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PREFACIO

Ha uma caréncia de livros brasileiros que abordem exclusivamen-
te metodologias de analises qualitativas e quantitativas como meio de
pesquisa. Além desse fato, faz-se necessario trazer a tona a discussao
sobre a qualidade dos alimentos, com vista a atender as demandas con-
temporaneas de pesquisa e de satide publica. F exatamente para cobrir
essas lacunas que este livro foi organizado. Com ele, objetiva-se abordar
metodologias de analise que sao rotineiramente utilizadas em laborato-
rios de controle de qualidade de produtos alimenticios, em especial das
carnes. Considerando que o consumo de carne cresce em todo o mun-
do devido a uma necessidade fisiolégica de ingerir proteinas, a carne
também fornece outros minerais, tais como ferro, fésforo e potassio.
Ressalta-se ainda que a vitamina B12 encontra-se exclusivamente em
produtos de origem animal, logo se percebe a importancia da presenca
desses alimentos na composicao de uma dieta saudavel.

Nesse contexto, o controle de qualidade tornou-se impres-
cindivel em todos os locais de produgao de alimentos, devido ao
fato de que o Brasil é um grande produtor de carnes para consumo
interno e exportagdo. Ao mesmo tempo, ha uma grande demanda
por alimentos mais saudaveis e seguros para atender a um publico

que esta cada vez mais exigente.

Ao desenvolver o presente trabalho, os autores buscaram sis-
tematizar um conjunto de metodologias analiticas desenvolvidas
pelo Ministério da Agricultura (MAPA), voltadas para estudantes e
profissionais da area de alimentos. Os roteiros analiticos apresentam
uma breve definicio conceitual, facilitando ao leitor um maior en-
tendimento, seguido de uma sequéncia de procedimentos descritos
de forma a permitir a reprodutibilidade das analises, otimizando
assim a aprendizagem ou a aplicacdo das técnicas apresentadas em
laboratérios de controle de qualidade.

Organizado pelos Tecnélogos de Alimentos (UEPA — Mara-




ba) em parcerias com as professoras Doutoras Pesquisadoras, Vito-
ria Seixas (UEPA) e Rosemary Coutinho (IFPA), o presente livro foi
construido visando contribuir com a pesquisa académica e a forma-
¢ao profissional dos discentes.

Prof. Dr. Cléber Silva e Silva
Graduagio em Licenciatura em Quimica pela
Universidade Federal do Para (2004), mestrado
e doutorado em Quimica pela Universidade Fe-
deral do Para (2013). Atualmente, é Professor
Pesquisador do Instituto Federal de Educagio,
Ciéncia e Tecnologia do Para (IFPA).
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1. CARNES

1.1. DEFINICAO

Denominam-se carnes as partes musculares comestiveis das
diferentes espécies de animais de agougue, manipuladas em condi-
¢Oes higiénicas e provenientes de animais que ao abate se apresen-
tam em boas condi¢oes de saude, certificados por médico veteri-
nario responsavel pelo servico de inspecao. As carnes frescas ou
natura deverao ser entregues a0 consumo conservadas sob refrigera-
¢ao, sendo avaliadas quanto a sua seguranca higiénico-sanitaria, clas-
sificagao, presenca de conservadores, caracteristicas fisico-quimicas,
microscopicas, microbioldgicas e sensoriais.

A composic¢ao da carne depende da espécie animal, raga, sexo,
maturidade, regime alimentar e localizagdo anatdmica do musculo,
entre outras caracteristicas. Em geral, a carne contém aproxima-
damente 75% de seu peso em 4gua (com variacao de 65 a 80%).
As proteinas representam 19% (com variagao de 16 a 22%) e sdao
um dos componentes mais importantes no aspecto nutricional. As
substancias nitrogenadas nao protéicas (ATP, ADP, IMP, NAD,
NADP, creatina, aminoacidos livres etc.) totalizam 1,5%. O con-
teudo lipidico da carne é muito variavel, entre 1,5 e 13%. O teor de
carboidratos ¢ baixo, variando de 0,5 a 1,3% do peso. Além disso,
as carnes contém NuUMErosos compostos inorganicos que, somados,

totalizam 1% (IAL, 2008).

