6leo mineral, agitar manualmente durante 30 segundos.
13. Ap6s 5 minutos de repouso coletar a fase oleosa e filtrar em outro papel de filtro riscado.

14. Examinar ambos 0s papéis microscopicamente.

Observagdo: Se houver muitos residuos, examinar quanto a presenca de pélos de roedores e, a seguir,
proceder ao brangueamento para realizar o exame de fragmentos e outros materiais estranhos, como
descrito no método 7.4, em Técnica do brangqueamento.
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c. Sujidades leves (outros substitutos de café exceto chicéria)
Reagente:

- Heptano comercial contendo menos que 8% de tolueno.
Materiais:

- Papel de filtro
- Frasco-armadilha de 2 litros

- Funil de Blichner

Equipamentos:
- Estufa comum
- Placa de aquecimento

- Microscépio estereoscépico

Procedimento:

1. Secar o material decantado em papel de filtro durante 1 noite ou durante 1 hora em estufa a 80°C.
2. Transferir o material seco para frasco-armadilha de 2 litros e adicionar 400m! de 4gua aquecida.

3. Ferver durante 15 minutos e, se necessario, adicionar intermitentemente pequenas quantidades de
dgua fria para evitar formacdo de espuma.

4, Resfriar a menos de 20°C.
5. Extrair 2 vezes, usando 35 e 25ml de heptano, respectivamente.

6. Na primeira extragao, apds misturar o heptano, deixarem repouso durante 5 minutos antes de encher o frasco.

7. Filtrar e examinar sob microscépio.

d. Sujidades leves {chicéria moida)
Reagentes:

- Lauril sulfato de sédio ;
- Bicarbonato de sédio (NaHCO,) f
- Isopropano! p.a

- Isopropanol a 40% em édgua
- Oleo mineral

Materiais:

- Béquer de 1 litro
- Peneira n® 230

- Frasco-armadilha de 2 Tlitros
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- Barra magnética

- Papel! de filtro riscado (ver item. Mat. e Equip )

Equipamentos:

. - Banho de vapor (banho-maria)
i. - Placa de aquecimento
- Microscopio estereoscédpico

Procedimento:

1. Adicionar 50g de amostra em um béquer de 1 litro contendo 5g de lauril sulfato de sédio, 10g de
NaHCO, e 500ml de agua.

2. Agitar e colocar em banho de vapor.

3. Aquecer 20 minutos, agitando 2 vezes a intervalos de 5 minutos e lavar os lados com um pouco de
dgua apds cada agitacao.

4. Transferir para peneira n® 230 e lavar até que a espuma termine.

5. Enxaguar o material retido na peneira com cerca de 100ml de isopropanol a 40%.

6. Transferir para um frasco-armadilha de 2 litros com isopropanol a 40%.

7. Diluir a 800-900m| com isopropanol a 40% e ferver durante 4 minutos com agitacdo moderada.
8. Adicionar 50ml de éleo mineral e aquecer até a ebulicao iniciar novamente.

9. Resfriar com agitacdo magnética e agitar por 5 minutos.

: 10. Encher o frasco-armadilha com isopropanol a 40%, fazendo-o escorrer pela haste enguanto a rolha
fica acima do contetGdo e agitar imediatamente para suspender novamente os sedimentos.

11. Agitar imais 2 vezes a intervalos de 3 minutos.

12, Suspender a rolha, lavar com alguns ml de isopropanol a 40% e prender a rolha cerca de 75mm
abaixo da interface. Deixar em repouso durante 4 minutos.

13. Extrair, lavar o gargalo do frasco e filtrar em papel riscado.

14, Adicionar 25-30ml de 6leo mineral, agitar manualmente durante 45 segundos a velocidade moderada
e adicionar 15-20m! de agua.

15. Deixar em repouso durante 20 minutos, extrair, enxaguar o gargalo do frasco com isopropanol ndo
diluido e filtrar em outro papel de filtro riscado.

16. Examinar os papéis sob aumento de 20-30X.

7.6. Produtos de laticinios

A. Sujidades - métodos de filtragio
Ref. A.O.A.C. n° 960.49, 172 ed., 2000

Usar os seguintes métodos independentemente ou em varias combinagdes. Pesar 225g exceto
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em 960.49 F (caseina), em recipiente adequado e usar papel de filtro S&S n° 8 riscado. Cortar os
queijos duros em pedacos pequenos.

a. Leite evaporado, leite condensado, creme doce, leite em pé
Reagentes:

- Solugao aquosa de oxalato de sédio (Na,C,0,) a 3%

- Solugao aquosa de carbonato de sédio (Nazcos)' a2%

Materiais:

- Béquer de 2-2,5 litros
- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Bomba vécuo

- Microscépio estereoscopico

Procedimento;

1. Reconstituir 225g dos produtos desidratados ou concentrados em béquer.

2. Diluir os produtos reconstituidos com igual volume de dgua aquecida, solucio aquecida de (Na,C,0,)
a 3% ou solucao de Na,CO, a 2%.

3. Filtrar com succao.

4. Dyrante a filtragao, lavar o filtro continuamente com dgua prox:ma da ebuligéo para evitar acdmulo
de uma camada de particulas que obstruem o filtro.

5. Examinar o papel sob microscépio.

b. Manteiga
Materiais:

- Béquer de 1 litro
- Papel de filtro riscado {ver item 4 Mat. e Equip )

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Banho-maria ou estufa a 80°C
- Bomba ou trompa de vacuo

- Microscopio estereoscopico
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Procedimento:

1. Pesar 225g da amostra em béquer de 1 litro.
2. Colocar o béguer em banho-maria ou estufa com temperatura préxima de 80°C.

3. Quando a gordura separar, filtrar diretamente em papel de filtro riscado, com sucgo, retendo a
maior parte do coalho e da dgua no béquer.

4. Apos filtrar a gordura, filtrar o material restante.

, 5. Para facilitar a filtracdo do coalho, lavar o filtro com dgua préxima ao ponto de ebuligéo durante o
processo.

i 6. Examinar o papel sob microscépio.
Para manteiga que n3o permite filtragdo por esse processo, usar o método 260.49C .

¢. Queijo macio ou cremoso, creme acido, leite em pé desnatado e integral

Reagentes:

- Solugao de acido fosforico: 1440 (H,PO,: 1+40)
- Hidréxido de sédio 1-5% em agua
- Alcool comercial 95%

Materiais:

- Béqueres de 1,5 e 2 litros
- Papel de filtro riscado (ver item 4 Mat. e Equip)

Equipaméntos:

- Barra magnética de agitagdo a quente(ver item 4. Mat. e Equip.)
- Agitador de manteiga (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Bomba ou trompa a vacuo

- Microscépio estereoscopico

—_——— e

Procedimento:

1. Cortar 225g de queijo em cubos de 6mm (ou pesar 225g para as outras amostras).
2. Adicionar 800-1000ml de H,PO, (1 +40) fervente em béquer de 1,5-2 litros.

3. Agitar continuamente em agitador de manteiga, a baixa velocidade, ou em placa de agitacio a
quente, com bastao de agitagao de cerca de 75x12mm, até dispersar a amostra {em geral mais de 20
minutos).

4. Filtrar sem deixar a mistura acumular no pape! de filtro, lavando continuamente o papel com agua
proxima da ebulicao, para prevenir entupimento.
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5. Se afiltragdo estiver dificil, adicionar dgua, alcali diluido (1-5%), H,PO, (1+40) ou &lcoo! aquecido,

até limpar o filtro.

6. Recomecar a adicao da suspensao da amostra e de agua.

7. Examinar o papel sob microscépio.

d. Queijos duros, nata dura, queijos de |eite semidesnatado (Romano, Ricota, Feta, Pecorino, Sardo,
Queijo de leite de cabra, Sbrinz, Goya, Queijo de soro de leite, etc.)

Observagdo: Este método nao se aplica a queijo contendo ervas, especiarias ou fungos na sua composicio.

Reagentes:

- Solugao aquosa de etileno diamino tetracetato tetrassédico (Na,EDTA a 20%)

- Hidréxido de aménia (NH,OH)
- Acido cloridrico: 1+ 2 (HCI: 1+2)
- Alcool comercial 95%

- Solugao de pancreatina a 10% em &4gua

Materiais:

- Almofariz

- Béquer 4 litros

- Parafilme M

- Pergaminho vegetal PATAPAR

- Peneira n° 60 (malha da peneira 5cm g)

- Papel'de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Placa de aquecimento

- Agitador de manteiga (ver item 4. Mat. Equip.)
- Potencidmetro

- Microscépio estereoscépico

Procedimento:

1. Preparar 0 queijo para amostragem cortando e descartando camadas finas para remover toda a parte

velha, capa de parafina e mofo da amostra.

2. Cortar e triturar 225g do queijo preparado em béquer de 4 litros.
3. Adicionar cerca de 700ml de 4gua filtrada a cerca de 55°C.
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4. Colocar o béquer sobre a chapa quente e agitar com o agitador de manteiga durante 15 minutos,
mantendo a mistura a 55°C.

5. Adicionar 100ml de solugao aquosa de Na,EDTA a 20%.
6. Agitar e ajustar a mistura para pH 8 com NH,OH ou HCI diluido (1 +2).

7. Lavar os lados do béquer para retirar as particulas de queijo aderidas, com dgua a cerca de 60°C.

8. Manter o pH 8 por adigdo de NH,OH e continuar a adigao de agua a 60°C para diluir a mistura para
cerca de 3 litros. '

9, Se formar espuma, tampar com papel de pergaminho vegetal Gmido, anteriormente denominado
PATAPAR, de 27 Ib., ou parafilme M, deixando uma abertura no topo do béquer para acomodar as
taminas do agitador.

10. Continuar a ‘agitagéo até o queijo tornar-se bem disperso.
11. Resfriar a dispersao até 40°C e ajustar para pH 8 com NH,OH ou HC} (1+2).-

12. Adicionar 300ml de solucdo de pancreatina 10% (para ricota usar 600ml)(ver item 5(1)).

13. Deixar a mistura dissolver a temperatura inferior a 40°C, com agitacao continua durante cerca de
1,5h, mantendo o pH 8 por adigao de NH,OH.

1 14. Apos a diluigo, colocar o béquer em chapa de aquecimento e aquecer a 65-68°C com agitagio mecanica.

15. AjustaropH a 6,0 + 0,2, com HCI (1 + 2). Ajustar cuidadosamente a lamina do agitador préxima
-a0 fundo do béquer, para que nenhuma particula de queijo fique sedimentada.

1
i 16. Continuar a agitagao durante 15 minutos ou até o queijo parecer completamente solubilizado.
| 17. Lavar o interior do béguer e as laminas do agitador com dgua a aproximadamente 65°C.

|

| 18. Filtrar em papel de filtro riscado usando dgua a 65°C e a seguir enxaguar o béguer com alcool.

; 19. Se a filtracdo se tornar lenta (por exemplo: para creme de queijo}, deixar o filtro drenar, lavar com
i dlcool e usar um papel adicional.

._ 20. A mistura filtrard mais facilmente se for colocada malha da peneira n°60 (cerca de 5cm de 6)
;. embaixo do papel de filtro, deixando que pequena quantidade da mistura drene por sucgio antes de
I prosseguir a filtragao.

21. Examinar o papel de filtro sob microscépio.

e. Queijos contendo fungos e condimentos
Reagentes:

- Solugao de écido fosférico: 1+49 (H,PO,: 1+49)
1
'5 - Heptano comercial contendo menos que 8% de tolueno

- Alcool a 60% em dgua

Materiais:

- Peneira n°® 140

—
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- Béquer de 2 litros
- Frasco-armadilha de 1 litro

- Funil de Bichner

- Papel de filtro riscado {ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Bomba ou trompa de vacuo

- Microscépio estereoscopico

Procedimento:

1. Dispersar 0 queijo como no método n° 960.49 C ou 960.49D (item 1 ao 10).

2. Passar em peneira n®140, lavando vigorosamente com jatos forcados de dgua aquecida (70°C).

3. Transferir o material retido na peneira para béquer de 2 litros.

4, Adicionar 200ml de H,PO, (1 + 49) e aquecer até que o residuo granuloso (compacto) se dissolva.
5. Passar novamente em peneira n°140 e lavar bem com fluxo forte de dgua quente.

6. Transferir o0 material retido na peneira com cerca de 200ml de dlcool a 60%, para frasco-armadilha
de 1 litro e esfriar,

7. Extrair, usando heptano e dgua.
8. Filtrar em funil de Biichner sob vécuo.

9. Examinar sob microscépio.

f. Casaina
Reagente:
- Solugao de etileno diamino tetracetato tetrassédico - (Na, EDTA a 20%)
Materiais:

- Béquer de 1 litro
- Peneira n°230
- Funil de Biichner

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanca semi-analitica

- Microscopio estereoscépico
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: procedimento:

1. Pesar 50g de amostra em béquer de 1 litro.

2. Misturar vagarosamente 170ml de solugdo de Na,EDTA a 20% até que a amostra esteja bem
homogeneizada.

3. Com agitacdo constante, completar © volume para 1 litro com 4gua aquecida (55-70°C).
4. Colocar em peneira de n°230 e lavar com forte jato de dgua aquecida até remover a espuma.

5. Lavar 0 que restou na peneira recolhendo em béquer.

6. Filtrar em funil de Biichner com papel de filtro riscado.

7. Examinar o papel sob microscépio.

B. Sujidades leves em queijos - método de peneiragem alternativo
Ref. A.O.A.C.n° 994.05, 172 ed., 2000.

i Aplicavel a queijos duros, semiduros, semimacios, macios e processados, contendo ao menos
= um dos seguintes componentes: soro, gomas de plantas ou emulsificantes (ex.: fosfato de sodio, citrato
de sédio).

N&o aplicave! a queijos com pelicula aveludada (ex. brie), queijos defumados e queijos contendo
tecidos de plantas, ervas e condimentos.

Reagentes:

- Emulsificantes: Igepal CO-730 e Igepal DM -710, ou equivalente
- Agente umectante: Sulfato de sédio tetradecil (Tergitol Anidnico 4, Sigma Chemical Co, ou equivalente)
- Solucaodetergente: lauril sulfato de sédio

Materiais:

- Béquer de 400m! e 2 litros
- Peneira n° 230

- Funil de Bichner

- Papel de filtro de rapida filtragao (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Vidro de relégio

Equipamentos:

- Funil de Blichner
- Microscopio estereoscopico
- Placa de agitacdo e aquecimento (ver item 4. Mat. e Equip.)

- Bomba ou trompa a vacuo
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Procedimento:

1. Remover toda a cera, etiquetas, fungos, etc. da superficie do queijo.
2. Colocar 225g da amostra em béquer de 2L, procedendo como segue:
- Cortar o queijo em cubos de 13mm.

— Cortar em pedacos de cerca de 5mm produtos que endureceram, produtos feitos de soro e produtos
processados contendo um ou mais dos seguintes ingredientes: soro, gomas de plantas, ou em ulsificantes
(ex: fosfato de sédio, citrato de sédio).

- Ralar produto usualmente ralado para uso (ex: Parmesao, Romano)

3. Usar colher de sopa para amostra ralada ou pulverizada.

4. Adicionar 1L de dgua aquecida (> 50°C} e 60 ml HCI (37%) ao béquer com a amostra.

5. Adicionar 5ml de Igepal CO-730, e 10ml Igepal DM-710.

6. Cobrir o béquer com vidro de relégio e levar a mistura & ebuli¢io, com uso de agitagdo magnética.

7. Remover o vidro de rel6gio e ferver a mistura durante 30min com agitagao magnética, de modo que
o topo do bastac de agitacio seja visivel ao fundo do redemoinho.

8. Peneirar em dgua em porgdes adequadas (ver técnicas especiais - item a) em peneira n® 230 de malha
plana (ver item 4, Mat e Equip.) ), com jato forte de dgua aquecida, até que a espuma seja minima ou ausente.

9. Adicionar cerca de 10mi de Tergitol Anidnico 4 e gentilmente peneirar em dgua até que a espuma desaparega.

10. Colocar a peneira (submersa o suficiente para cobrir o residuo) em um recipiente com lauril
sulfato de sédio, mantido a 65-75°C ( usar placa de aquecimento para aquecer a solugao).

11. Gentilmente agitar o residuo para dispersar e entdo deixar o recipiente nesta solucao por 10min.

12. Lavar os lados da peneira cuidadosamente com 4gua aquecida e entao peneirar gentilmente o
residuo em agua (ver técnicas especiais - item a.) com agua aquecida.

-
13. Repetir as lavagens com tergitol/ lauril sulfato de sédio, até que o residuo seja reduzido a quantidades
filtraveis. Nao exceder a 4 lavagens.

14. Transferir o residuo com dgua para béquer de 400ml.

15. Filtrar o contetido do béquer com sucgao através de papel de filtro com répida filtragéo (ver item
4. Mat e Equip.), em funil de Biichner.

16. Lavar o béquer com dgua e filtrar as dguas de lavagens.

17. Examinar sob microscépio estereoscodpico em aumento de cerca 30X,
7.7. Nozes (noz, castanha, aveld, caju, etc.) e produtos derivados (exceto pecd)
Ref. A.O.A.C.n°968.33, 172 ed., 2000.

A. Sujidades pesadas por sedimentagao
Reagentes:

- Eter de petroleo
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- Cloroférmio p.a (CHC,)
- Tetracloreto de Carbono (CCl,)
Materiais:

- Papel de filtro sem cinzas
- Béquer de 600m!
- Cadinho

Equipamentos:

- Balancga analitica
- Balanga semi-analitica
- Mufla

Procedimento:

1. Pesar 100g da amostra em béquer de 600ml.

Microscopia em Alimentos

2. Adicionar cerca de 350ml de éter de petréleo e ferver por 30min, adicionando éter de petréleo para

manter o volume original.

3. Decantar o solvente, tomando o cuidado para nao perder nenhum tecido grande de noz e descartar.

4. Adicionar cerca de 300ml CHCI, ao béquer e deixar descansar por 10-15min.

5. Retirar as nozes que flutuam e cerca de 2/3 do CHCI, e descartar.

6. Repetir a separacio com volumes menores da mistura CHCl, e CCl, (1+1), até que o residuo no

béquer seja relativamente livre de particulas de nozes.