1.1.1. Preparo da Amostra

e Retire por¢oes de varias regides da peca, sem grandes vasos,
0ssos, peles, tecidos adiposos e aponevroses, tendo, entretanto,
o cuidado de nao descaracterizar a amostragem.

e Homogeneize passando o material trés vezes em moedor de
carne, utilizando disco de 3mm de diametro.
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e Misture bem apos cada moagem.

e Alternativamente, utilize um processador de alimentos para o
preparo da amostra.

e DParticular atengao deve ser dada a certos tipos e/ou cortes de
carne, para assegurar distribui¢ao uniforme de gordura e tecido
conjuntivo na moagem, sempre objetivando que a amostragem
represente realmente a pega inicial ou amostra recebida.

e A cada intervalo, reincorpore com auxilio de espatula a gordura
aderida a superficie do equipamento e o tecido conjuntivo preso
nas facas.

e Utilize amostra representativa com peso de 200g. Coloque a
amostra em frasco hermeticamente fechado. De preferéncia,
comece imediatamente todas as determinagoes. Se houver
alguma interrup¢ao, mantenha a amostra sob refrigeraciao para
inibir a decomposi¢do. Guarde a 5°C por ate 24 h ou congele a
amostra a -18°C.

e No momento da pesagem, homogeneize reincorporando a
possivel separacao do liquido, gelatina ou gordura.

1.1.2. Caracteristicas Sensotiais

O exame sensorial da aparéncia, textura, odor e sabor ¢ de
grande importancia, pois sdo essas as caracteristicas que mais se al-
teram no inicio da deterioracao das carnes.

Aparéncia — Propria de cada espécie, uniforme, sem acumulo
sanguineo, sem corpos estranhos e sem presenca de limo na su-
perficie. A gordura deve ser de uma tonalidade que varia de branca
a amarela e ndo deve apresentar pontos hemorragicos. A cor das
carnes deve ser uniforme, sem manchas escuras ou claras, varian-
do nas espécies bovina e bubalina, do vermelho-escuro ou parda-
cento ao vermelho-cereja ou claro; na espécie suina, a superficie
de corte deverd apresentar-se com uma apaténcia marmorea (em
diferentes niveis ou intensidades), sem flacidez e nao exsudativa,
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apresentando matizes de vermelho rosado-escuro (carne suina es-
cura, firme e seca — Tipo DFD) ou vermelho-réseo (carne suina
fresca) a réseo-palido ou esbranquigado (carne suina palida, mole
e exsudativa — Tipo PSE). Nos equinos e muares, seu tom ¢ vet-
melho-escuro, enquanto nas aves varia de amarelo-avermelhado
ao amarelo-esbranquicado. Essas coloragdes podem também estar
relacionadas ao frescor e ao tempo de exposi¢iao do corte a0 am-
biente, pois a medida que o corte envelhece ocorre o escurecimen-
to da superficie, que se torna progressivamente escura ou acinzen-
tada, podendo apresentar iridescéncia ou coloragoes esverdeada e
azulada, pela acao de microrganismos.

Texctura — A textura da carne normalmente é firme, compacta,
elastica e ligeiramente umida. A gordura deve mostrar-se firme ao
tato. No inicio da putrefacio, a superficie torna-se viscosa ou limosa

e a carne perde a firmeza.

Odor — As carnes frescas devem apresentar um odor suave,
agradavel e caracteristico de cada espécie, tornando-se amoniacal,
sulfidrico e depois putrido, quando em estado de deterioragao. A
gordura também deve ter odor suave e caracteristico, sendo indica-
tivos de alteracao os odores modificados ou o odor e ranco. O odor
da carne suina tende a ser mais intenso em animais inteiros (odor
espermatico), sendo mais perceptivel quando a carne é aquecida, o
que facilita o desprendimento e, portanto, a percepcao dos odores
improprios ou alterados.

Sabor — Suave e caracteristico, proprio de cada espécie. O sa-
bor varia consideravelmente segundo a espécie, raga, idade e regime
alimentar do animal. Um complexo conjunto de substancias quimi-
cas ¢é responsavel pelo sabor da carne.

14



1.2. PROVA DE COCCAO

1.2.1. Principio

A prova de cocgao auxilia na determinagao das alteragdes das
caracteristicas sensoriais de aparéncia, odor, textura e sabot, sen-
do utilizada para carne fresca, carne cozida e produtos carneos. O
aquecimento da amostra facilita o desprendimento de vapores e,
portanto, a percep¢ao de odores improprios ou alterados. Funda-
menta-se na observaciao das modificacbes de textura, odor e sabor
ocorridas nos alimentos em infcio de decomposicao, ressaltadas
quando a amostra e submetida ao aquecimento (IAL, 2008).

1.2.2. Material

I Bico de Bunsen;

II.  Chapa aquecedora ou banho-maria;
III.  Balanca semi-analitica;

IV.  Béquer de 250mL;

V. Vidro de relégio.

1.2.3. Procedimento
e Utilize amostra moida e devidamente homogeneizada.

e Em um béquer de 250mL, coloque aproximadamente 20g de
amostra, cubra com 4gua e tampe com vidro de relégio.

e Aqueca até o inicio dos primeiros vapores, destampe e perceba
o odor dos vapores produzidos.

e O odor amoniacal ou sulfidrico e facilmente identificado. Ferva
por mais 5 minutos e observe as caracteristicas da carne e do
caldo.

e O sabor deve ser proprio e a textura firme.
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1.3. GLICIDIOS POR CROMATOGRAFIA
DESCENDENTE EM PAPEL - PROVA
QUALITATIVA

1.3.1. Principio

Os métodos cromatograficos aplicaveis 4 pequenas quantida-
des de amostra sio os mais uteis para identifica¢ao de glicidios. A
cromatografia em papel, usando solventes e reveladores apropriados,
permite nao sé a identificacdio como a determina¢ao quantitativa,
eluindo-se as manchas do papel e determinando colorimetricamente
a concentracao dos glicidios correspondentes. Pode-se correr um
cromatograma com solvente apropriado e, uma vez revelado,
identificar os glicidios, comparando os valores de Rf com os dos
padrdes usados paralelamente a amostra (IAL, 2008).

1.3.2. Material

I Balanca analitica;

II.  Estufa;

III.  Papel para cromatografia Whatman n° 1;

IV.  Pipetas de 1 e 5mlL;

V. Capilares de vidro;

VI. Cuba cromatografica com canula;

VII. Atomizador;

VIII. Béquer de 250mL;

IX. Funil de vidro e frasco Erlenmeyer de 100mL.

1.3.2.1. Reagentes

L Solucbes-padrao a 2% dos agucares a serem identificados;
II.  n-Propanol;
III.  Acetato de etila;
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IV.
V.
VI.

VIL

1.3.

1.3.

1.3.

Solucio de anilina a 4%, em alcool;
Solucio de difenilamina a 4%, em metanol,
Acido fosférico;

Fase mével — n-propanol - acetato de etila - agua (65:10:25).

2.2. Preparo da solugio

2.3. Solucio reveladora

Em um frasco Erlenmeyer, prepare a mistura de solugao de
anilina a 4%, em alcool (5 mL), solucao de difenilamina a 4%,
em metanol (5mlL) e acido fosférico (ImL).

3. Procedimento

Pese cerca de 10g da amostra em um béquer de 250mL e dissolva
com aproximadamente 100mL de agua, mantendo em contato
por no minimo duas horas.

Filtre em papel de filtro, recolhendo o filtrado em béquer de
250mL.

Reserve o filtrado para aplicar no papel para cromatografia.

Corte o papel Whatman n° 1 comlargurade 15cm e comprimento
de 57cm.

Fa¢a uma linha com grafite ao longo da largura do papel, a 6cm

da base.

Marque seis pontos com a distancia minima de 3cm uns dos
outros. Aplique, utilizando capilar de vidro, duas gotas das
solugoes-padrio de agucares e quatro gotas do filtrado da
amostra nos pontos marcados do papel cromatografico.

Coloque a fase mével numa canula de vidro, tampe a cuba e
mantenha no minimo uma hora para saturagao da mesma.

Coloque o papel, adequadamente, com a extremidade em que
foram aplicados os padroes e a amostra na canula.