7. Transferir o residuo do béquer para papel de filtro sem ¢inzas e examinar para sujidades pesadas.

8. Se quantidade apreciével de areia e solo estiver presente, queimar o papel em cadinho tarado,

muflar & cerca de 500°C e pesar.

B. Sujidades leves por flutuagdo
Reagentes:

- Cloroférmio p.a (CHCI,)

- Acido cloridrico fumegante p.a (HCI)

- Oleo mineral

- Solugao alcodlica de cloreto de célcio (CaCl,) a 60%

. - lsopropanol p.a

Materiais:

- Béquer de 1 litro
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- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Tecido de seda

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Espdtula

- Barra magnética

- Funil de Biichner

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Placa de aquecimento com agitacio
- Bomba a vacuo

- Capela

- Microscopio estereoscopico
Procedimento:
Preparo da solugao dlcool 60% - CaCl,

Para cada 3 litros de 4lcool a 60% (quantidade para uma analise), adicionar 200g de CaCl,
anidro. Agitar até dissolver o sal. A turbidez causada por tragos de CaCl, desaparecera durante a
analise quando a solugao estiver acidificada.

1. Pesar 100g da parte comestivel do fruto em béquer de 1,5 litro, Adicionar 600ml de CHCI, e ferver
durante 15 minutos (em capela).

2. Preparar o papel de filtro com diametro maior ou igual a 24cm para ser usado em funil de Biichner
de 100mm de q. Para tal, umedecer com 4gua e formatar o papel em volta da base de béquer de 1 litro.

3. Colocar um disco de tecido de 7cm de digmetro (0 tamanho da abertura ndo & muito importante) em funil
de Buchner, colocar o filtro de papel, aplicar vacuo e pressionar o papel umido até obter uma boa vedacio.

4. Lavar o papel de filtro com isopropanol.

5. Transferir quantitativamente as nozes e o CHCI, para o papel previamente preparado. Manter a
sucgao durante 5 minutos apés cessado o gotejamento.

6. Desligar o véacuo, adicionar isopropanol até cobrir os frutos, deixar em repouso por alguns minutos
e religar o vacuo até o gotejamento cessar.

7. Repetir 0 processo de lavagem com isopropanol e deixar o vacuo atuar durante 5 minutos ap6s o
fim do gotejamento.

8. Transferir quantitativamente o material do papel de filtro para um frasco-armadilha de 2 litros,
raspando todas as particulas do papel de filtro com espétula e entao lavar bem o papel com a solugao
dlcool 60% CaCl,

9. Completar o volume para 1 litro com a solucao anterior e adicionar 50m| de HCL.

10. Agitar moderadamente com barra magnética sob forte fervura.
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Microscopia em Alimentos

11. Transferir imediatamente o frasco para chapa fria com agitagao e adicionar 40ml de 6leo mineral,
fazendo-o escorrer pela haste.

12. Agitar magneticamente durante 2 minutos.

13. Encher com solucdo alcool 60%-CaCl, e agitar cuidadosamente durante 5-10 segundos, com o
bastao de agitagdo.

14. Deixar em repouso durante 2 minutos e proceder a extragao.

15. Adicionar 25ml de 6leo mineral, agitar manualmente com cuidado durante 30 segundos e deixar
em repouso durante 10 minutos.

16. Repetir a extracdo.

17. Lavar o gargalo do frasco cuidadosamente com isopropanol e transferir as dguas de lavagem para
o béquer com o material extraido.

18. Filtrar em papel riscado e examinar sob microscépio.

7.8. Peca
Ref. A.O.A.C. n° 968.34,.172 ed., 2000.

A. Sujidades leves
Reagentes:

- Cloroférmio p.a. (CHCI,)

- Acido cloridrico (HCl) fumegante p.a
- Isopropanol p.a

- Oleo mineral

- Solugéo'alcooi 60%-cloreto de célcio (CaCl,)
Materiais:

- Béquer 1-1,5 litros

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Tecido de seda

- Frasco-armadilha 2 litros

- Barra magnética

- Funil de Bilichner

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento com agitagdo magnética

- Bomba a vécuo
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- Capela

- Microscépio estereoscodpico
Procedimento: '

1. Usando papel de filtro de 32cm de didmetro, dar forma ao copo de pape!, com o auxilio de béquer
de 1-1,5 litro.

2. Pesar 100g da amostra no copo preparado e colocar em béquer de 1,5 litro.‘ ]
3. Adicionar 400ml de CHCI, e ferver durante 5 minutos, em capela.

4. Ap6s resfriar por alguns minutos, suspender o papel e drenar o liquido.

5. Ferver novamente por mais 5min e drenar com duas porgdes adicionais de 400ml de CHCI,.
6. Proceder como no item 3 do Método 7.5-B

B. Peca (em pedagos)
Gorgulho (larva)

Reagente: i
- Isopropanol p.a

Materiais:

- Béquer de 1,5 litro
- Barra magnética
- Bastdo de vidro

- Peneira n°12

S e A P

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

e g —r

- Placa com agitacdo magnética
Procedimento:

1. Pesar 115g de amostra em béquer de 1,5 litro e agitar com barra magnética.
2. Adicionar 300ml de isopropanol ndo diluido e agitar magneticamente durante 5-10 segundos.

3. Adicionar d4gua (200m! se os pedagos forem todos pequenos e 300m! para maiores ou heterogéneos)
e agitar durante 5-10 segundos com agitador magnético.,

4. Apds poucos segundos, agitar cuidadosamente as améndoas sedimentadas com um bastao de vidro  ©
para liberar algum gorgulho preso.

5. Remover todo o material flutuante e examinar quanto a presenca de larvas.

6. Recuperar a solugao de flutuacao passando-a através de peneira n°12 e usa-la somente para mais uma anélise.
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7.9. Coco picado

Sujidades leves - método de flutuacdo
Ref. A.O.A.C. n® 978.19, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Heptano comercial contendo menos que 8% de tolueno
- Oleo mineral
- Isopropanol a 40% em agua

- Solugao detergente: Dissolver separadamente 20g de lauril sulfato de sédio e 10g de tetraborato de
sodio (Na,B,0,.10H,0) em 4gua, combinar e diluir para 1 litro.

Materiais:

- Béquer 1,5-2 litros
- Peneira n°230

- Funil de haste larga
- Frasco-armaditha de 2 litros

- Colher comum

- Papel de filtro riscado

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Banho de vapor

- Placa de aquecimento com agitagao magnética
- Chapa de agitagao a frio

- Microscépio estereoscopico

Procedimento:

1. Pesar 100g de amostra em béquer de 1,5 litro ou 2 litros e adicionar 1 litro de solucdo detergente.
2. Aquecer durante 10 minutos em banho de vapor, agitando imediatamente e apés cerca de 5 minutos.

3. Despejar a amostra em peneira n° 230 lavando o béquer com dgua aquecida para retirar todo o
material e adicione o enxagiie & peneira.

4. Lavar a peneira com jato forte de dgua quente até desaparecer toda a espuma e, entio, lavar bem
com isopropanol a 40% e deixar drenar.

5. Colocar um funil de haste larga em um frasco-armadilha de 2 litros e transferir a amostra para o
frasco com o auxilio de uma colher.

6. Lavar o material que resta na peneira com 4gua aerada e transferir quantitativamente para frasco-
armadilha com isopropanol a 40%.
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7. Diluir para 1 litro com isopropanol a 40% e agitar com magneto em chapa quente.
8. Adicionar 40ml (8:15) de 6leo mineral e agitar vigorosamente durante 1 minuto.

9. Com velocidade de agitagao baixa, adicionar 50ml de HCi e aquecer até fervura vigorosa Cuidado: a
solugiio pode espumar violentamente quando atingir o ponto de ebulicéo, resultando em grande aquecimento.

10. Colocar o frasco na chapa de agitagéo a frio agitando durante 3 minutos. Deixar em repouso
durante 2 minutos e, entao, vagarosamente encher o frasco com isopropanol a 40%, deixando-o
escorrer pelo bastao, para trazer a interface do 6leo 1cm acima do nivel que atinge a rolha, quando
posicionada para extracio.

11. Trazer a interfase de 6leo para 1cm acima do nivel que atinge a rolha quanda posicionada para a extragio.
12. Levar a rolha para o meio do frasco, prender a haste e deixar em repouso durante 2 minutos.

13. Proceder a extragéo transferindo o extrato para o béquer, lavando em seguida o gargalo do frasco
com isopropanol a 40%.

14. Adicionar 25ml de 6leo mineral e heptano (85 + 15) e agitar manualmente vigorosamente por um minuto.
15. Ajustar o nivel do éleo como no item 10 e deixar em repouso durante 10 minutos.

16. Extréir para um outro béquer lavando bem o gargalo do frasco com isopropanol.

17. Filtrar as 2 extragbes em papéis de filtro separados e identificados, lavando os béqueres com isopropanol.

18. Examinar sob microscépio em aumento de 30X.

7.10. Pasta de amendoim

Sujidades leves - método de flutuacdo e sedimentagido
Ref. A.O.A.C. n° 968.35, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Acido cloridrico fumegante p.a (HCI)

- Oleo mineral

- Alcool a 55% ou isopropanol a 40% em agua

- Solugao detergente: Dissolver separadamente 20g de lauril sulfato de sodio e 10g de tetraborato de
s6dio (Na B,0,.10H,QO) em agua, combinar e diluir para 1 litro.

Materiais:

- Béquer de 1,5 litro

- Peneira n® 230

- Aerador de agua

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.}
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Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Banho de vapor

- Placa de aquecimento com agitagio
- Chapa de agitacao a frio

- Microscépio estereoscopico

Procedimento:

1. Pesar 100g de amostra em béquer de 1,5 litro e aquecer em banho de vapor até a pasta amolecer.
2. Adicionar 1 litro de soluggo detergente quente filtrada, agitar bem e aquecer 10 minutos em banho de vapor.
3. Agitar bem, colocar em porgdes na peneira n® 230 e lavar com forte corrente de dgua aerada (55-70°C).

4. Quando a espuma terminar, transferir o material da peneira para um frasco-armadilha de 2 litros
com dlcool a 55% ou isopropanocl a 40% e completar o volume para 1 litro.

5. Adicionar 50m! de HCl e ferver durante 10 minutos, usando chapa de aquecimento com agitagdo
magnética em baixa velocidade.

6. Colocar o frasco na chapa de agitacio a frio e imediatamente adicionar 40m! de 6leo mineral
fazendo-o escorrer pela haste do bastao de agitagdo e agitar magneticamente durante 2 minutos.

7. Encher com dlcool desaerado a 55% ou isopropanol a 40% e agitar com cuidado durante 5-10
segundos, com a rolha da haste.

8. Deixar em repouso durante 5 minutos e extrair a camada oleosa.

9. Adicionar 25ml| de 6leo mineral, agitar devagar manualmente durante 30 segundos e deixar em
repouso durante 5 minutos.

10. Repetir a extracéo e lavar o gargalo do frasco cuidadosamente com isopropanol.

11. Filtrar em papel de filtro riscado e examinar sob microscépio.

7.11. Graos e sementes

Sujidades leves externas - método de flutuacao
Ref. A.O.A.C. n°® 950.86, 172 ed., 2000.

Reagentes:

.- Alcool 40% em 4gua
- Heptano comercial contendo menos que 8% de tolueno

Materiais:

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Funil de Biichner
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- Proveta

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aguecimento com agitagao magnética

- Microscépio estereoscopico
Procedimento:

1. Transferir 225g de amostra para frasco-armadilha de 2 litros.
2. Adicionar 600ml de alcool a 40% e ferver lentamente 5 minutos com agitagio fregiiente.
3. Resfriar a amostra 4 temperatura ambiente e proceder & extragdo usando heptano e alcool a 40%.

4. Filtrar e examinar sob microscépio.

a. Trigo - Infestagdo interna

Sujidades leves - método da quebra e flutuagdo
Ref-A.O.A.C. n° 982.31, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Solugdo de Tween-80 isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)

- Solugao de etileno diamino tetracetato tetrassédico (Na EDTA)-isopropanol a 40%(ver item 5. Reagentes)
- Isopropanol a 40% em &gua (se usar 6leo de ricino mudar a dilui¢ao para isopropanol 30% em dgua)
- OLeo mjneral (6leo de ricino)

- Acido cloridrico fumegante p.a (MCI)

Materiais:

- Homogeneizador “Jones” ou similar (Figura 7)
- Peneiran® 12

- Béquer de 2 litros

- Barra magnética

- Peneira n° 100

- Aerador de dgua

- Papel indicador

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Proveta

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
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FIGURA 7. Homogeneizador “Jones”
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Equipamentos:

- Balanca semi-analitica
- Placa de aquecimento com agitagéo

- Microscépio estereoscopico
Procedimento:

1. Misturar os grdos passando-os 6 vezes através do homogeneizador de Jones, recombinando-os
separados antes de cada passada.

2. Separar uma por¢ao um pouco maior do que 50g e pesar 508.

3. Transferir a amostra pesada em pequenas porcdes de cada vez para peneira n°12 (didmetro de 5" a 8")
e com a ajuda de um pincel de cerdas duras force para que o madximo de insetos presentes passe
através da peneira.

4. Triturar a amostra em moinhos de facas, calibrados para 0,061 polegadas. Secar os graos imidos e

parcialmente Gmidos em estufa de circulagao forgada, durante 1 hora, a 70-80°C ou durante duas
horas em estufa sem circulagao de ar.

5. Transferir os graos quebrados e secos, incluindo o residuo do moinho para béquer de 2 litros,
contendo barra de agitagio magnética e mistura de 600m! de 4gua e 50ml de HCI.

6. Ferver durante 15 minutos com agitagao lenta.
7. Transferira amostra para peneira n° 100 com o auxilio de corrente branda de dgua aquecida {cerca de 70°C).

8. Lavar a amostra retida na peneira com jatos brandos de dgua aquecida (55-70°C), até que nao
apresente mais acidez {teste com fita de papel indicador).

9. Adicionar barra de agitacao magnética no frasco-armadilha de 2 litros e transferir o residuo da
peneira para o frasco com isopropanol 40%.
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10. Adicionar isopropanol 40% até completar o volume de 800ml.

11. Prender o bastao de agitagao de modo que a rolha fique acima do nivel do liquido (manter o frasco
nesta posi¢ao por uma noite).

12. Ferver com agitagdo magnética suave durante 7 minutos e 10s. Retirar o frasco da chapa de
aquecimento e lavar as paredes do frasco com pequena quantidade de isopropanol 40%.

13. Adicionar imediatamente 100ml de mistura (1+ 1) de solugio de Tween-80-isopropanol 40% e
solucdo de Na,EDTA-isopropanol 40%, deixando fluir lentamente pelo bastao de agitagdo.

14. Agitar manualmente durante 1 minuto e deixar em repouso durante 3 minutos.

15. Adicionar 50ml| de 6leo mineral, deixando-o fluir pelo bastio de agitagao, e agitar 5 minutos, com
agitagdo magnética sem aquecimento.

16. Deixar em repouso durante 3 minutos.

17. Encher o frasco com isopropanol 40%, adicionando-o lentamente pelo bastio de agitacdo, para
evitar mistura ou agitacio do contetido do frasco.

18. Deixar em repouso durante 20 minutos.

19. Coletar a camada oleosa em béquer de 250ml, lavando as paredes do gargalo do frasco com
isopropanol 40%.

20. Adicionar 35m! de 6leo mineral no frasco-armadilha e agitar manualmente durante 1 minuto.

21. Prender o bastdo de agitacao de maneira que a rolha fique a meia altura do frasco. Deixar em
repouso durante 5 minutos. ‘

22. Girar o bastao para soltar o material assentado na rolha e completar o volume até o gargalo com
isopropanol 40%.

23. Deixar em repouso durante 15 minutos.

24. Coletar a camada oleosa, lavar as paredes do gargalo do frasco com isopropanol 40% e juntar ao
béquer juntamente com as outras porgdes coletadas.

25. Filtrar as porgdes coletadas em papel de filtro riscado, lavando bem o béquer com isopropanol.

26. Examinar o papet de filtro em aumento de 15X, contando somente insetos inteiros, cabecas de
insetos, pele de castas e capsulas de cabecas.

b. Farinha de trigo

Sujidades leves - método de flutuacao
Ref. A.O.A.C.n°972.32, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Solugao de 4cido cloridrico: 3+97 (HCl: 3+97)

- Oleo minera! (ver item 5. Reagentes)
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- Alcool
- Lauril sulfato de sédio 5% em H,O

Materiais:

- Béqueres de 1 litro e de 2 litros

- Percolador

- Bastdo de vidro

- Papel de filtro (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Autoclave

- Barra magnética

- Bastao de agitacao

- Placa de aguecimento com agitagao magnética
- Microscépio estereoscépico

Procedimento:

1. Colocar 50g de farinha para digerir em béquer de 2 litros com cerca de 600m| de HCI (3+97) em
autoclave a 121°C durante 5 minutos.

2. Transferir imediatamente o digerido para béquer de 1 litro, usando HCI (3+97) a temperatura
ambiente para ajudar na transferéncia.

3. Adicionar 50ml de 6leo mineral e agitar magneticamente durante 5 minutos.
4.Colocar HCl 3% no percolador (5¢cm).
5. Transferir o material do béquer para percolador e reter o béquer (Figura 8).

6. Deixar em repouso durante 30 minutos agitando com bastao de vidro, cuidadosamente durante os
primeiros 10 minutos.

7. Drenar a camada inferior até cerca de 3cm da interface, lavar os lados do percolador com agua
morna e deixar as camadas separarem por cerca de 2-3 minutos.

8. Repetir a drenagem e o enxagiie com dgua até que a camada inferior se torne limpida.

9. Apés a lavagem final, drenar a camada de 6leo para o béquer que ficou retido, enxaguando as
paredes do percolador com dgua e alcool,

10. Se tiver muito residuo adicionar cerca de 3% {(v/v} de HCI e ferver durante 3-4 minutos em
placa quente. ‘

11. Filtrar a solucio quente através de papel de filtro riscado, lavar cuidadosamente o béquer e o funil
com dgua, &lcool e solucio detergente (lauril sulfato de sédio) a 5%.

12. Filtrar cada material de lavagem separadamente através do mesmo papel de filtro e examinar sob microscopto.
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c. Farinha de Trigo Integral

Sujidades leves - método de flutuacao
Ref. A.O.A.C. n®993.26, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Solugdo de HCl a 3% (adicionar 24ml de HCl a 776ml de H,O)
- Solucao de isopropanol a 100%

- Solugao aquosa de isopropanol a 40%

- Oleo mineral (ver item 5. Reagentes)

- Solucdo de Tween 80 - isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)
- Solugdo de Na EDTA - isopropanol (ver item 5. Reagentes)

Materiais:

- Béquer de 250 ml e de 2 litros

- Peneiran 230

- Vidro de relégio

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Frasco-armadilha

- Aparato de refluxo (consiste de um suporte o qual sustenta balao volumétrico de 1 litro com tampa de
borracha com dois orificios. Cada orificio contém um tubo de vidro acoplado a uma mangueira de
borracha. Uma mangueira é conectada a fonte de dgua fria e se presta 3 safda da vazao. Com agua fria
circulando pelo frasco, o qual € inserido dentro do béquer de 1 litro contendo a amostra, o solvente é
aquecido até a ebuli¢ao e retorna para a amostra, durante um periodo de tempo. Miltiplas unidades
podem ser montadas em paralelo, usando conectores em “T* em vez de em série, porque 0 aumento da
temperatura no final da série pode afetar a eficiéncia do processo de refluxo).

Equipamentos:

- Placa de aquecimento com agitacdo magnética
- Balanca semi-analitica

Procedimento:

1. Adicionar 800ml de solugao de HCl a 3% ao béquer de 2L.

2. Levar para placa pré-aquecida e agitar magneticamente em velocidade que o bastdo de agitagao
seja visivel no redemoinho. .

3. Pesar acuradamente 50g de farinha de trigo integral em béquer de 250ml.
4. Transferir a farinha, em porgdes, para a solugio de HCI.

5. Lavar as paredes do frasco de 250ml com solugio de HCl proveniente de uma pisseta e adicionar as
lavagens ao béquer de 2 litros.

6. Cobrir o béquer com vidro de relégio e aquecer até a fervura em placa de aguecimento.

7. Remover o vidro de relégio e ferver gentilmente durante 15 minutos, com agitacao magnética.
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8. Peneirar com dgua, em porgdes, em peneiran®230 , aplicando jatos suaves de dgua aquecida (50-70°C),
até que a 4gua saia clara. Recomenda-se o0 uso de um suporte para peneira. Separar o béquer inicial.

9. Lavar o residuo das bordas da peneira com &gua aquecida e enxaguar o residuo com isopropano! 100%.
10. Transferir o residuo para o béquer inicial lavando com isopropanol a 100%.

11. Adicionar isopropanol 100% , elevando o volume no béquer para 400ml.

12. Ferver gentilmente durante 5 minutos, usando aparato de refluxo inserido no topo do béquer.
13. Remover o bégquer do aparato de refiuxo e transferir o contetdo do béquer bara a peneira.

14. Peneirar com dgua usando jatos suaves de agua aquecida, até que a dgua saia clara.

15. Molhar o residuo na peneira com isopropanol 40% e transferir o residuo para frasco-armaditha,
usando isopropanol a 40%.

16. Diluira 600ml com isopropanol a 40% e ferver gentiimente durante 5 minutos, com agitacio magnética.
17. Remover do aquecimento, adicionar 65mi de ¢leo mineral e agitar magneticamente durante 3 minutos.

18. Deixar em repouso durante 1-2 minutos.

19. Adicionar mistura de 5ml de solugao de Tween80-isopropanol 40% e 5ml de solugao de Na,EDTA-
isopropanol 40%, lentamente pelo bastio de agitacao.

20. Agitar manualmente por 30 segundos, com movimentos rotativos.

21. Deixar em repouso por 1-2 minutos.
22. Completar o volume do frasco com isopropanol 40%, fixar o bastdo e deixar em repouso por 30
minutos, agitando o contetdo do fundo a cada 5 minutos durante os primeiros 20 minutos e deixando
em repouso total nos 10 minutos finais.

23. Girar a rolha do bastao para eliminar eventuais residuos aderidos e coletar a camada de éleo em
béquer de 400ml, usando isopropanol a 40% para lavar o gargalo do frasco.

24. Adicionar 40ml de 6leo mineral ao frasco e agitar gentilmente manualmente durante 15 segundos,
com movimentos para cima e para baixo.

25. Completar o volume do frasco com isopropanol a 40% e deixar em repouso por 20 minutos.

26. Girar a tampa do bastio e coletar a camada oleosa, como anteriormente, lavando o gargalo do
frasco com isopropanocl a 100%. '

27. Filtrar o contetido do béquer em papel de filtro riscado e examinar sob microscopio em aumento de 30X.

d. Fubd

Suiidades leves
~Ref. A.O.A.C. n°965.39, 172 ed,, 2000.

d.1. Método de digestio com pancreatina
Reagentes:
- Solugao de formol (HCHO) a 37%
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- Acido cloridrico (HCI) fumegante p.a.

- Solugao fosfato de sédio (Na,PO,)a 5% em H,O
= Solugdo de pancreatina (5g/100ml de dgua)

- Querosene desodorizado

Materiais:
- Béquer 600ml|
- Funil de Biichner

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

- Frasco-armadilha de 2 litros
Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Potenciometro

- Placa de aquecimento

- Bomba ou trompa a vacuo

- Microscépio estereoscépico
Procedimento:

1. Pesar 50g de fuba em 1 béguer de 600mi e agitar até formar uma pasta, com 50ml de solugio de

pancreatina (solucido de pancreatina: 5g/100ml de 4gua A temperatura préxima a 40 °C) diluida com
100ml de agua.

2. Complétar o volume com dgua para aproximadamente 400m! e ajustar o pH para 8 com solugio de
Na,P0, a 5%.

3. Reajustar o pH apds 15 minutos e outra vez apds 45 minutos.

4. Adicionar, com agitacdo, 3 gotas de solugdo de HCHO (formol) e fazer a digestdo por 16-18 horas
a temperatura ambiente ou igual ou inferior a 40°C.

5. Transferir para o frasco-armadilha de 2 litros e extrair como descrito no item 6 - Técnicas especiais b,
usando 30 e 20m! de querosene desodorizado e dgua como solvente.

6. Combinar as extracdes e enxaguando o béquer, transferir para frasco-armadilha de 2 litros e extrair
como descrito anteriormente.

7. 5e o material extraido apresentar muitos grumos de amido, adicionar quantidade suficiente de HCI
para fazer uma solugio de HCl a 1-2%.

8. Levar a ebulicio e filtrar enquanto quente (se for material coloidal ou gorduroso retardar a filtragao,
adicionar agua quente sobre o papel durante o processo).

9. Examinar o pape! sob microscédpio.
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d.2. Método de digestao dcida

Reagentes:

- Solucdo de Acido cloridrico: 5+95 (HCl: 5+ 95)
- Querosene

- Oleo mineral {ver item 5. Reagentes)

- Solugdo detergente {lauril sulfato de sédio) a 5%
Materiais:

- Béquer de 1 litro
- Funil de Biichner

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Percolador
Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento
- Bomba ou trompa a vicuo

- Microscépio estereoscépico
Procedimento:

1. Pesar 50g de farinha em béquer de 1 litro com 400ml de HCI (5 +95) e 20ml de 6leo mineral.

2. Cologar em chapa de aquecimento e ferver com agitagao durante 10 minutos.

3. Remover do aquecimento e transferir o material para o percolador, lavando o béquer e o bastio
com volume igual ou inferior a 50ml de 4gua quente, transferindo as dguas do enxégiie para o percolador
e reter o béquer e o bastio.

4. Encher o percolador com édgua fria até cerca de 3cm do topo.

5. Deixar sedimentar durante 30 minutos e drenar cuidadosamente sem formar redemoinho, até que
a camada superior esteja a 5cm do fundo.

6. Adicionar 25m| de querosene no percolador e drenar a camada oleosa, no béquer retido.

7. Se a quantidade de amido separada com a camada oleosa for excessiva, hidrolisar com 100-200ml
de HCI (5+95) antes de continuar o método.

8. Lavar as paredes do percolador com solucio detergente a 5% e juntar o enxégiie ao béquer.

9. Filtrar o contetdo do béquer através de papel de filtro riscado, em funil de Biichner, lavando o
béquer com solucao detergente a 5%.

10. Examinar sob microscépio com aumento de 30X.
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e. Amido

sujidades leves - método de peneiragem &
Ref. A.O.A.C. n° 972.35, 172 ed., 2000. ;

Reagente:
- Solugao de 4cido cloridrico: 1+9 (HCl: 1 + 9)

Materiais:

- Béquer de 2 litros
- Proveta i
- Peneira n® 230

- Aerador de dgua

Equipamentos: ‘ }

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento
- Microscopio estereoscopico

Procedimento:

1. Pesar 225g em béquer de 2 litros, adicionar 1,2 litro de dgua fria e agitar bem até dispersar 0s grumos.
2. Despejar em peneira n° 230 e lavar com jato forgado de dgua morna, usando aerador.

3. Se excesso de residuo permanecer na peneira, lavar com dgua transferindo para o béquer e adicionar
HCI (proporcao de 1 parte de HCI para 9 partes de dgua) e levar a ebulicao.

4. Repetir a peneiragem. : |
5. Transferir o residuo da peneira para um béquer.

6. Filtrar em papel de filtro riscado e examinar sob microscopio.

f. Farinha de milho (branca e amarela)

Sujidades leves - método de flutuagao em salmoura
Ref. A.O.A.C. n°981.19, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Alcool

- Salmoura (dissolver 360g de sal) em pedra (ndo marinho), 4gua dura e d4gua mole ou
equivalente, por litro de dgua e filtrar)

- Oleo de oliva

- CHC,
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Materiais:

- Béquer de 600 ml

- Peneira n° 230

- Suporte de anel

- Chave de pinca

- Tubo de borracha de 15cm comprimento e 0,6cm
- Bastdao de 15cm comprimento e 0,3¢cm

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Frasco armadilha de 2 litros

Equipamentos:

- Placa de aquecimento com agitagdo magnética
- Percolador

- Microscopio estereoscépico
Procedimento:

1. Pesar 50g da amostra em béquer de 600ml, adicionar o bastao de agitacio e 300-400m! de 4lcool.
2. Ferver durante 2-3min em placa de aquecimento, com agitacio magnética constante.

3. Transferir para peneira n°230, lavar com cerca de 100m| de dicool e com dgua a 80°C ¢ entdo com
salmoura.

4.Transferir para frasco-armaditha de 2 litros e diluir para 800m] com salmoura.

5. Adicionar 30m| de 6leo de oliva e agitar magneticamente por 10min.

6. Remover do agitador, inserir o bastio do frasco-armadilha, lavar as paredes do frasco com salmoura
e deixar descansar por 3-5min.

7. Encher o frasco bem lentamente (cerca de 50ml/min), com &dgua, através do bastio. O método do
percolador, descrito a seguir, € 0 meio mais eficiente para se fazer essa operacao.

Assentar o frasco-armadilha na base de um suporte de anel e suspender o percolador no anel
diretamente acima, de modo que o topo fique a cerca de 50cm da base. Anexar ao topo um tubo de
borracha de 15cm de comprimento, com 0,6cm de diametro interno, e fechar com chave de pinca
capaz de ajustar o fluxo. Inserir o bastao do frasco-armadilha dentro do tubo e apés encher o percolador
com &gua, abrir a chave de pinga levemente e deixar a dgua fluir para dentro do frasco. Colocando-se
um bastdo de cerca de 15cm de comprimento e 0,3cm de diametro (pode-se usar carga de caneta

esferogréfica) dentro do tubo do frasco, elimina-se a tendéncia do fluxo de &gua sair fora do bastio da
armadilha.

8. Apés encher o frasco, agitar a camada inferior da salmoura com movimentos de rotacio, para soltar
0 6leo aderido. Nao agitar todo o contetido do frasco, porque € desejével nessa fase manter a integridade
das duas camadas de salmoura e dgua.

9. Deixar o frasco em repouso por 30min antes de proceder a extracio.
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10. Extrair a camada de 6éleo e enxaguar o gargalo do frasco com dgua.
11. Adicionar 35ml de 6leo de oliva e agitar.

12. Repetir a extracdo, agitando todo o contetido do frasco manualmente, com um &mbolo, com
movimento rotativo, para soltar o 6leo aderido as paredes do frasco.

13. Deixar em repouso por 30min e extrair a camada de 6leo, juntando-a ac béguer contendo a
primeira extragdo.

14. Enxdglie o gargalo do frasco, o bastdo e 0 émbolo com élcool, depois com CHCI, para remover
todo o 6leo aderido. ‘

15. Filtrar em pape! riscado, enxaguando o béquer como descrito anteriormente e examinar microscopicamente.

7.12. Produtos de confeitaria
a. Pdo e produtos com alto teor de fibras (bolachas ou biscoitos)

Sujidades leves - método de flutuacao
Ref. A.O.A.C. n°972.36, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Acido cloridrico fumegante p.a. (HCI)

- Antiespumante (ver item 5. Reagentes)

- Alcool comercial a 95% ou isopropanol p.a.

- Cloroférmio p.a. (CHCI,)

- Solugdo acido-dlcool:1+9 (HCl + etanol a 60% ou HCI + isopropanol a 40%)
- Oleo mineral

- Solugdo detergente-(lauri! sulfato de sodio a 5% em &gua)
Materiais:

- Balanga semi-analitica

- Béquer de 2 litros

- Proveta de 1 litro e de 50ml

- Peneira n® 140

- Barra magnética

- Percolador

- Papel de filtro riscado {ver item 4. Mat. e Equip.)

- Funil de Biichner

Equipamentos:

- Autoclave
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- Bomba ou trompa a vacuo
- Capela

- Microscopio estereoscopico
Procedimento:

1. Adicionar 225g da amostra em béquer de 2 litros contendo 1 litro de dgua e 50ml de HCI. Mexer
bem e adicionar 1m! de antiespumante ou 1ml de éter etilico.

2. Autoclavar durante 20 minutos como descrito no item 4.h.1, ou por cerca de 15 minutos como em 4.h.2

3. Transferir o digerido em pequenas por¢des para uma peneira n°140 com 4gua aquecida (55-70°C)
e lavar a amostra até gue o teor de residuo permanega constante.

4. Colocar a peneira em uma vasilha, cobrir o residuo até uma profundidade de cerca de 2cm com
alcool ou isopropanol (em capela), deixar em repouso durante 5 minutos e drenar.

5. Repetir esta fase 3 vezes com cloroférmio (em capela), e mais 2 vezes com alcool ou isopropanol e
drenar completamente.

6. Transferir imediatamente o material da peneira para um béquer de 1 litro com solugao écido-dlcool
e diluir com esta solucio até cerca de 600ml. Adicionar 50ml de Sleo mineral e agitar magneticamente
durante 5 minutos.

7. Transferir o conteddo do béquer para o percolador, retendo o béquer. Deixar em repouso durante
30 minutos, agitando ocasionalmente a cada 5 minutos, com bastao de vidro longo, durante os primeiros
20 minutos. Drenar o contetido até cerca de 250ml.

8. Adicionar a solucao 4cido-alcool até cerca de 3cm da borda superior e deixar em repouso por mais
30 minutos, mexendo ocasionalmente. -

9. Drenar novamente até cerca de 250ml. Encher o funil com 4gua morna, deixar decantar cerca de 15
minutos e drenar até 250m!. Continuar drenando e completando o volume até que a fase aquosa mais
baixa fique clara e livre de material em suspensao.

10. Ap6s a Gltima lavagem, drenar a camada de dleo para o béquer retido e lavar as paredes do
percolador com porgdes de 50 a 100ml de dgua aquecida, isopropanol ou dlcool e solucao detergente

(lauril sulfato de sédio a 5%), se necessario,
11. Filtrar em papel riscado, lavando bem o béquer como descrito anteriormente.

12. Examinar o papel sob microscopio.

b. Massas alimenticias (macarrdo)

Sujidades leves - método de flutuagdo
Ref, A.O.A.C. n°®969.41,17% ed., 2000,

Reagentes:

- Solucao antiespumante (ver item 5. Reagentes)
- Oleo mineral (ver item 5. Reagentes)
- Alcool comercial 95% ou isopropanotl p.a.
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- Solugio de 4cido cloridrico: 3+97 (HCl: 3+97)
- Solugao detergente (lauri! sulfato de sédio a 5%)

Materiais:

- Béqueres de 1 e 2 litros

- Provetas de 1 litro e de 50ml

- Barra magnética

- Peneira n° 230

- Percolador

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Funil de Blichner

Equipamentos:

- Autoclave

- Agitador magnético

- Placa de aguecimento

- Bomba ou trompa a vacuo

- Microscépio estereoscépico
Procedimento:

1. Pesar 225g de amostra em 1 béquer de 2 litros, adicionar 1 litro de solugao de HCI (30 + 970) e
0,3ml de solucao antiespumante. Para espaguete, quebrar em pedagos de comprimento tal que nao
fiquem adleridos ao fundo do béquer.

2. Autoclavar durante 30 minutos a 121 °C, como descrito no item 4.h.1, ou 4.h.2.

3. Peneirar 0 material autoclavado em pequenas porcdes em peneira n°230 usando dgua quente (50-70°C),
para remover todo o material liquido original e 0 méximo de material fino.

4. Retornar o material retido na peneira ao béquer original, com dgua aquecida (60-100°C), diluindo
até cerca de 1 litro.

5. Adicionar 30ml de HCl e 50ml de 6leo mineral e agitar com agitador magnético durante &6 minutos.

6. Transferir rapidamente para o percolador contendo cerca de 250ml de dgua. Lavar o béquer com
dgua aquecida transferindo a dgua de lavagem para o percolador e completar o volume até 1700ml.