Fixe o papel na canula, usando um bastao de vidro como apoio.
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e Corra o cromatograma descendentemente por cerca de 12
horas, retire o papel e deixe secar ao ar, em uma capela.

e Aplique o revelador sobre toda a superficie do papel, com
auxilio de atomizador.

e Seque o papel em estufa a (100 - 105)°C, até o aparecimento de
manchas caracteristicas quanto a cor dos respectivos Rf’s.

e Compare os valores dos Rf’s dos padrdes com os Rf’s dos
componentes da amostra.

1.3.3.1. Cilculo do fator de retencao, Rf:
Dc
= _R
Ds 4
Onde:

Dc = distancia percorrida pelo componente da amostra ou padrao

Ds = distancia percorrida pela fase moével.

1.4. RESIDUO POR INCINERACAO — CINZAS

1.4.1. Principio

Residuo por incineragao ou cinzas ¢ o nome dado ao residuo
obtido por aquecimento de um produto em temperatura proxima a
(550-570)°C. Nem sempre este residuo representa toda a substancia
inorganica presente na amostra, pois alguns sais podem sofrer redu-
¢ao ou volatilizagao nesse aquecimento. Geralmente, as cinzas sio
obtidas por ignicao de quantidade conhecida da amostra. Algumas
amostras contendo sais de metais alcalinos que retém proporcoes
variaveis de dioxido de carbono nas condi¢des da incineracao siao
tratadas, inicialmente, com solugao diluida de acido sulfurico e, apos
secagem do excesso do reagente, aquecidas e pesadas. O residuo é,
entdo, denominado “cinzas sulfatizadas”. Muitas vezes, é vantajoso
combinar a determinacdo direta de umidade e a determinacao de
cinzas, incinerando o residuo obtido na determinaciao de umidade.
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A determina¢ao de cinzas insoluveis em acido, geralmente
acido cloridrico a 10% v/v, d4 uma avaliacio da silica (areia) exis-
tente na amostra.

Alcalinidade das cinzas é outra determinacio auxiliar no co-
nhecimento da composi¢ao das cinzas.

Uma analise global da composicao das cinzas nos diferentes ali-
mentos, além de trabalhosa, nao ¢ de interesse igual ao da determina-
¢ao de certos componentes, conforme a natureza do produto. Outros
dados interessantes para a avaliagao do produto podem ser obtidos no
tratamento das cinzas com agua ou acidos e verificagao de relagoes de
soltveis e insoliveis. Um baixo conteudo de cinzas soluveis em agua
¢ indicio que o material sofreu extragao prévia (IAL, 2008).

1.4.2. Material

L. Capsula de porcelana ou platina de 50mL;

II.  Mufla;

III. Banho-maria;

IV.  Dessecador com cloreto de calcio anidro ou silica gel;
V. Chapa elétrica;

VI. Balanca analitica;

VII. Espatula e pinga de metal.

1.4.3. Procedimento

e Pese 5a 10g da amostra em uma capsula, previamente aquecida
em mufla a 550°C, resfriada em dessecador até a temperatura
ambiente e pesada. Caso a amostra seja liquida, evapore em
banho-maria.

e Seque em chapa elétrica, carbonize em temperatura baixa e
incinere em mufla a 550°C, até eliminagao completa do carvao.

¢ Em caso de borbulhamento, adicione inicialmente algumas
gotas de 6leo vegetal para auxiliar o processo de carbonizagao.
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e As cinzas devem ficar brancas ou ligeiramente acinzentadas.

e FEm caso contrario, esfrie, adicione 0,5mlL de agua, seque e
incinere novamente.

e Resfrie em dessecador até a temperatura ambiente e pese.

e Repita as operagoes de aquecimento e resfriamento até peso
constante.

Nota: podem ser utilizadas capsulas de outros metais resistentes ao
calor desde que as cinzas obtidas nao sejam empregadas para poste-
rior analise de metais.