7. Ap6s 3 minutos drenar a interface de 6leo até que atinja aproximadamente a marca de 250ml.

8. Descartar os drenados e tornar a encher o percolador com dgua aquecida, pelas paredes, até a
marca de 1700ml.

9. Ap6s 2-3 minutos drenar e reencher por mais 2 vezes (ap6s a ltima lavagem, a camada inferior
devers estar quase livre de material suspenso. Se néo estiver, continuar lavando por um ou mais ciclos).

83




Material Estranho em Alimentos

10. Finalmente drenar a interface Sleo-dgua até a marca de 250ml, transferir para o béquer original e

drenar. Lavar as paredes do percolador com porgées sucessivas de 50ml de dgua aquecida, isopropanol
ou alcool e dgua aquecida. Usar solugdo detergente a 5%, se necessario.

11. Filtrar todo o material em papel de filtro riscado, lavando o béquer com porgdes de no minimo
50ml de dgua aguecida, dlcool ou isopropanol, e agua ou detergente.

12. Observar sob microscépio.

7.13. Cevada, aveia e mistura de cereais desidratados para alimento infantil

Sujidades leves - método de flutuagdo
Ref. A.O.A.C.n°980.27, 172 ed.,‘ 2000.

Reagentes:

- Acido cloridrico fumegante p.a. (HCI)

- Lgepal DM-710 ou lauril sulfato de sédio a 2%

- Isopropanol p.a.

- Isopropanol a 40% em 4gua

- Oleo mineral

- Solugdo de Tween-80-isopropanocl 40% (ver item 5. Reagentes)

- Solugio de etileno diamino tetracetato tetrassédico (Na EDTA)-isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)
Materiais:

- Béquer de 2 litros

- Proveta

- Barra'magnética

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Peneira n° 230

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Placa de aquecimento com agitagdo magnética
- Capela
- Microscépio estereoscépico

Procedimento:

1. Pesar 50g de amostra num béquer de 2 litros.

2. Adicionar 1 litro de dgua aquecida (55-70°C) com jatos forcados nas paredes do béquer.
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3. Adicionar 80ml de HCL.

4. Se o produto contiver 6leo vegetal na lista de ingredientes, adicionar 20ml de Igepal DM-710 {ou
solucao aquosa de lauril sulfato de sédio a 2%).

5. Colocar barra magnética no béquer e leva-lo para chapa de agitagdo magnética pré-aquecida,
passando para aquecimento maximo.

6. Inicialmente agitar vigorosamente para evitar que a amostra queime, depois vagarosamente conforme
a mistura dilui, enquanto aquece durante 20 minutos.

7. Se o produto escurecer, reduzir 0 aquecimento para a graduagao préxima.

8. Peneirar com dgua, em peneira n ° 230, usando jatos forcados de dgua aquecida até que a dgua de
lavagem se torne clara.

9, Conduzir o residuo para um lado da peneira.
10. Embeber o residuo com isopropanol e deixar drenar.

11. Formatar copo de papel de fiitro pelo empacotamento de papel de filtro n° 588 da S&S de 32cm,
ou equivalente, em volta de um béquer de 600ml e forcando-o dentro de béquer de 1 litro.

12. Remover o béquer de 600m! do copo de papel e deixar o copo no béquer de 1 litro.

13. Usando um funil de haste larga para ajudar na transferéncia, passar o residuo da peneira para
dentro do copo de papel, lavando-o com isopropanol.

14, Adicionar isopropanol para elevar o volume até 400ml.

15. Agquecer lentamente em chapa de aguecimento pré-aquecida, durante 10 minutos (em capela).
16. Drenar o isopropanol do copo de papel por gravidade ou vacuo (nao deixar o residuo secar).
17. Descartar o isopropanol.

18. Molhar as paredes do frasco-armadilha de 2 litros com isopropanol a 40%. Colocar um funil de

haste larga no gargalo do frasco e lavar o residuo do copo de pape! para dentro do frasco, com
isopropanol a 40%.

19. Completar o volume do frasco até 800ml com isopropanol a 40%.
20. Adicionar 50m! de éleo mineral e agitar 3 minutos.

21. Depois da agitacdo, adicionar 50ml da mistura (1 + 1) de solucao deTween-80-isopropanol 40% e
solugdo de Na,EDTA-isopropanol 40%, colocando-as pelo bastao de agitagao.

22, Nao misturar e deixar em repouso durante 5 minutos.

23. Encher o frasco-armadilha com isopropanol a 40%, derramando-o vagarosamente pelo bastao de
agitacdo.

24. Deixar em repouso 20 minutos e coletar a camada oleosa num béquer.

25. Adicionar 35ml de 6leo mineral e agitar lentamente (manualmente) 30 segundos e deixar em
repouso durante 10 minutos.

26. Repetir a extracao da camada oleosa, filtrar em papel de filtro riscado e examinar sob microscépio
com aumento de 30X.
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7.14. Geleiada e geléia

Sujidades leves — método de flutuagao
Ref. A.O.A.C. n° 950.89, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Acido cloridrico fumegante (HCI)

- Heptano comercial contendo menos que 8% de tolueno.
Materiais:

- Recipiente (prato)

- Béquer

- Frasco-armadilha de 1 litro

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Placa de aquecimento

- Bomba ou trompa a vacuo
- Microscépio estereoscépico

Procedimento:

a. Geleiada

. Despejar o contetido do pote {(copo) em um recipiente e misturar bem.

—

. Pesar 100g em béquer e adicionar 200ml de dgua aquecida (cerca de 50°C).
. Transferir para um frasco-armadilha de 1 litro.
. Adicionar 10ml de HCI e ferver durante 5 minutos.

. Resfriar 3 temperatura ambiente, adicionar 25ml de heptano e agitar completamente.

e R W N

. Extrair, filtrar e examinar sob microscépio.

o

. Geléia
. Despejar o contetddo do pote (copo) em um recipiente e misturar bem.
. Pesar 100g em béquer e adicionar 300-400ml de dgua aquecida.

. Aquecer o béquer com agitacdo, até que a gelatina dissolva.

. Filtrar e examinar sob microscopio.

N b W N =

. Quando pequenas quantidades de geléia contendo tecidos de fruta ndo passarem através do papel
e filtro, proceder como em (a).
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7.15. Sucos cftricos e de abacaxi (enlatados)
Ref. A.O.A.C. n° 970.72, 172 ed., 2000.

a. Ovos e larvas de insetos - método de filtragao
Reagentes:

-Corante azul F D& Cn° 1
- Acido acético

Materiais:

- Funil de Biichner
- Tecido de seda 10 XX
- Tela de metal

Equipamentos:

- Placa de aquecimento

- Microscépio estereoscopico

Procedimento:

1. Preparagao do filtro de tecido de seda:

a. Adquirir o tecido de seda cuja malha tenha a mesma abertura (mesh) e espessura usada nos moinhos
de farinha, ou seja, 10XX (ver item 4. Mat. e Equip.).

b. Ferver os quadrados de seda.

¢. Esfriar e cortar circulos de 85mm de diametro e esticd-los. Alisar os circulos a ferro e riscar linhas
distantes de 5-7mm com tinta que ndo descore. Obs.: Quando necessério, tingir o circulo riscado
colgcando-o em solucdo gquente (80-85°C) de 50g de corante azul FD&C em 1 litro de dgua
contendo 2,5mg de 4cido acético, com agitagao freqiiente. Lavar e guardar no escuro.

2. Colocar o filtro de seda previamente preparado como acima em funil Biichner. Para facilitar a
filtracdo, pode-se colocar uma tela de metal sob a seda.

3. Filtrar 250m| da amostra bem misturada. Despejar lentamente, para evitar acimulo de excesso de
polpa sobre o tecido (2 ou 3 filtros de seda podem ser necessarios).

4. Examinar os filtros sob microséépio.
b. Sujidades leves - método de flutuagéo
Reagente:

- Oleo de ricino clarificado

Materiais:

- Proveta
- Funil Bichner

L
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- Frasco-armadilha de 2 litros
- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:
- Trompa a vécuo
- Microscépio estereoscépico

Procedimento:

1. Colocar 250mi do suco em um frasco-armadilha de 2 litros.

2. Adicionar 15ml de 6leo de ricino.

3. Encher o frasco com dgua aquecida (cerca de 70°C).

4. Agitar vigorosamente para trazer a camada de 6leo para o gargalo do frasco.
5. Deixar em repouso durante 30 minutos e extrair a fase oleosa.

6. Filtrar € examinar sob microscépio.

7.16. Agucar e produtos de acticar

Sujidades em balas - método de flutvacio
Ref. A.O.A.C.n°971.34, 172 ed., 2000.

a. Balas duras, gomas, gomas de mascar, amido ou balas i base de pectina
Reagente:

- Solugé‘:c? aquosa de acido cloridrico (HCI: 1+ 70)

Materiais:

- Béquer

- Proveta

- Funil de Biichner

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanca semi-analitica
- Placa de aquecimento
- Microscopio estereoscopico

Procedimento:

1. Pesar 225g de amostra e dissolver em solucao fervente de HCI (1 + 70).
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2. Filtrar em papel de filtro de filtragao rdpida em funil de Biichner.

3. Examinar sob microscépio.

b. Balas duras de dificil filtragdo (exemplo: bala de alcacuz)

Proceder como em (c).

c¢. Balas insolliveis em dgua

Microscopia em Alimentos

Todas as balas insollveis em dgua, exceto aquelas contendo confeitos de flocos de milho, farelo
de trigo ou outro cereal de enchimento, e aquelas cujo maior constituinte, excluindo coberturas de
chocolate, consistem principalmente de nozes finamente moidas (exemplo: pasta de amendoim, pasta

de améndoas, etc.).

Reagentes:

- Solugao de Tergitol 5%
- Isopropanol 40%

- Oleo mineral leve (ver item 5. Reagentes)

Materiais:

- Béquer de 2 litros

- Barra magnética

- Peneira n® 230

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Papel dg filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanca semi-analitica
- Placa de aquecimento com agitagdo magnética

- Microscépio estereoscopico
Procedimento:

1. Pesar 225g de amostra em béquer de 2 litros.
2. Adicionar 1 litro de solugédo de Tergitol 5%.

3. Aquecer 10 minutos em banho-maria.

4, Agitar magneticamente durante 5-10 minutos com aguecimento.

5. Peneirar em porgdes em peneira n® 230.

6. Se a quantidade de residuo na peneira for pequena, transferir diretamente para papel de filtro riscado.
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7. Caso contrério, transferir para frasco-armaditha de 2 litros, usando isopropanol a 40%.

8. Completar o volume para 1 litro com isopropano! 40%.

9. Adicionar 50ml de HCI.

10. Agitar gentilmente com agitagao magnética até fervura completa.

11. Transferir imediatamente o frasco para chapa fria e adicionar 40ml de 6leo mineral leve.
12. Agitar magneticamente por 2 minutos e deixar 1 minuto em repouso.

13. Encher o frasco cuidadosamente com isopropanol 40%, deixando o liquido escorrer pelo bastao
da armadilha e mantendo o topo da rolha logo acima do liquido.

14. Agitar gentilmente, por 5-10 segundos, o material sedimentado, com o bastao de agitaco.
15. Deixar em repouso durante 2 minutos e imediatamente extrair a camada oleosa.

16. Adicionar 25m| de 6leo mineral leve, agitar manualmente 30 segundos e deixar em repouso por
10 minutos.

17. Repetir a extragdo da camada oleosa, lavar o gargalo do frasco com isopropanol 40% e transferir
0s enxagiies para o béquer contendo o material extraido.

18. Filtrar em papel de filtro riscado e examinar sob microscépio.

d. Balas insoltveis em dgua contendo confeitos de flocos de milho

Farelo de trigo ou outro cereal de enchimento e aquelas cujo maior constituinte, excluindo
coberturas de chocolate, constituem-se principalmente de nozes finamente moidas {por exemplo:
pasta de amendoim, pasta de améndoas, etc.)

Reagentes:

- Isopropanol p.a.
- Cloroférmio p.a. (CHCI,)
- Liquido de flotagdo (ver item 5. Reagentes)

Materiais:

- Peneira n® 230

- Béquer de 600ml e de 1 litro
- Copo de papel de filtro

- Funil de Blichner

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Placa de aquecimento com agitacio
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- Capela

- Microscapio estereoscopico
Procedimento:

1. Proceder como em (¢) até o item 5.
2. Lavar o residuo e peneira com isopropanol.

3. Formar copo de papel de filtro usando béquer de 600ml e béquer de 1 litro (ver item 4, Mat. e
Equip.). Umedecer com &gua para facilitar a moldagem.

4. Colocar o copo de papel em funil de Biichner, lavar com isopropanol e aspirar at€ quase secar.

5. Transferir o residuo da peneira para o copo de papel com isopropanol e adicionar isopropanol
suficiente para cobrir todo o residuo.

6. Depois de 1 minuto aplicar o vacuo até cessar o gotejamento.

7. Colocar o copo de papel contendo o residuo em um béquer de 1 litro e adicionar 200ml de CHCL,.
8. Ferver durante 5 minutos em banho de vapor .

9, Deixar esfriar por alguns minutos, levantar 0 copo de papel, drenar o CHCI, e descarta-lo.

10. Colocar mais 200m! de CHCI, ferver por 5 minutos e drenar.

11. Retornar o copo de papel! para o funil de Biichner e aplicar vacuo até cessar 0 gotejamehto.

12. Cobrir o residuo com isopropanol e deixar 1 minuto em repouso.

13. Aplicar o vacuo até 5 minutos apds cessar 0 gotejamento

14. Proceder como em (¢) item 7, exceto depois de ferver, resfriar a temperatura ambiente em banho

de agua fria e usar liquido de fiotagao em vez de dleo mineral.

e. Balas com cobertura de chocolate
Reagente:

- Diclorometano (CH,Cl) p.a.
Materiatis:

- Béquer de 1 litro

- Cesta de arame com alca (cerca de 8cm de didmetro x 3cm de altura, confeccionada com malha de
peneira n°g)

- Peneira n® 140

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Placa de aguecimento
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- Capela

- Microscépio esterecscopico

Procedimento:

1. Aquecer 400m| de CH,Cl, em béquer de 1 litro até a temperatura de 30-35°C e manter nessa
temperatura.

2. Colocar uma porcio de balas na cesta de arame. Mover a cesta para cima e para baixo através do
CH,Cl, até dissolver a cobertura de chocolate.

3. Lavar o centro de cada bala com jato fino de CH,Cl, (com piceta) e guardar esta parte central.

4. Repetir com o restante da amostra.
5. Agitar a suspensio de CH,Cl -chocolate e despejar em peneira n° 140 e lavar com agua.
6. Transferir o resfduo da peneira para papel de filtro riscado e examinar sob microscépio.

7. Examinar os centros das balas pelo método apropriado: (a), (b), (c) ou (d).

7.17 Xaropes, melago e mel

Sujidades - métodos de filtracdo
Ref. A.O.A.C. n°945.79, 172 ed., 2000.

a. Método de filtragcao com acido
Reagente:

- Acido nitrico (HNO,)

Materiais:

- Béquer de 600ml ou de 1 litro
- Funil de Biichner

- Papel de filtro de filtragio rdpida riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aguecimento
- Bomba ou trompa a vicuo
- Microscopio estereoscédpio

Procedimento:

1. Misturar a amostra e dissolver 200g em 200ml de dgua aquecida acidificada com 5ml de HNO,.
2. Filtrar imediatamente em papel de filtro de filtracdo rapida em funil de Biichner.

3. Lavar com porgao minima de dgua aquecida e examinar sob microscopic.
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b. Método alternativo
Materiais:

- Béquer de 1 litro
- Filtro de tecido de malha 10XX (fervido)
- Funil de Biichner

{ Equipamentos:

- Balanca semi-analitica

- Placa de aquecimento

- Bomba ou trompa a vacuo
- Microscopio estereoscépico

\ ‘ Procedimento:
[ 1. Dissolver 200g da amostra em 500m| de dgua aquecida (cerca de 70°C).

2. Filtrar imediatamente através de filtro de tecido de malha 10XX, em funil de Biichner.

3. Lavar com por¢ao minima de dgua aquecida e examinar sob microscépio estereoscépico.

7.18. Actcar

Sujidades - método de filtragao
Ref. A.O.A.C. n° 945.80,172 ed., 2000.

Maternial:

i - Bequer '
- Funil de Biichner
- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanca semi-analitica

- Placa de aquecimento

- Bomba ou trompa a vacuo
- Microscépio estereoscopico

Procedimento:

1. Dissolver 100g da amostra em cerca de 200m! de dgua aquecida (cerca de 70°C).

2. Ferver e filtrar imediatamente através de pape! de filtro de rapida filtracao em funil de Buchner.

3. Examinar sob microscépio.
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7.19. Alimento infantil (puré)
Ref. A.O.A.C. n° 970.73, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Heptano comercial contendo menos 8% de tolueno
- Oleo mineral especifico

Materiais:

- Tecido de pano 10XX
- Frasco-armadilha de 1 litro

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Bomba ou trompa a vdcuo

- Microscépio estereoscopico

a. Sujidades leves — método de filtracao

Procedimento:

1. Transferir 0 conte(do de 2 potes (cerca de 250g) do puré para um frasco-armadilha de 1 litro,
previamente lavado com 4gua. i

2. Misturar com agitacdo cerca de 20ml de éleo (especificado na tabela a seguir).
3. Encher o frasco com dgua desaerada a temperatura ambiente ou a 50-70°C.

4. Deixar a mistura repousar durante 30 minutos, agitando 4-6 vezes durante este perfodo, para liberar
as sujidades do alimento. )

5. Extrair 0 6leo, filtrar & examinar sob microscépio.
Nota: Usar o 6leo e a temperatura indicados a seguir:

Alimento Oleo Temperatura

Espinafre Oleo mineral leve 50-70°C
Polpas Oleo de ricino 50-70°C
Todas as frutas

Aspargos

Beterrabas Oleo mineral leve Ambiente
Cenouras

Vagens
Ervilhas
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b. Ovos e larvas de moscas - método de sedimentagao
Procedimento:
1. Transferir o residuo do frasco-armadilha do método anterior (item a) para um percolador de 2 litros.

2. Adicionar cerca de 100mi de heptano comercial (com menos 8% de tolueno) e agitar vigorosamente.

3. Deixar o material decantar cerca de 2 horas, agitando ocasionalmente a camada superficial para
permitir que os ovos e as larvas sedimentem.

4. Remover cerca de 200ml do fundo do percolador.

5. Filtrar este material através de filtro de tecido 10XX (ver item 4. Mat. e Equip.), usando diversos
filtros se houver um acimulo grande de sedimentos.

6. Examinar sob microscopio em aumento de 15-20X.

7.20. Cogumelos

Sujidades
Ref. A.O.A.C. n° 967.24, 172 ed., 2000.
Para larvas, 4caros, etc. em produtos enlatados, frescos congelados, secos refrigerados e desidratados.

Reagentes:

-Solugiio de cristal de violeta aquosa saturada (dissolver 10g do corante, corn®42555,em 1 00ml de alcool efiltrar)
- Solugdo comercial de NaOCl 5,25%

Materiais:

- Béquer de 600ml

- Peneiras n 8 (ou 12), 20, 40 e 140

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
- Aerador de 4gua

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Microscépio estereoscopico
- Homogeneizador

- Bomba a vacuo

A. Insetos
a. Cogumelos enlatados

Procedimento:

1. Despejar o conteido do frasco uniformemente em peneira n° 8 previamente pesada. Usar peneira
n° 8 para recipientes com peso liquido inferiores a 1,4kg e peneira n° 12 para recipientes maiores.
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2. Drenar durante 2 minutos e pesar novamente a peneira com os cogumelos para determinar o peso
dos cogumelos drenados.

3. Enxaguar o recipiente e usar o enxdglie e vdrias porgOes adicionais de H,O para lavar os cogumelos
na peneira (total de cerca de 500ml).

4. Combinar o liquido drenado com os enxégiies e filtrar em papel de filtro riscado.
5. Examinar o papel sob microscopio e determinar o nimero total de larvas no liquido.
6. Colocar 100g do cogumelo drenado em homogeneizador de alta velocidade.

7. Adicionar 300ml de d4gua e homogeneizar por 30-45 segundos a 3000rpm. Fragmentos de cogumelos,
ap6s a homogeneizagio, devem apresentar 3-5mm de comprimento.

8. Despejar a mistura em um conjunto de peneiras acopladas n* 20, 40 e 140.
9. Lavar o material durante 2-3 minutos com jatos de &gua do aerador.

10. Descartar o material da peneira n° 20.

11. Transferir o material da peneira n® 40 péra béquer de 600ml, usando dgua e levar o volume para
cerca de 100ml.

12. Adicionar 5ml de solugdo de cristal de violeta aquosa saturada e aguecer até a ebulicdo.
13. Despejar a mistura corada em peneira n°40.

14. Lavar os tecidos do cogumelo e as larvas, se presentes, para a margem da peneira e remover o
excesso de corante com agua do aerador.

15. Alternativamente, pulverizar os tecidos com jatos suaves de dgua do aerador e de solugdo comercial
de NaOCl 5,25%, contida em uma pisseta, até remover o corante dos tecidos do cogumelo.

16. Transferir os tecidos para béquer de 600ml, com dgua, e transferir para papel de filtro riscado, usando
vacuo. Evitar confundir as larvas com tecidos do cogumelo. Nac serao necessarios mais do que 2-3 papéis.

17. Transferir o residuo da peneira n°140 para o béquer de 600ml com agua e repetir a coloragao,
branqueamento e filtragdo, como anteriormente.

18. Examinar os papéis quanto a presenca de larvas e outros materiais estranhos em microscépio em
aumentos de 10-30X. As larvas adquirem coloragdo violeta escura.

19. Determinar o nimero de larvas em 100g de cogumelos drenados e adicionar a esse valor o
ndmero em quantidade proporcional de liquido drenado, calculado como segue:

(100/total de cogumelos drenados(g) x n°total de larvas no liquido).

b. Cogumelos frescos, congelados, secos refrigerados e desidratados

Procedimento:

1. Para cogumelos frescos e congelados pesar 170g da amostra e para cogumelos desidratados pesar
15g da amostra em recipiente apropriado.

2. Adicionar dgua suficiente para imergir os cogumelos.

3. Deixar de molho por vérias horas para amaciar os tecidos, ou alternativamente aquecer em banho
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de vapor ou ferver gentilmente por 11/2 a 2h, conforme a necessidade, seguindo por resfriamento por
30-60 minutos para reidratar completamente.

4. Transferir o contetido para homogeneizador de alta velocidade e homogeneizar por 30-45 segundos
a cerca de 3000rpm e proceder como em (a), a partir do item 8.

B. Sujidades leves
Reagentes:

- Heptano (ver item 5. Reagentes)

Materiais:

- Papel de filtro
- Frasco-armadilha (ver item 4. Mat. & Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Banho de vapor
- Microscépio estereoscdpico

Procedimento:

1. Misturar bem a amostra e pesar 15g.

2. Transferir os cogumelos para frasco-armadilha, adicionar dgua e deixar em repouso por varias
horas, preferencialmente durante a noite em banho de vapor, ou ferver 30 minutos.

3. Esfriar 2 temperatura ambiente e adicionar 30ml de heptano.

4. Bater fortemente o contetido, socando os cogumelos contra ¢ fundo do frasco, movimentando
verticalmente a tampa de borracha.

5. Coletar a camada oleosa duas vezes, filtrar e examinar sob microscépio.

7.21. Especiarias e condimentos

Inteiros, triturados ou em pedagos
Sujidades
Ref. A.O.A.C. n° 965.40, 172 ed., 2000.
Pimenta-da-jamaica, anis, alcaravia, semente de aipo, cravo-da-india, coentro, cominho, semente

de endro, erva-doce, gengibre, flor de noz-moscada, mostarda, pimenta preta, pimenta branca, semente
de papoula e agafrao.

Determinagao:

Pesar 25g de amostra em béquer de 400ml e proceder como em 975.48 (a) e (b), exceto que
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usa-se mais reagente e quando for necessdrio. Usar frasco-armadilha de 2 litros e 35mi de heptano em
vez de 25ml.

Para manjerona e segurela inteira ou em pedagos, adicionar 400m| de dgua aquecida e 20ml de HCI.

Especiarias e condimentos (moidos)

Método de peneiragem
Ref. A.O.A.C.n°960.51, 172 ed., 2000.

Pimenta-da-jamaica, anis, caril em p6, erva-doce, semente de papoula, segurela. Sujidades
pesadas somente em: semente de alcaravia, cardamomo, mostarda, orégano, alecrim, salvia, tomilho.

Determinagao:

1. Peneirar 200-400g de especiaria moida em peneira n° 20.
2, Transferir os insetos e outras sujidades retidas na malha da peneira para placa de Petri.

3. Examinar em microscépio estereoscdpico.

Especiarias e condimentos sem método especifico

Sujidades pesadas e leves
Ref. A.O.A.C. n° 975.48, 17° ed., 2000.

a. Sujidade pesada e areia
Reagentes:

- Eter de petréleo p.a.
- Cloroférmio p.a. (CHCI,)
- Tetracloreto de carbono (CCl)

Materiais:

- Béquer de 250ml

- Proveta

- Funil de Biichner

- Papel de filtro

- Papel de filtro isento de cinzas
- Capsula de porcelana tarada

Equipamentos:

- Balanca analitica

- Placa de aquecimento
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- Capela
- Mufla

- Microscépio estereoscépico
Procedimento:

1. Pesar 10g da amostra num béquer de 250ml.

2. Adicionar 150m! de éter de petréleo e ferver durante 15 minutos, em banho de vapor em capela.
3. Ocasionalmente, adicionar éter de petréleo para manter o volume constante.

4. Despejar o éter sobre o papel de filtro de 7cm em funil de Bichner.

5. Adicionar 150ml de CHCI, ao béquer e deixar em repouso durante 30 minutos, agitando
ocasionalmente.

6. Despejar a especiaria e 0 CHCI, sobre o papel de filtro, deixando o residuo pesado de areia e terra
(se houven), no fundo do béquer.

7. Se considerdvel residuo de tecido de especiaria permanecer no fundo do béquer, adicionar porgoes
sucessivas de CHCI, misturado com CCl, para aumentar a densidade especifica até todo o tecido
vegetal flutuar.

8. Transferir o resfduo do béquer para papel de filtro isento de cinzas e examinar sob microscépio. Se

houver quantidade aprecidvel de residuo, colocar o papel de filtro em cépsula de porcelana tarada,
incinerar e pesar a areia e a terra.

b. Sujidades leves
Reagente:

- Heptano comercial contendo menos 8% de tolueno

Materiais:

- Espétula
- Frasco-armadilha de 1 litro
- Proveta

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Placa de aquecimento com agitagdo magnética

- Microscépio estereoscopico
Procedimento:

1. Transferir todo o material seco do funil de Biichner, incluindo material fino aderido ao papel de
filtro, o qual deve ser raspado, para frasco-armadilha de 1 litro.
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2. Adicionar 150ml de 4gua, aquecer até a ebulicéo e deixar ferver lentamente 15 minutos com
agitacdo magnética.

3. Lavar as paredes do frasco com dgua e resfriar para < 20°C,

4. Adicionar 25ml de heptano, agitar magneticamente e deixar em repouso durante 5 minutos.

5. Encher o frasco com 4gua e deixar em repouso durante 30 minutos, agitando a cada 5 minutos.
6. Coletar a camada de heptano e filtrar em papel de filtro riscado.

7. Adicionar 15m! de heptano, misturar bem (manualmente}, deixar em repouso durante 15 minutos e
extrair novamente a camada de heptano.

8. Filtrar em papel de filtro riscado. Se a segunda extrago tiver quantidade apreciavel de sujidades,
retirar a maior parte do liquido do frasco-armadilha, adicionar 15ml de heptano e proceder a terceira
extracdo. Filtrar e examinar os papéis sob microscopio.

Especiarias e condimentos

Sujidades leves
Ref. A.O.A.C. n® 975.49, 17% ed., 2000.

(Consultar a Tabela 1 para a aplicagdo de parametros especificos para cada especiaria)

Formar copo de papel de filtro com béqueres de 400ml e de 1 litro e pesar a amostra neste copo.

A. Pré-tratamento

a. Extracdo com isopropanol
Reagente:

- Isopropanol p.a.

Materiais:

- Béquer de 1 litro
- Froveta

- Funil de Biichner

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Capela

- Placa de aquecimento

Procedimento:

1. Pesar a amostra no copo de papel.

100




Microscopia emAlimentos.

9. Adicionar 400m! de isopropanol no béquer contendo o copo de papel.
3. Ferver em placa de aquecimento durante 10 minutos.
4. Transferir o copo para funil de Blichner e aspirar para diminuir o gotejamento.

5. Repetir mais duas vezes com 400ml de isopropancl. Proceder ac isolamento como especificado na
Tabela 1.

b. Extracdo clorof6rmio-isopropanol
Reagentes:
- Cloroférmio p.a. (CHCL)

- Isopropanol p.a.

Materiais:

- Béquer de 1 litro
- Copo de papel de filtro
- Proveta

- Funil de Bichner

Equipamentos:

- Placa de aquecimento

- Capela

Procedimento:

1. Adicionar 400ml de CHCI, no béquer de 1 litro contendo o copo de papel com a amostra.
2. Ferver gentilmente em chapa de aquecimento durante 10 minutos, em capela.

3. Transferir o copo de papel para funil de Biichner e aspirar para diminuir o gotejamento.

4. Repetir mais duas vezes, com 400ml de CHCI, de cada vez.

5. Desligar 0 vacuo, cobrir a amostra com isopropanol e deixar em repouso durante 1 minuto.
6. Voltar o vacuo para diminuir o gotejamento.

7. Repetir a extragdo com isopropanol.

8. Proceder ao isolamento indicado na Tabela 1.

c. Pimenta-vermelha triturada
Reagente:

- Isopropanol

101




Matertal Estranho em Alimentos

TABELA 1. Métodos para especiarias e condimentos Produtos n3o listados nesta tabela usar Ref. n°975.48
(@) e (b) para os produtos moidos.

Pré-tratamento Isolamento Método - Sujidades
Condimento Forma Amostra (g) 975 49A 975.458 Pesadas Leves
_Alfafa Inteiro 10 975 .48(a) 97537
_Pimenta-da-iamaica Mpida 10 975 48(3) 981,21
Anis, Moida 10 975 . 48(a) 975 .48 (b
Lngcum Moida 25 978,20
Maniericio Ioteira (1) 25 b
_Folhas de louro Inteira (1) 25 b
_Pimenta-da-suiné 2 25 97R8.21 978,22
Semente de alcaravia Mofcda (4) 10 d d
Cardamoma Mofda 10 975.48(a) 977.24
_Folha de aipo loteira 25 b a
Semeante de aing Mafda 975 .48(a) 977.24
_Cebolinba__ Intefra {1} 5 a a
_Canela Moida Veia métada 968 3805) 968,380
Nio malda 100 969 43
Lravadaindia Malda (1) 10 a h
Sementes o/ condimento |nteira 200 945 84lpyereta)
Coentro Moido 10 975.48{a} Q77.24
Cominho Moido (1) 10 a b ‘
Caril em_nd Pé 10 975 48(a) 975.48(h)
Erva-doce Moida 10 975.48{a) 975 48
_Endra-sements Moido 10 975.48() 975.48(bY
—Endro-erva Inteiro (1) 25 h .
Alha P& 50 975.50{a) 975 50(h)
Gengibre Moida 10 977.24
MNoz-moscada (flony | Moida (4} 10 d d
_Mapierona Moida (13 10 h h
Nio molda 10 95 29
_Honels _ Flacos (1} 25 a a
Semente de mostarda Moida {1} 10 a b
Noz-moscada Moida 10 979.26
MNoz-moscada Recondiciona Veia método 971.35
Cobala Pa 50 975.50(2) 975.50(b)
Liréegang Moida (1) 10 b b
Nio moida 10, 969 .44
Panrica Moida 25 977 258
_Salsa lnteira (1) 10 a 2
Pimenta-nreta Moida Ver métodn, 972 408, 972 404
_Pimenta-branca Mofda Ver métado 972 408 977.24
_Pimenta-vermelha Triturada (2) 25 c c
_Semente de manculs Maoida 10 975.48 9725 4R(K)
Alecrim Moida (1) 10 F b
Inteira (1) 25 b a
Salva Moida (1) 10 b h
Picada 25 979,25
Picada e 10 985.38
Mnida 10 Q75 48(a) 975 48(h)
Segurelha Malda 10 975.48(3) 975 A8(h)
Harela-fothas Inteira 5 985.37
_Estragio Inteire (1) 10 a a
Jomilho Moido (1) 10 a b
Inteiro (1) 25 a, a
_Acafria Moida {3} 10 aoue b
Vepstajs Flocas 25 a a

* Excluindo péprica
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Materiais:

- Béquer de 250ml
- Copo de papel de filtro
- Funi! de Buchner

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento
- Capela

Procedimento:

1. Pesar 25g da amostra em copo de papel formado em béquer de 250ml.

<2. Colocar em banho-maria (80-85°C) ou no topo de banho de vapor.

3. Adicionar 100ml de isopropanol e aguecer durante 5 minutos. Suspender o copo de papel e deixar drenar.
4. Descartar o liquido drenado (evitar contato com este liquido).

5. Adicionar 100ml de isopropanol e repetir a extracio e a drenagem.

6. Colocar o copo de papel em funil de Biichner, lavar com cerca de 100ml de isopropanol.

7. Aspirar até quase secar.
d. Flor de noz-moscada e semente de alcaravia moida

Reagentes:

- Clorofé;mio p.a. (CHCL)
- Isopropanol! p.a.

Materiais:

- Béquer de 1 litro
- Copo de papel de filtro

- Funil de Biichner
Equipamentos:

- Placa de aquecimento
- Capela

Procedimento:

1. Adicionar 400ml de CHCI, no béquer de 1 litro contendo o copo de papel com a amostra.
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2. Ferver gentilmente na chapa de aquecimento durante 10 minutos, em capela.
3. Transferir o copo de papel para funil de Biichner e aspirar para diminuir o gotejamento.

4, Retornar o copo de papel para o béquer vazio, adicionar 400m| de isopropanol, ferver durante 5
minutos.

5. Transferir o copo de papel para funil de Blichner e aspirar para diminuir o gotejamento.,

B. Isolamento

a. Oleo mineral e n-heptano (85 partes de 6lec para 15 partes de n-heptano)
Reagentes:

- Isopropanol 40%

- Solugdo de Tween-80-isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)
- Solugdo de Na,EDTA-isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)
- Liquido de flotagdo (ver item 5. Reagentes)

Materiais:

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Proveta

- Barra magnética

- Béquer de 250ml

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Placa de agquecimento com agitagdo

- Microscépio estereoscépico

Procedimento:

1. Transferir a amostra desengordurada para frasco-armadilha de 2 litros com auxilio de isopropanol 40%.
2, Diluir o volume até 400ml com isopropanol 40%, ferver durante 10 minutos com agitagao magnética.
3. Resfriar em banho de 4dgua até temperatura de 20-25°C.

4. Adicionar 50ml de solugdo de Tween-80-isopropanol 40% e 50ml de solucdo de Na,EDTA-
iisgglaéapr);nol 40%, derramando lentamente pelo bastao de agitagao (omitir para salsa, alecrim e folhas

5. Agitar manualmente durante 1 minuto com movimento de rotagio e deixar em repouso durante 5
minutos.

6. Elevar o volume para 800m[ com isopropano! 40%.
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7. Adicionar 50ml de lfquido de flotagao e agitar magneticamente durante 5 minutos.

8. Completar o volume do frasco com isopropanol 40% e deixar em repouso durante 30 minutos
agitando ocasionalmente.

9. Coletar a camada oleosa em béquer de 250ml, enxaguando o gargalo do frasco com isopropanol 40%.

10. Adicionar 35mi de liquido de flotagao e agitar manualmente os sélidos do fundo com vigorosos
movimentos rotatorios.

11. Encher o frasco com isopropanol 40% e deixar em repouso durante 20 minutos.

12. Coletar a camada oleosa no béquer de 250ml, enxaguar o gargalo com isopropanol e filtrar as duas
porgdes coletadas em papel de filtro riscado.