1.4.3.1. Calculo
100 x N .
————— =cinzas porcento,m/ m

Onde:
N = n° de g de cinzas

P = n° de g da amostra

1.5. PROTIDIOS - METODO DE KJELDAHL
CLASSICO

1.5.1. Principio

A determina¢do de protidios baseia-se na determinacao de
nitrogénio, geralmente feita pelo processo de digestao Kjeldahl.
Este método, idealizado em 1883, tem sofrido numerosas mo-
dificagoes e adaptagdes, porém sempre se baseia em trés etapas:
digestao, destilacdo e titulagao. A matéria organica ¢ decomposta
e o nitrogénio existente é finalmente transformado em amonia.
Sendo o conteddo de nitrogénio das diferentes proteinas apro-
ximadamente 16%, introduz-se o fator empirico 6,25 para trans-
formar o numero de g de nitrogénio encontrado em nimero de g
de protidios. Em alguns casos, emprega-se um fator diferenciado
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de 6,25. Amostras contendo nitratos podem perdé-los durante a
digestao. Nestes casos, deve-se adicionar 4cido salicilico ou fenol
(cerca de 1g), os quais retém os nitratos, como nitro-derivados.
Procede-se entao a digestao.

Digestio — A matéria organica existente na amostra é decom-
posta com 4acido sulfurico e um catalisador, onde o nitrogénio ¢é

transformado em sal amoniacal.

Destilagao — A amonia ¢ liberada do sal amoniacal pela reacao
com hidréxido e recebida numa solucio acida de volume e concen-
tracdo conhecidos.

Titulagao — Determina-se a quantidade de nitrogénio presente
na amostra titulando-se o excesso do acido utilizado na destilacio
com hidréxido (IAL, 2008).

1.5.2. Material

L Balanca analitica;

II.  Frascos de Kjeldahl de 500 a 800mL;

III.  Chapa elétrica ou manta aquecedora;

IV.  Balao de destilacio;

V. Frasco Erlenmeyer de 500mL;

VI. Butreta de 25mlL;

VII. Espatula;

VIII. Papel de seda;

IX. Dedal e pipeta graduada de 25mlL. ou pipetador automatico.

1.5.2.1. Reagentes

1. Acido sulfurico;

II.  Acido sulfarico 0,05M;
III.  Sulfato de cobre;

IV.  Sulfato de potassio;




VI.

VII.

Diéxido de titanio;
Solucio fenolftaleina;

Vermelho de metila a 1% m/v;

VIII. Zinco em po;

IX.
X.
XI.

1.5.

Hidroéxido de sédio a 30% m/v;

Hidréxido de sodio 0,1M;

Mistura catalitica — Diéxido de titanio anidro, sulfato de cobre
anidro e sulfato de potassio anidro, na propor¢ao 0,3:0,3:6.

3. Procedimento
Pese 1g da amostra em papel de seda.

Transfira para o balao de Kjeldahl (papel+amostra).

Adicione 25ml. de 4cido sulfurico e cerca de 6g da mistura
catalitica.

Leve a0 aquecimento em chapa elétrica, na capela, até a solugao
se tornar azul-esverdeada e livre de material ndo digerido (pontos
pretos).

Aqueca por mais uma hora. Deixe esfriar.

Caso o laboratério nao disponha de sistema automatico de
destilagao, transfira quantitativamente o material do baldo para
o frasco de destilacio.

Adicione 10 gotas do indicador fenolftaleina e 1g de zinco em
po (para ajudar a clivagem das moléculas grandes de protidios).

Ligue imediatamente o balao ao conjunto de destilacao.

Mergulhe a extremidade afilada do refrigerante em 25ml de
acido sulfarico 0,05M, contido em frasco Erlenmeyer de 500mL
com 3 gotas do indicador vermelho de metila.

Adicione ao frasco que contém a amostra digerida, por meio de
um funil com torneira, solucao de hidroxido de sédio a 30% até
garantir um ligeiro excesso de base. Aquega a ebuli¢ao e destile
até obter cerca de (250-300) mL do destilado.
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e Titule o excesso de acido sulfurico 0,05 M com soluc¢io de
hidréxido de sédio 0,1M, usando vermelho de metila.

1.5.3.1. Calculo
Vx0,14 x f

B = protideos por cento, m/m

Onde:

V = diferenca entre o n° de mL de acido sulftrico 0,05M e o n° de
mL de hidréxido de sédio 0,1 M gastos na titulagao

P = n° de g da amostra

f = fator de conversio (6,25)

1.6. DETERMINACAO DO pH DE PRODUTOS DE
ORIGEM ANIMAL POR POTENCIOMETRIA

1.6.1. Principio

Este método tem por objetivo determinar a concentracao
de ions hidrogénio (pH) da amostra. Fundamenta-se na medida da
concentragao de fons hidrogénio da amostra, utilizando-se poten-
ciometria (BRASIL, 2014).