13. Examinar sob microscépio em aumento de 30X.

b. Isolamento com éleo mineral
Reagentes:

- Isopropanol 40%
- Solugio de Tween-80-isopropanol 40 (ver item 5. Reagentes)

- Solugao de Na EDTA-isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)
- Oleo mineral

Materiais:

- Peneira n° 230
- Aerador de dgua
- Frasco-armadilha de 2 litros

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Placa de aquecimento com agitagcdo magnética
- Capela

- Microscépio estereoscépico
Procedimento:

1. Colocar o copo de papel com a amostra numa peneira n° 230.
2. Lavar a amostra suavemente com jato suave de dgua aquecida.
3. Descartar o copo de pape! depois de retirar toda a amostra.

4. Peneirar a amostra com jatos fortes de agua aquecida (55-70°C), usando aerador, até que as aguas
de lavagem saiam limpas.
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5. Molhar o residuo da peneira com isopropanot 40%.
6. Transferir o residuo para frasco-armadilha de 2 litros com o auxflio de isopropanol 40%.
7. Elevar o volume para 400ml com isopropanol 40%.
8. Ferver durante 10 minutos com agita¢do magnética.

9. Remover do aquecimento e adicionar imediatamente 50ml da mistura Tween-80-isopropanol 40%
e 50ml de solugio de Na,EDTA-isopropanol 40%, derramando lentamente pelo bastédo de agitacao.

10. Agitar manualmente durante 1 minuto com movimentos rotatérios e deixar em repouso durante 5-10 minutos.
11. Completar o volume até 800m| com isopropanol 40%.

12. Adicionar 50ml de 6leo mineral e agitar magneticamente durante 3 minutos.

13. Completar o volume do frasco com isopropanol 40%.

14. Deixar em repouso durante 30 minutos, agitando ocasionalmente.

15. Coletar a camada oleosa e repetir a extracdo como em (a), usando 35ml de éleo mineral na
segunda extragao.

16. Filtrar as camadas coletadas em papel de filtro riscado e observar sob microscépio.

¢. Pimenta-vermelha triturada
Reagentes:

- Isopropanol 40%
- Liquido de flotacdo
- Solugdo de Tween-80-isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)

- Solugao de etileno diamino tetracetato tetrassodico (Na,EDTA-isopropanol 40%)(ver item 5. Reagentes)
Materiais:

- Frasco-armadilha de 2 litros
- Espétula
- Proveta

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Placa de aquecimento com agitagao magnética
- Capela

- Microscopio estereoscépico
Procedimento:

1. Transferir toda a amostra do copo de papel diretamente para o frasco-armadilha de 2 litros, raspando
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o material fino com espétula. Completar a transferéncia lavando o copo de papel com isopropanol
40% e diluir até cerca de 800ml.

2. Aquecer com agitacdo, deixando em ebulicdo vigorosa por cerca de 5 minutos (cuidado com a
formacio de espuma excessiva. Controlar a espuma com é4gua fria, usando uma pisseta).

3. Resfriar em banho-maria até a temperatura de 20-25°C.
4. Adicionar 40ml de 1 liquido de flotagao e agitar magnéticamente durante 5 minutos.

5. Deixar em repouso durante 5 minutos.

6. Enquanto espera, misturar 50ml de solugao de Tween-80-isopropanol 40% com 50ml de solugéo
de Na,EDTA-isopropanol 40% e 200mi de isopropanol 40%.

7. Adicionar lentamente a mistura deixando escorrer vagarosamente pelo bastao de agitagdao, mantendo
o topo da rolha logo abaixo da superficie do liquido.

8. Agitar lentamente a porgao de liquido superior, com muito cuidado para ndo movimentar o material
sedimentado.

9. Deixar em repouso durante 5 minutos.

10. Levantar o bastao e girar lentamente a rolha para liberar o material suspenso.

11. Com o topo da rolha logo acima da fase oleosa, encher lentamente o frasco com isopropanol 40 %.
12. Agitar a porgdo liquida superior evitando movimentar o material sedimentado.

13. Prender o bastao de modo que a rolha fique na altura média do frasco.

14. Deixar em repouso durante 5 minutos, girar a rotha para deslocar o material sedimentado.

15. Deixar em repouso durante 20-30 minutos.

16. Coletar a fase oleosa e lavar o gargalo do frasco com isopropanol 40%.

17. Adicionar 35ml de liquido de flotagao e agitar rapidamente para suspender o material vegetal sem
incorporar ar.

18. Deixar em repouso cerca de 20 minutos,

19. Coletar a fase oleosa e filtrar emedapel de filtro riscado juntamente com a primeira porgao coletada.

20. Examinar sob microscopio com aumento de 30X.

Pimenta-da-jamaica

Sujidades leves - método de flutuacdo
Ref. A.O.A.C.n°981.21, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Isopropanol 40% em H,O
- Acido cloridrico fumegante p.a. (HC))
‘ - Solugao de Tween-80-isopropanol 40%(ver item 5. Reagentes)
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- Solugao de etileno diamino tetracetato tetrassédico (Na,EDTA)-isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)

- Oleo mineral (Ver item 5. Reagentes)
Materiais:

- Béquer de 1 litro

- Proveta

- Peneira n® 230

- Aerador de dgua

- Frasco-armaditha de 2 litros

- Barra magnética

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento com agitagao magnética

- Microscopio estereoscopico

Procedimento:

1. Pesar 10g de amostra em béquer de 1 litro.
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9. Ferver lentamente em chapa de aquecimento, com agitacdo magnética, durante 10 minutos.

10. Remover do aquecimento e adicionar imediatamente, escorrendo pelo bastio de agitagao, 100m!
de mistura (1+ 1) de solugdo Tween-80-isopropanol 40% e solugdo de Na,EDTA-isopropanol 40%.

11. Agitar manualmente durante 1 minuto, com movimentos rotatérios suaves.

12. Deixar em repouso durante 10 minutos.

13. Elevar o volume para 800m! com isopropanol 40%.

14. Adicionar 50m| de 6leo mineral e agitar magneticamente durante 3 minutos com velocidade que
produza redemoinho, visualizando-se apenas a superficie superior do bastao de agitagao.
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. Adicionar 500ml de isopropanc! 40%-HC1 (93 partes de isopropanol para 7 partes de HC!).

. Ferver lentamente em vapor durante 10 minutos.

. Transferir o material para peneira n°® 230 usando jatos suaves de dgua aquecida (50-70°C).

. Peneir:':lra amostra com jatos forcados de dgua aquecida, até que as dguas de lavagem saiam limpas.
. Molhar o residuo da peneira com isopropanol 40%.

. Transferir o residuo da beneira para frasco-armadilha de 2 litros usando isopropanol 40%.

. Elevar o volume para 400m! com isopropanol 40%.
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15. Completar o volume do frasco com isopropanol 40% e deixar em repouso durante 30 minutos,
com agitagao intermitente.

16. Coletar a camada oleosa em béquer, tavando o gargalo do frasco com isopropanol 40%.

17. Repetir a extracio usando 35m! de 6leo mineral e agitar manualmente o contetido da base, com
movimentos rotativos.

18. Adicionar isopropanol suficiente para trazer a fase oleosa para o gargalo do frasco.

19. Deixar em repouso durante 30 minutos e coletar a camada oleosa lavando o gargalo do frasco com
isopropanol 40%.

20. Filtrar todo o contetido do béquer em papel de filtro riscado e examinar sob o microscépio com
aumento de 30X. Se excessiva quantidade de tecido vegetal estiver presente, fazer o clareamento
como descrito no item 7.2 deste manual (Ref. AOAC 965.38B(d).

Urucum {moido)

Sujidades leves
Ref. A.O.A.C. n°®978.20, 172 ed., 2000.

Ver Ref. n©978.22

Pimenta-da-guiné (moida)

Sujidade pesada
Ref. A.O.A.C. n® 978.21, 172 ed., 2000.

(Aplicével & pimenta vermelha e cayenne, chili em pé, etc.)

Reagentes:

- Eter de petréleo p.a.
- Tetracloreto de carbono p.a. (CCl)

Materiais:

- Peneira n® 10

- Béquer de 600ml

- Proveta

- Papel de filtro 15cm

- Funil de Blichner

- Capsula de porcelana

- Papel de filtro isento de cinzas

Equipamentos:

- Balanga
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- Placa de aquecimento

- Cape!a |

- Microscépio estereoscépico
- Mufla

Procedimento:
a. Para sujidade pesada e areia

Isolar a sujidade grosseira tal como: larvas, insetos adultos, pedagos de tecido e excreta de
insetos e roedores, passando a pimenta através de peneira n°® 10.

1. Pesar 50g da amostra peneirada em béquer de 600ml.

2. Adicionar 400ml de éter de petréleo.

3. Ferver lentamente durante 30 minutos, adicionando éter de petréleo ocasionalmente para manter
volume constante.

4. Despejar o éter de petréleo sobre papel de filtro (15cm) em funil de Biichner.
5. Adicionar 400ml de CCl, e deixar em repouso durante 30 minutos com agitagao ocasional.

6. Despejar a pimenta e o solvente sobre o mesmo papel de filtro no funil de Biichner, deixando o
residuo pesado de terra e areia no fundo do béquer.

7. Se necessdrio, repetir a decantagdo com CCl, para garantir praticamente a separagio completa dos
tecidos vegetais do residuo pesado.

8. Transferir o residuo do béquer para papel de filtro isento de cinzas e examinar sob microscépio.

9. Se houver quantidade apreciavel de residuo, colocar o papel de filtro em cadinho tarado, incinerar
e determinar o peso de areia e terra.

Pimenta-da-guiné

Sujidades leves - (Ndo se aplica a paprica)
Ref. A.O.A.C. n° 978.22, 172 ed., 2000

(Completar a anélise sem interrupcdo durante a noite).

Pré-tratamento:

Proceder como na Ref. n° 975.49{a), usando 25g de amostra.

Reagentes:

- Alcool a 60% em H,0
- Liquido de flotagdo {ver item 5. Reagentes)
- Solucao de Tween-80-dlcool 60% (ver item 5. Reagentes)
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- Solugdo de Na EDTA-dlcool (ver item 5. Reagentes)
- Alcool comercial a 95% ou isopropanol p.a.

Materiais:

- Peneira n° 230

- Funil

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Béquer

- Papel de filiro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento com agitagdo magnética

- Microscépio estereoscopico
Procedimento:

1. Peneirar com &gua em peneira n° 230, usando dgua aquecida, até que as aguas de lavagem saiam
limpas.

2. Transferir a amostra com aux{lio de uma colher e funil de boca larga para o frasco-armadilha de 2
litros.

3. Lavar o material remanescente na borda da peneira e transferir todo o material para o frasco-
armadilha com élcool 60%.

4. Diluir o volume para 600m| com dlicool 60%.

5. Ferver lentamente em chapa de aquecimento durante 10 minutos. Alternativamente, colocar o
frasco em chapa pré-aquecida, levar 2 ebulicdo e depois transferir para banho-maria com 3-4cm de
4gua e deixar ferver lentamente durante 10 minutos. Esta técnica evita o excesso de espuma formada
com o método de fervura na chapa de aquecimento.

6. Resfriar para temperatura > ou = a 20°C ¢ < 25°C em banho de agua fria.
7. Remover do banho e adicionar 40ml de liquido de flotagao.
8. Elevar o volume para 800ml com &lcool 60% e agitar magneticamente durante 5 minutos.

9. Adicionar 100m! da mistura (1:1) de solugio de Tween-80-dlcool 60% e solugdo de Na EDTA-
ilcool e misturar gentilmente girando o bastdo de agitagdo durante 1 minuto.

10. Deixar em repouso durante 3 minutos.

11. Adicionar vagarosamente dlcool 60%, derramando-o lentamente pelo bastéo de agitagao e mantendo
a rolha acima da fase oleosa, até que a fase oleosa alcance o gargalo do frasco.

12. Girar a rolha do bastao através da porcao inferior do frasco para suspender o material sedimentado.

13. Adicionar alcool 60%, derramando-o lentamente pelo bastao, para elevar a fase ofeosa.
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14. Prender o bastio de agitacdo de modo que a rolha fique na altura média do frasco.
15. Deixar em repouso durante 15 minutos.

16. Girar a rolha gentilmente através da metade superior do liquido para que as bolhas de 6leo
ascendam mais rapidamente.

17. Deixar em repouso durante 15 minutos e depois coletar a camada oleosa em béquer, lavando o
gargalo do frasco com élcool 60%.

18. Filtrar em papel riscado.
19. Adicionar 30ml de liquido de flotacao e agitar manualmente durante 1 minuto.
20. Prender o bastio na altura média do frasco e deixar em repouso durante 10 minutos.

21. Girar gentilmente o bastio na metade superior do liquido e ajustar o nivel do 6leo, de modo gue
fique no topo do gargalo do frasco, com dlcool 60%.

22. Deixar em repouso durante 15 minutos.
23. Coletar a camada oleosa e lavar o gargalo do frasco com alcool 95% ou isopropanol.

24. Filtrar em um segundo papel de filtro riscado e examinar os papéis sob microscépio com aumento de 30X.

Cardamomo, sementes de aipo, coentro, gengibre e pimenta branca

Sujidades leves - método de flutuagdo
Ref. A.0.A.C. n°977.24, 172 ed., 2000 (aplicdvel para condimentos moidos).

Reagentes:

- isopropanol p.a.
- Acido cloridrico fumegante p.a. (HC)

- Lfguido de flotagdo {(ver item 5. Reagentes)
Materiais:

- Béquer de 1 litro

- Barra magnética

- Peneira n® 230

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Proveta
Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento com agitagao magnética

- Microscépio estereoscépice
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Procedimento:

1. Pesar 10g de amostra (25g para pimenta-branca) em béquer de 1 litro contendo 400ml de isopropanol.
2. Adicionar barra magnética e agitar durante 6 minutos, mantendo todos os sélidos em movimento.

3. Despejar a mistura sobre peneira n° 230 e lavar o residuo com dgua até que as aguas dos enxaglies
saiam limpas.

4. Transferir o res{duo da peneira para frasco-armadilha de 2 litros, com auxilio de isopropanol 40%.
5. Adicionar 760ml de isopropanol 40% e 40ml de HCL.

6. Aquecer até a ebuli¢ao vigorosa em chapa de aquecimento com agitagao magnética.

7. Resfriar para 20-25°C em banho de dgua fria.

8. Adicionar 40m| de liquido de flotagdo e agitar magneticamente durante 5 minutos.

9. Deixar em repouso durante 5 minutos.

10. Encher lentamente o frasco com isopropanol 40%, escorrendo o liquido pelo bastdo de agitagao,
mantendo a rolha do bastao logo abaixo da camada de 6leo.

11. Ressuspender o material do fundo do frasco sem perturbar a fase oleosa.
12. Deixar em repouso durante 20 minutos, agitando o fundo ocasionalmente.

13. Coletar a camada oleosa num béquer.

14. Adicionar 30ml de liquido de flotagio e agitar magneticamente durante 30 segundos, enquanto
empurra o 6leo para dentro da camada aquosa inferior. Continuar agitando por mais 4,5min.

15. Deixar em repouso durante 15 minutos.

16. Extrair a camada oleosa e filtrar as porcdes coletadas em papel de filtro riscado. Se a filtragdo
tornar-sesdemorada, usar novo pape! de filtro. '

17. Examinar sob microscépio com aumento de 30X.

Canela (moida)

Sujidades pesadas e leves
Ref. A.O.A.C.,, n°968.38, 172 ed., 2000.

a. Sujidades pesadas e areia
Reagente:

. Tetracloreto de carbono (CCl).
Materiais:

- Tubo de centrifuga 50mt

- Proveta
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- Papel de filtro isento de cinzas
- Cépsula de porcelana tarada
Equipamentos:

- Balanca semi-analitica
- Centrifuga
- Mufla

- Microscépio estereoscépico
Procedimento:

1. Pesar 2g da amostra em tubo de centrifuga de 50ml.

2. Adicionar cerca de 45ml de CCl.,.

3. Centrifugar durante 5 minutos a 800 r.p.m.

4. Agitar a fase superior do liquido e repetir a centrifugacao.

5. Retirar cerca de 2/3 do liquido e a camada flutuante.

6. Adicionar 45ml de CCl,, misturar bem e centrifugar novamente.

7. Retirar tanto quanto possivel do liquido e da camada flutuante, de modo que nao perturbe o residuo
no tubo da centrifuga.

8. Lavar o residuo sobre o papel de filtro de 11cm isento de cinzas, com ccl,.

9. Examinar sob o microscépio. Se houver uma quantidade aprecidvel de residuo, colocar papel de
filtro em cépsula de porcelana tarada, incinerar e pesar a areia e a terra.

b. Sujidades leves (onde estiver especificado &lcool e &lcool 60%, pode-se substituir por isopropanol
e isopropanol 40%, respectivamente. Usar o mesmo dicool em todo o método).

Reagentes:
- Acido cloridrico fumegante p.a. (HCl)
- Isopropanol

- Isopropanol 40% em éagua
- Oleo mineral

Materiais:

- Béquer de 1 litro e de 2 litros
- Proveta

- Barra magnética

- Peneira n° 230
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- Aerador de agua
- Percolador de 2 litros
- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento com agitacado magnética
- Microscépio estereoscopico

Procedimento:

1. Pesar 50g de amostra em béquer de 1 litro.
2. Adicionar 500ml de dgua aquecida (55-70°C) e 50mi de HCI.

3. Agitar em alta velocidade, em barra magnética com aquecimento, por varios minutos, mantendo a

temperatura sem atingir a ebulicao, até dispersar o gel (a suspensdo deve se tornar menos viscosa e 0
redemoinho se tornar mais pronunciado).

4. Despejar em porgdes sobre peneira n° 230, lavando com jatos forcados de &gua aquecida (usando aerador).

5. Depois que todo o material fino passar através da peneira, lavar o residuo alternadamente com
slcool e 4gua aquecida até que a maior parte da espuma e da cor tenha passado.

6. Transferir o residuo para béquer de 2 litros com 4lcoo! 60%, usando uma colher para ajudar na
transferéncia.

7. Elevar o volume para 1 litro com élcool 60%.

8. Adicionar 50ml de HC! e aquecer com agitacdo magnética, sem atingir a ebuli¢do para prevenir a
carbonizacao.

9. Quando a mistura estiver aquecida (cerca de 55°C), adicionar 50ml de ¢leo mineral e agitar
magneticamente durante 4 minutos. '

10. Transferir o contetido do béquer para percolador de 2 litros, lavando o béquer muito bem com
lcool 60%.

11. Levar o volume do percolador para cerca de 1,7 litros com dlcool 60%.
12. Ressuspender o material do percolador, agitando vigorosamente com um bastao de vidro.
13. Lavar o bastio de vidro dentro do percolador com alcool 60%.

14. Deixar decantar durante 3 minutos e drenar imediatamente o material do percolador até cerca de
varios centimetros abaixo da camada oleosa.

15. Encher novamente o percolador com dgua aquecida, adicionando a dgua rapidamente para
ressuspender o material do percolador.

16. Deixar decantar durante 3 minutos e drenar novamente.

17. Repetir as lavagens com dgua agquecida até que o meio aquoso fique praticamente livre de material
suspenso, Com No maximo 7 lavagens.

18. Descartar as dguas de lavagem. -
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19. Drenar a camada de 6leo mineral para dentro de béquer de 1 litro e lavar as paredes do percolador
com enxagiies alternados de 4lcool 95% e agua aquecida (55-70°C), coletando-os no béquer.

20. Filtrar o 6leo mineral e as porgdes de liquido de enxagiies das paredes do percolador em papel de
filtro riscado e examinar sob microscépio.

Canela (ndo moida, natural ou reconstituida)
Sujidades leves

Ref. A.O.A.C. n°969.43, 172 ed., 2000.

Se a amostra for reconstituida, ou se os pedagos nao estiverem enrolados e possuirem 8cm de
comprimento, pesar 100g da amostra diretamente em béquer de 2 litros.

Se a amostra consistir de cascas, quebrar as cascas abertas em pedagos de 8cm e transferir os
pedagos quebrados, incluindo o pé e particulas pequenas para béquer de 2 litros.

Reagentes:

- Acido cloridrico fumegante p.a. (HCI)
- Oleo mineral

- Alcool comercial a 95% ou isopropanol p.a.
Materiais:

- Béquer de 2 litros
- Proveta

- Peneira n° 6 conjugada com a de n°® 230

- Aerador de dgua

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Barra magnética

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Placa de aquecimento com agitagdo magnética
- Microscépio estereoscépico

Procedimento:

1. Pesar a amostra em béquer de 2 litros.
2. Adicionar 1 litro de dgua aquecida (55 -~ 70°C} e 50ml de HCI.
3. Aquecer em chapa de aquecimento até cerca de 60°C.

4. Despejar em porgdes sobre peneira n°6 conjugada com a n°230 (peneira n°6 sobre a n°® 230).
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5. Lavar a amostra da peneira com jatos forcados de agua aquecida, usando aerador, virando os
pedagos maiores com um bastao de vidro, para melhor lavagem.

6. Descartar o material da peneira n° 6 e transferir o residuo da peneira n°230 para frasco-armadilha de
2 fitros, com auxilio de 4gua aquecida e, se necessdrio, uma colher.

7. Elevar o volume do frasco para 1 litro com agua e adicionar 50ml de HCI.

8. Aquecer com agitagdo magnética até cerca de 60-70°C.

9. Adicionar 50ml de 6leo mineral e agitar durante 2 minutos.

10. Completar o volume do frasco com 4gua, deixar em repouso durante 5 minutos.

11. Coletar a camada oleosa em béquer de 250ml.

12. Adicionar 25ml de 6leo mineral e agitar gentilmente com o bastdo durante 1 minuto.

13. Deixar em repouso durante 5 minutos e coletar novamente a camada oleosa.

14. Lavar o gargalo do frasco com élcool ou isopropanol.

15. Filtrar o material coletado em papel de filtro riscado e examinar para insetos e outros artrépodes,

cabelos, excrementos, etc.

Sementes de condimentos

Excrementos de roedores e de insetos - método de sedimentagao
Ref. A.O.A.C. n®945.84, 172 ed., 2000.

Reagente:

- Meio liquido - preparar liquido com densidade aparente de 1,16-1,19, misturando CHCI, ou CCl,
com &lcool ou éter de petréleo.

Materiais:

- Proveta
- Percolador de drogas (adaptado) de 1 litro
- Papel de filtro

Equipamento
- Balanga semi-analitica
Procedimento:

1. Misturar 200g de amostra com 500-700ml de meio liquido em percolador de drogas (adaptado - veja Figura 9).
2. Deixar em repouso durante 30 minutos, agitando a intervalos de 5 minutos.
3. Aprisionar o sedimento na parte inferior do percolador com a tampa de cortiga do bastao.

4. Remover a rolha inferior de modo a liberar todo o sedimento para um béquer.
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W""——’ Bastao de agitagdo

Fase liquida

/)

Excrementos capturados

-
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FIGURA 9, Percolador de drogas (adaptado).

5. Levantar a rolha superior levemente e lavar ¢ tubo e a rolha, permitindo a passagem de pequenas
por¢des de liquido.

6. Agitar a camada superior e fazer mais duas separagdes a intervalos de 5 minutos.
7. Transferir o contetdo do béquer para papel de filtro, drenar o liquido e examinar.
8. Separar os excrementos de roedores e de insetos, secar e pesar separadamente, expressando em mg.

Alho e ¢ebola em pé

Sujidades pesadas e leves
Ref. A.Q.A.C. n°975.50, 172 ed., 2000.

a. Sujidades pesadas e areia
Reagente:

- Tetracloreto de carbono (CCl)
Materiais:

- Béquer de 250m]|
- Proveta
- Funil de Biichner

- Papel de filtro 15¢m e papel de filtro isento de cinzas
- Cépsula de porcelana
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Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Microscépio estereoscépico
- Mufla

Procedimento:

1. Pesar 50g de amostra em béquer de 250ml.

2. Adicionar 200ml de CCI, e agitar bem.

3. Deixar em repouso durante 30 minutos, com agitagao ocasional.
4. Decantar o tecido vegetal em papel de filtro de 15cm em Biichner.

5. Adicionar 100m! de CCl, e repetir a decantagdo até que praticamente n&o permanega tecido vegetal
com areia e terra no fundo do béquer.

6. Transferir o residuo do béquer para papel isento de cinzas, utilizando jatos de CCl, de uma pisseta.

7. Examinar sob microscépio. Se houver quantidade aprecidvel de residuo, colocar o papel em capsula
de porcelana tarada, incinerar e pesar a areia e a terra.

b. Sujidades leves

Reagentes: .

- Solugao de Tween-80-dlcool 60% (ver item 5. Reagentes)
- Heptano comercial contendo menos 8% tolueno
Materiais:

- Frasco—a;madilha de 2 litros
- Proveta
- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Microscépio estereoscopico
- Funil de Buchner
Procedimento:

1. Secar o residuo de tecido vegetal do funil de Biichner, (a), por uma noite a temperatura ambiente ou
1 hora em estufa a 80°C.

2. Transferir para frasco-armadilha de 2 litros.
3. Adicionar 250ml de solucdo de Tween-80-dlcool 60% e misturar bem.

4. Deixar em repouso durante 15-30 minutos.
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5. Adicionar 4lcool 60% até volume de 800ml e fazer a extragdo em frasco-armadilha duas vezes com
75m! e 35m! de heptano, respectivamente, e dlcool 60% como meio liquido (ver item 6 (b)}-Técnicas
Especiais).

6. Deixar em repouso 1 a 1,5 horas para cada extragdo e evitar agitar, exceto poucos movimentos
circulares ascendentes, imediatamente ap6s encher o frasco com élcool 60%.

7. Filtrar em papel riscado e examinar sob microscépio.

Salvia (triturada)

Sujidades leves
Ref. A.O.A.C. n°979.25, 172 ed., 2000

Reagentes:

- CHC|, - cloroférmio p.a.

- Isopropanol p.a.

- Alcool comercial a 95%

- Isopropanol 40% em dgua

- Solugdo de Tween-80-isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)

- Solugdo de Na, EDTA-isopropanol 40% {ver item 5. Reagentes)
- Oleo mineral

Materiais:

- Papel de filtro 32¢m

- Béqueres 400mi e de 1 litro

-Proveta '

- Funil de haste larga

- Funil de Buichner

- Peneira n® 230

- Aerador de dgua

- Barra magnética

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Capela

- Placa de aquecimento com agitagdo magnética
- Microscopio estereoscopico
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Procedimento:

A. Pré-tratamento

1. Formar copo de papel com papel de filtro de 32cm em béquer de 400ml, inseri ‘
1 litro. Retirar o béquer de 400ml e pesar 25g da amostra no copo de papéll?éfrzggg:o g

2. Adicionar 400m! de CHCI, de modo a ficar igualmente distribuido entre o
béquer. ’ copo de papel e o

3. Ferver lentamente durante 10 minutos sobre a chapa de aquecimento em capela. {(Alternativamente
levar ao ponto de ebuligdo em placa de aquecimento e continuar o aquecimento em banho de vapof-
por 10min).

4. Transferir o copo para funil de Biichner e aspirar para diminuir o gotejamento.

5. Retornar o copo para o béquer de 1 litro e repetir a extragao com duas porgdes de 400m! de CHCI,

6. Depois da terceira aspiragio de CHCI,, desligar o vacuo, cobrir a amostra com isopropanol e deixé-la
em repouso durante 1 minuto.

7. Aspirar até diminuir o gotejamento.

8. Repetir mais uma vez a extragao com isopropanol.

B. Isolamento

—

Transferir a amostra do copo de papel para peneira n° 230, com jatos suaves de 4gua aquecida.
2. Lavar com jatos forcados de 4gua aquecida (55-70°C) até que as dguas de lavagem saiam limpas.
3. Lavar com cerca de 100ml de alcool de uma pisseta e deixar em repouso durante 1 minuto.

4. Lavar novamente o residuo da peneira com agua aquecida até que a lavagem saia limpa (sem cor).
. Depois mothar bem com isopropanol 40%.

5 .
6. Adicionar barra magnética no frasco-armadilha de 2 litros, colocar um funil de haste larga na
abertura do frasco e transferir o residuo da peneira para o frasco com uma colher. Enxagiie o material

remanescente nas bordas da peneira com jatos do aerador e transferir para o frasco com isopropanol
40% (total de 400ml).

7. Agitar gentilmente durante a fervura em chapa de aquecimento por 10 minutos. (Alternativamente,

ferver em chapa de agquecimento e continuar aquecendo durante 10 minutos em banho-maria com
cerca de 40mm de dgua em ebuligao).

8. Remover do aquecimento e adicionar imediatamente 100mi de mistura (1 + 1) de solugdo de

Tween-80-isopropanol 40% e solugdo de Na,EDTA-isopropanol 40%, derramando lentamente pelo
bastdo de agitagao.

9. Agitar manualmente durante 1 minuto.
10. Resfriar em banho de dgua & temperatura de 20-25°C.

11. Adicionar 50mi de 6leo mineral. Elevaro volume até 800ml com isopropanol 40%, adicionando-
o lentamente pelo bastao, evitando mistura ou agitagao do conteudo do frasco.
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12. Agitar magneticamente durante 5 minutos e deixar em repouso durante 3 minutos.

13. Adicionar 100m| da mistura (1 + 1) de solugdo de Tween-80-isopropanol 40% e solugdo de
Na,EDTA-isopropanol 40% e agitar gentilmente o liquido da superficie durante 1 minuto.

14. Encher o frasco com isopropanol 40%, derramando lentamente pelo bastdo de agitagao para
minimizar a agitacao do lfquido.

15. Deixar em repouso durante 20 minutos.

16. Coletar a camada oleosa em béquer, lavar o gargalo do frasco com isopropano! 40%, adicionando ao béguer,
17. Adicionar 35ml de 6leo mineral e agitar manualmente durante 1 minuto.

18. Deixar em repouso cerca de 1 minuto e lentamente encher o frasco com isopropanol 40%.

19. Deixar em repouso durante 7 minutos. Girar a rolha para livra-la dos sedimentos.

20. Ajustar o nivel de 6leo no gargalo do frasco com isopropanol 40%, até cerca de 1cm acima da
rolha totaimente erguida .

21. Deixar em repouso durante 8 minutos.
22, Coletar a camada oleosa, lavando bem o gargalo do frasco com isopropanol.
23, Filtrar o material coletado em papel de filtro riscado, lavando bem o béquer com isopropanol.

Examinar sob o microscépio com aumento de 30X.

Noz-moscada (moida)

Sujidades leves
Ref. A.O.A.C. n® 979.26, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Ciorofé.rmio p.a. (CHCL)

- Isopropanol p.a.

- Isopropanol 40%. em dgua
- Oleo mineral

Materiais:

- Copo de papel de filtro

- Béquer de 500ml e de 1000m|

- Peneiran® 230

- Barra magnética

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
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- Placa de aguecimento com agitacdo magnética

- Microscépio estereoscopico

A. Pré-tratamento

1. Formar copo para desengordurar a amostra, com papel de filtro de 32cm, em béquer de 500ml e 1
litro. Remover o béquer de 500ml.

2. Pesar 10g de amostra dentro do copo de papel.

3. Adicionar 400ml de CHCI..

4, Ferver lentamente dﬁrante 10 minutos.

5. Drenar (por gravidade) ou aspirar sob vacuo e descartar o CHCI,.

6. Retornar o copo de pape! no béquer e adicionar 400ml de isopropanol.

7. Aquecer até ebuli¢do vigorosa.

B. Isolamento

1. Peneirar com &gua imediatamente a amostra do item 7, em peneira n°® 230, até que as aguas de
lavagem saiam limpas.

2. Lavar o material retido na peneira com isopropanol 40% e deixar drenar.

3. Transferir o material para frasco-armadilha de 2 litros com isopropanol 40% e diluir o volume até
800ml.

4. Adicionar barra magnética e aquecer até ebuli¢ao vigorosa com agitagao.
5. Adicionar 40ml de 6leo mineral e continuar aquecendo até ebulicao vigorosa.

6. Transferir o frasco para chapa de agitagao fria e agitar durante 5 minutos.

7. Retirar da chapa e encher o frasco com isopropanol 40%, derramando lentamente pelo bastdo de
agitacdo, até trazer a camada oleosa para o gargalo do frasco.

8. Agitar para suspender todo o material sedimentado durante 5 minutos. Depois prender o bastdo na
altura média do frasco.

9. Ap6s 5 minutos, ajustar o nivel do 6leo com isopropanol 40%, de modo que fique Tcm acima da
rolha totalmente levantada e agitar a interface.

10. Deixar em repouso durante 5 minutos e coletar a camada oleosa em béquer.
11. Lavar o gargalo do frasco com isopropanol 40% e coletar no mesmo béquer.
12. Adicionar 30ml de 6leo mineral e agitar manualmente durante 1 minuto.

13. Deixar em repouso durante 10 minutos e coletar a camada oleosa no béquer, lavando o gargalo do
frasco com isopropanol 40%.

15. Filtrar sobre pape! de {iltro riscado e examinar sob microscopio.
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Noz-moscada (reconstituida)

Sujidades leves
Ref. A.O.A.C.n° 971.35, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Cloroférmio p.a. (CHCI,)

- Isopropanol

- Solucdo 4lcool 60%- CaCl, (ver item 5. Reagentes)
- Oleo mineral

Materiais:

- Béquer de 2 litros

- Proveta

- Papel de filtro $&S de 32cm
- Tecido de seda

- Funil de Buchner

- Peneira n° 230

- Frasco-armadilha de 2 litros
- Barra magnética

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)
Equipamentos:

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento com agitagdo magnética
- Microscépio estereoscépico

Procedimento:

1. Pesar 100g de amostra no béquer de 2 litros (50g se o produto usado estiver finamente moido).

2. Adicionar 400ml de CHCI, e ferver durante 5 minutos.

3. Preparar um papel de filtro de 32cm S&S, umedecendo-o com dgua e moldando-0 ao redor da base

de um béquer de 1 litro.

4. Colocar um disco de 7cm de tecido de seda (o tamanho da abertura ndo é critico) em um funil de
Biichner com prato perfurado de 10cm de didmetro, colocar o papel de filtro, aplicar o vacuo, e
pressionar o papel umedecido até obter uma boa vedacéo.

5. Lavar o papel de filtro com isopropanol e aspirar até quase secar.

6. Transferir a noz-moscada para o papel € aspirar para retirar o CHCI,.
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7. Transferir o pape! contendo tecidos do condimento para o béquer original.

8. Adicionar 400m! de CHCI, e ferver durante 5 minutos.
9, Resfriar por alguns minutos, suspender o papel, drenar e descartar o CHCI..

10. Recolocar o papel no béquer, adicionar 400ml de CHCI, e repetir pela terceira vez a fervura
durante 5 minutos.

11.Colocar o papel em Biichner e aspirar o CHCl,, manter a sucgio durante 5 minutos apds cessar o gotejamento.

12. Desligar o vacuo e adicionar isopropanol o suficiente para cobrir o condimento, deixar em repouso
por alguns minutos e aplicar vdcuo novamente até cessar o gotejamento.

13. Repetir a lavagem com isopropanol e aspirar até cerca de 5 minutos depois que cessar o gotejamento.
14. Transferir o condimento retido para peneira n° 230, usando jatos de dgua aquecida (55-70°C)em abundancia.

15. Lavar o material na peneira com jatos forgados de dgua aquecida, usando aerador, até que o
residuo se mantenha constante.

16. Transferir o material retido na peneira para frasco-armadilha de 2 litros, usando inicialmente uma
colher e depois com solugdo alcodlica de CaCl, contida em uma pisseta.

17. Adicionar barra magnética e levar o volume do frasco para 1 litro com solugao alcool 60%-CaCl,.
18. Adicionar 50ml de HCI.
19. Aquecer até ebulicio completa com agitagdo magnética lenta.

20. Ap6s a ebulicio transferir imediatamente o frasco para chapa de agitagao fria e adicionar 40ml| de
6leo mineral, derramando-o lentamente pelo bastéo de agitagao.

21. Agitar magneticamente durante 2 minutos.

22. Completar o volume do frasco com solugao alcool 60%-CaCl, e agitar gentilmente durante 5-
10minutos com o bastao de agitagao.

23. Deixar em repouso durante 2 minutos e coletar a (;amada oleosa em um béquer.

24. Adicionar 35ml de 6leo mineral e agitar manualmente 30 segundos.

25. Deixar em repouso durante 10 minutos.

26. Repetir a extracao da camada oleosa.

27. Lavar o gargalo do frasco com isopropanol e transferir o enxagiie para 0 mesmo béquer.

28. Filtrar em papel de filtro riscado e examinar sob microscépio.

Orégano (moido)

Sujidades leves
Ref. A.O.A.C. n° 969.44, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Alcool a 15% (preparar previamente cerca de 1700ml por amostra)
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- Alcool a 60% em 4gua

- Solucao Tween-80-dlcool 60% (ver item 5. Reagentes)
- Solugdo Na,EDTA-dlcool 60% (ver item 5. Reagentes)
- Oleo mineral

Materiais:

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Proveta

- Béquer de 250 ml

- Placa de Petri

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Placa de aquecimento com agitagdo magnética

- Microscépio estereoscopico

Procedimento:

1. Pesar 10g de amostra no frasco-armadilha de 2 litros.

2. Adicionar 400ml de alcool a 60%.

3. Ferver gentilmente durante 10 minutos, girando ocasionalmente o frasco gentilmente e/ou usando o
bastao de agitacdo para evitar 0 acimulo de material nas paredes do frasco acima da superficie

do ligquidq.

4. Retirar do aquecimento e adicionar imediatamente 100ml da mistura (1 + 1) de solugao Tween-80-
alcool 60% e solugio de Na EDTA — dlcool 60%.

5. Girar o frasco algumas vezes, usando o bastdo para retirar material aderido nas paredes do frasco.
6. Deixar em repouso durante 10 minutos em banho de dgua fria.

7. Elevar o volume para 800ml com dlcool 15%.

8. Adicionar 50ml| de 6leo mineral e agitar magneticamente durante 2 minutos.

9. Completar o volume do frasco com alcool 15% e agitar manuaimente a intervalos de 2-3 minutos
durante 20 minutos.

10. Prender o bastio de agitacio de modo que a rolha fique acima do material sedimentado na base do frasco.
11. Deixar o frasco em repouso durante 10 minutos.
12. Coletar a camada oleosa e filtrar em papel riscado.

13. Examinar sob microscépio.
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Paprica
Contaminacdo grosseira - ver Ref. A O.A.C. n° 960.51, 172 ed., 2000.

Sujidades leves (Paprica moida)
Ref. A.O.A.C. n° 977.25, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Isopropanol p.a.

- Isopropano! 40% em agua

- Solucio de Tween-80-isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)
- Solugao de Na, EDTA-isopropanol 40% (ver item 5. Reagentes)
- Oleo mineral

Materiais:

- Papel de filtro de 32cm

- Béquer de 500ml e de 1 litro
- Proveta

- Funil de Biichner

- Peneira n° 230

- Aerador de agua

- Frasco-armaditha

- Barra magnética

- Papel de filtro riscado (ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos: :l

- Balanga semi-analitica
- Placa de aquecimento com agitagado magnética U
- Capela

- Microscopio estereoscopico I
Procedimento: |
A. Pré-tratamento

1. Formar copo com papel de filtro de 32em (filtracdo rapida), moldando-o na base do béquer de
500m! e colocando este dentro de béquer de 1 litro.

2. Remover o béquer de 500ml, deixando o copo de papel no béquer de 1 litro.

3. Adicionar 25g da amostra.
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4. Despejar 400m| de isopropanol dentro do béquer, distribuindo-os uniformemente dentro e fora do
copo de papel.

5. Colocar em chapa de aquecimento previamente aquecida e ferver gentilmente durante 10 minutos
exatamente. (Alternativamente, levar 4 ebulicdo em chapa de aquecimento e continuar a fervura em
banho de vapor aberto, durante 10 minutos).

6. Remover o copo de pape! do béquer e deixar drenar por gravidade ou colocéd-lo em funil de Blichner
e aspirar para diminuir o gotejamento.

7. Descartar o liquido. Voltar o copo de papel para o béquer de 1 litro e repetir mais duas vezes a
extracdo com 400ml de isopropanol.

B. Isolamento

1. Transferir a amostra do copo para peneira n° 230 com jatos de dgua, evitando respingos e a perda de amostra.

2. Peneirar lavando a amostra com jatos forcados de dgua aquecida, usando aerador, até que as dguas

de lavagem saiam limpas (ignorar a espuma produzida pela acio forte dos jatos de dgua sobre
a paprica).

3. Colocar 400ml de isopropanol 40% numa piceta e deixar reservado.

4, Colocar um funil de boca larga no gargalo do frasco-armadilha e transferir a massa de amostra retida
na peneira com jatos de isopropanol 40% da pisseta.

5. Lavar o material restante na peneira para a borda com dgua aquecida e completar a transferéncia
para o frasco-armaditha com jatos de isopropanol 40% (da pisseta). Lavar as paredes do frasco com
isopropanol 40%.

6. Despejar o que restou dos 400ml de isopropanol 40% da piceta no frasco-armadilha.

7. Colocar em chapa de aquecimento e ferver gentilmente durante 10 minutos.

8. Girar o frasco para retirar o material que fica aderido nas paredes (nao deixar o material acumulare
secar nas paredes do frasco).

9. Remover o frasco do aguecimento e adicionar imediatamente 100m| da mistura (1 + 1) da solugéo
de Tween-80-isopropanol 40% e solugdo de Na,EDTA-isopropanol 40%.

10. Agitar gentilmente cerca de 1 minuto e deixar em repouso durante 10 minutos.

11. Elevar o volume para 800ml com isopropanol 40%, adicionando-os lentamente pelo bastao
posicionado com a rolha logo acima do nivel do liquido.

12. Adicionar 50ml de éleo mineral e agitar magneticamente por 3 minutos com a rotha do bastao de
agitacdo localizada acima do nivel do liquido.

13. Adicionar isopropanol 40% lentamente pelo bastdo, até trazer o éleo para o gargalo do frasco.

14, Deixar em repouso cerca de 10 minutos.

“15. Lavantar a rolha para a altura média do frasco e girar gentilmente para movimentar o liquido da
camada superior e acelerar a subida das gotas de éleo dispersas.

16. Lavar o bastao de agitacio com isopropanol 40% e prendé-lo de modo que a rolha fique na altura
média do frasco.
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17. Adicionar isopropanol 40% pelo bastio, elevando o nivel inferior da camada de 6lec cerca de 1cm
acima da extremidade superior da rolha completamente levantada.

T
S

18. Deixar em repouso durante 10 minutos e girar o frasco gentilmente.
19. Deixar em repouso completo durante 10 minutos e exirair a camada oleosa em béquer.

20. Adicionar cerca de 35m! de éleo mineral e agitar manualmente durante 1 minuto, com velocidade
suficiente para movimentar o 6leo pelo frasco-armadilha.

21. Adicionar cerca de 20ml de isopropanol 40% e agitar a intervalos de 5 minutos durante 20-25
minutos.

22. Deixar em repouso durante 5-10 minutos.

23. Extraira camada oleosa em um segundo béquer e lavar o gargalo do frasco com alcool ou isopropanol
néo diluido.

24, Filtrar as solucoes dos dois béqueres em funil de Biichner, separadamente, em papéis de filtro
riscados, lavando cada béquer cuidadosamente com isopropanol.

25. Examinar sob microscépio em aumento de 30X.

Pimenta-preta (somente para pimenta-preta moida)

Sujidades leves
Ref. A.O.A.C.n°972.40 A, 172 ed., 2000.

Reagentes:

- Isopropanol p.a.
- Isopropanol 40% em H,0
- Liquido de flotacao (ver item 5. Reagentes)

Materiais:

- Béquer de 400ml

- Peneira n° 230

- Aerador de dgua

- Proveta

- Frasco-armadilha de 2 litros

- Barra magnética

- Papel de filtro riscado.(ver item 4. Mat. e Equip.)

Equipamentos:

- Balanga semi-analitica

- Placa de aquecimento com agitagao magnética
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- Capela

- Microscopio estereoscopico

Procedimento:
1. Pesar 50g de amostra (ou usar o material vegetal que flutuou no método Ref. n° 972.40B), em béquer
de 400m| e adicionar dgua aquecida (55-70°C) suficiente para obter uma pasta fina.

2. Despejar a pasta em peneira n° 230 e lavar com jatos de 4gua aquecida, usando aerador até o
efluente ficar claro.

3. Lavar o residuo na peneira com cerca de 100ml de isopropanol e deixar drenar.
4. Transferir o residuo da peneira para frasco-armadilha de 2 litros, usando isopropanol a 40%.
5. Elevar o volume para 800ml com isopropanol 40% e aquecer até a ebuligdo com agitagdo magnética.

6. Esfriar a temperatura ambiente em banho-maria. Adicionar 40ml de liquido de flotagao e agitar
durante 3 minutos.

7. Deixar a fase oleosa separar durante 5 minutos e depois encher o frasco com isopropanol 40%,
escorrendo o liquido pelo bastao de agitagao

8. Deixar em repouso durante 20 minutos com agitagdo suave a intervalos de 5 minutos.
9. Coletar a fase olecsa em béquer de 250ml.

10. Repetir a extragdo com 20ml de liquido de flotagdo, agitando gentilmente apds a adigao
{manualmente), evitando disttrbio na camada do fundo.

11. Deixar em repouso durante 10 minutos e coletar a fase oleosa.

12. Filtrar em papel de filtro riscado e examinar sob microscépio.

Pimenta-preta e branca moida

Sujidades pesadas e areia
Ref. A.O.A.C. n° 972.40 B, 172 ed., 2000.

Reagente:

- Tetracloreto de carbono (CCi))

Materiais:

- Béquer de 600ml

- Proveta

- Papel de filtro {15cm)

- Funil de Biichner

- Papel de filtro isento de cinzas
- Capsula de porcelana tarada
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Equipamentos:

- Balanca semi-analitica

- Capela

- Mufla

- Microscépio estereoscopico

Procedimento:

1. Pesar 50g de amostra em béquer de 600ml.
2. Adicionar 400mi de CCl, e deixar o béquer em repouso por no minimo 1 hora, agitando ocasionalmente.

3. Despejar a pimenta e o solvente sobre o papel de filtro (15cm) em funil de Blchner, deixando o
residuo pesado de areia e terra (se houver) no béquer.

4. Repetir a decantagdo com CCl,, se for necessario, para assegurar a separacao do tecido vegetal de
sujidades pesadas.

5. Transferir o residuo do béquer para papel de filtro isento de cinzas e examinar sob microscépio. Se
houver quantidade de residuo apreciével, colocar o papel de filtro em cépsula de porcelana tarada,
incinerar e pesar a areia e a terra. :
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Tribolium sp.

Oryzaephilus sp.

FIGURA 1. Coledpteros adultos.
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Fragmentos de insetos

Araecerus fasciculatus (DeGeer) - larva

FIGURA 2. Fragmentos de insetos, larva e pupas.
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FIGURA 3. Sujidades encontradas em alimentos.
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L epidoptera - adulto

R 5 it 35

Plodia interpuncteffa (Hibner) - lagarta

FIGURA 5. Lepidoptera - adulto, lagarta e teia.
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FIGURA 6-01. Pélo de defesa de ratazana (Rattus norvegicus); escama de defesa padrao; 6-02. Pélo de defesa de ratazana;
setas das escamas; 6-03, Pélo de defesa de ratazana; drea mediana (salicilato de metila); 6-04. P&lo de defesa de ratazana; drea
mediana (dgua); 6-05. Pélo de defesa de ratazana; 4rea distal de protecdo (salicilato de metila); 6-06. P&lo de defesa de
ratazana; drea distal de protecio (dgua); 6-07. Pélos de defesa de ratazana; secOes transversais de pélos representativos.

Fonte: VAZQUES(1985).
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FIGURA 7-01. Pélo de defesa de ratazana (Rattus norvegicus); porgao proximal; (salicilato de metila);

7-02. Pélo de defesa de

ratazana; porcio proximal (agua); 7-03. Pélo de defesa de ratazana; porcao distal (salicilato de metila); 7-04. Pélo de defesa

de ratazana; porgio distal (&gua).

Fonte: VAZQUES (1985).
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FIGURA 8-01. Pélo de ratazana (Rattus norvegicus);constrigio entre dois nddulos distais; (4gua); 8-02. Pélo de ratazanasestrutura
medularde &rea comprimida; 8-03. Pélo de ratazana;nédulo subterminal; (salicilato de metila); 8-04. Pélo de ratazana:nédulo
subterminal; (4gua); 8-05. Pélo de ratazana ;estrutura medular; (imersio em &leo); 8-06. P&lo de ratazana; drea digerida
sugerindo origem fecal do fragmento de pélo.

Fonte: VAZQUES (1985).

142

b




9-03

Microscopia em Alimentos

FIGURA 9-01. Pélo de defesa de rato de telhado (Rattus rattus); area central; (salicilato de metila); 9-02. Pélo de defesa de rato
de telhado; drea central; (4gua); 9-03. Pélo de rato de telhado em grande aumento (dgua); 9-04. Pélo de rato de telhado;
internédulo ou constrigiio entre dois nédulos distais; verificase a falta de célula medular & esquerda do centro; (salicilato de
metila); 9-05. Pélo de rato de telhado; nddulo subterminal; (salicilato de metila); 9-06. Pélo de rato de telhado; nédule

subterminal; (dgua).

Fonte: VAZQUES (1985),
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FIGURA 10-01. Pélo de defesa de camundongo (Mus musculus); irea central; (salicilato de metila); 10-02. Pélo de defesa de
camundongo; area central; (agua); 10-03. Pélo sensorial de camundongo; porgao proximal; (salicilato de metila); 10-04. Pélo
sensorial de camundongo; porgdo proximal; (dgua); 10-05. Pélo sensorial de camundongo; porcao distal; (salicilato de
metila); 10-06. Pélo sensorial de camundongo; porgio distal; (dgua).

Fonte: VAZQUES (1985).
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FIGURA 11-01. Pélo de camundongo (Mus musculus); constricao entre dois néduios distais; (salicilato de metila); 11-02. Pélo de
camundongo; estrutura medular de drea constrita; (4gua); 11-03. Pélo de camundongo; nédulo subterminal; (salicilato de
metila); 11-04. Pélo de camundongo; nodulo subterminal; (agua); 11-05. Pélo de camundongo; notam-se as células medulares
excepcionalmente extensas; (agua); 11-06. Pélo de camundongo; area digerida; (sgua); 11-07. Pélo de pé de camundongo;
{agua). ’

Fonte: VAZQUES (1985).
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FIGURA 12-01, Pélos de gato (Felis catus); segdes transversais caracterfsticas; 12-02. Pélo de gato: constricdes proeminentes {
como esta ndo 580 muite comuns; 12-03. Pélo de defesa de gato; {salicilato de metila); 12-04. Pélo de defesa de gato (dgua);

12-05. Pélo de gato; (salicilato de metila); 12-06. Pélo de gato; (dgua); 12-07. Pélo de gato; (salicilato de metila); 12-08. Pélo
de gato; {igua).

Fonte: VAZQUES (1985).
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FIGURA 13-01. Pequeno pélo de defesa de cao (Canis familiaris); (salicilato de metila); 13-02. Pélo de defesa de cao; notar
vactiolos redondos proeminentes; (salicilato de metila); 13-03. Pélo de defesa de cio; notar lacuna lenticular préxima ao
centro do pélo (agua); 13-04. Pélo de cao; (salicilato de metila); 13-05. Pélo de cao; (dgua); 13-06. Pélo de cao; notam-se

grandes pigmentos corticais fusiformes agregados

Fonte: VAZQUES (1985).

(dgua); 13-07. Pélo de cao; area levemente pigmentada; (&gua).
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FIGURA 14-01. Pélo de boi (Bos taurus} com medula cheia de ar mostrando sulcos de paredes lisas; 14-02. Pélo grande de
boi; {agua); 14-03. Pélo de boi mostrando grandes espacos abertos na medula; (salicilato de metila); 14-04. Pélo de boi de
tamanho médio com muitos pigmentos ovoides grandes agregados ac cdrtex; (dgua); 14-05. Pélo fino de boi; (dgua). i

Fonte: VAZQUES (1985).
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FIGURA 15-01, Pélo de cabra (Capra hircus) com medula cheia de ar mostrando paredes serreadas conspicuas; 15-02. Pélo
grosso de cabra; (salicilato de metila); 15-03. Pélo fino de cabra; (4gua); 15-04. Pélo grosso de cabra; (dgua).

Fonte: VAZQUES (1985).

FIGURA 16-01. Pélo de suino (Sus scrofa); (dgua); 16-02. Pélo de suino; (Agua); 16-03. Pélo de
metila); 16-04, Pélo de suino; notar evaginacio da medula na forma de dedo; (salicilato de metila).

Fonte: VAZQUES (1985}).

suino; (salicilato de
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FIGURA 17-01. Pélo grosso de cavalo (Equus caballus); (salicilato de metila); 17-02. Pélo grosso de cavalo; (dgua); 17-03. Pélo
fino de cavalo; (salicilato de metila); 17-04. Pélo fino de cavalo; (4gua).

O T -

Fonte: VAZQUES (1985).

G Sy R 2

e

2-. j il _4;\_63 —

-

150

o

F

SR VPR N
: 4




Microscopia em Alimentos
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FIGURA 18-01. Pélo de barba humana mostrando duas matizes de distribuicdo pigmentar; cuticula espessa com escamas
justapostas visiveis, na parte superior da figura; (salicilato de metila); 18-02. Cabelo humano; (dgua); 18-03. Cabelo humano
loiro mostrando fuso cortical; pequena mancha fusiforme alongada préxima a medula; (4gua); 18-04. Pélo pubiano mostrando
cuticula espessa, ampla medula nodosa e pigmentagao irregular; (salicilato de metila); 18-05. Cabelo humano castanho com
medula fragmentéria; (dgua).

Fonte: VAZQUES (1985).
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