1.6.2. Materiais

1. Bastio de vidro;
II.  Béquer.

III. Balanca analitica;
IV.  pHmetro.

1.6.2.1. Reagentes
L. Solugio tampao pH 4,0;
II. ~ Solugao tampao pH 7,0.




1.6.2.2. Precaucbes analiticas

Toda a agua utilizada deve ser destilada ou deionizada, exceto
quando especificado. Amostras de alimentos em geral devem ser
consideradas como de risco biolégico, evitando-se o contato direto
com pele e mucosas. Todos os procedimentos devem ser realizados
com uso de equipamentos de prote¢ao individual. O item de ensaio
deve preferéncialmente estar a temperatura ambiente.

1.6.3. Procedimento

e Calibrar o pHmetro com as solu¢oes-tampao 4,0 e 7,0. Em um
béquer, pesar cerca de 50 g de amostra finamente picada.

e Com auxilio de bastio de vidro, homogeneizar com cerca de
20mL de agua deionizada e medir o pH. Realizar duas leituras.

1.6.3.1. Calculos

Calcular a média das leituras. O resultado a ser expresso € a
média das leituras, com duas casas decimais.

1.6.3.2. Aceitabilidade dos resultados

Todos os resultados devem ser aceitos se os requisitos para
execuc¢ao do ensaio forem atendidos. Em caso de funcionamento
inadequado do equipamento, falta de energia durante o ensaio, ou
outro motivo, o ensaio deve ser interrompido, e os resultados nao
devem ser emitidos.

1.7. DETERMINACAO GRAVIMETRICA DA GORDURA
TOTAL DE CARNES, PESCADOS E PRODUTOS
DERIVADOS

1.7.1. Principio

Este método tem por objetivo determinar a gordura total
em amostras de carnes, pescados e produtos derivados. O método

—
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se baseia na solubilidade dos lipidios em solventes apropriados e
sua conseguinte determinacao gravimétrica (BRASIL, 2014).

1.7.2. Materiais

L. Algodao desengordurado;

II.  Baldes de Soxhlet ou tubos “reboilers”;

III.  Capsulas metalicas;

IV.  Cartuchos de celulose para extragao;

V. Dessecadores com silica-gel;

VI. Pin¢a metalica;

VII. Provetas de 100ml. e 500ml;

VIII. Balanga analitica, com precisao minima de quatro casas decimais;
IX. Determinador de gordura com aquecimento elétrico;

X.  Estufa;

XI. Placa aquecedora.

1.7.2.1.  Reagentes
L. Acetona (C,H O);

1.  Eter de petréleo, n-hexano (CH,) ou éter etilico anidro
(C,H,,0), livre de peréxidos.

1.7.3. Procedimento

e Retirada da gordura do algodao: em uma bandeja, colocar
algodao e imergi-lo em éter, deixando em repouso dentro da
capela.

e Quando o éter tiver evaporado, levar o algodao a estufa a 105°C,
por aproximadamente duas horas e depois guardar.

e Preparo dos baldes de Soxhlet e tubos “reboilers”: antes do uso,
os baldes de Soxhlet ou tubos reboilers sao desengordurados,
lavados, secos e tarados, para utilizagdo em nova extragao. Secar
em estufa, a 105°C, por aproximadamente uma hora.
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Retirar e esfriar em dessecador.

Pesar e identificar. Feito esse procedimento, os baldes ou tubos
estao prontos para utilizagao.

Preparo daamostra: pesar cerca de 3g de amostra homogeneizada
sobre algodao desengordurado em capsula metalica.

Secar em estufa a 105°C durante duas horas ou usar a amostra
apos a determina¢ao da umidade.

Com auxilio de um chumaco de algodao desengordurado imerso
em acetona, transferir a amostra seca e fragmentada, juntamente
com o algoddo para um cartucho de extracio com auxilio de
pin¢a metalica.

Colocar os cartuchos nos baldes ou nos tubos “reboilers”
previamente tarados e pesados e leva-los ao extrator. Realizar o
ensaio, em duplicata.

Extracdo (extrator Soxhlet — Tecnal): pendurar os cestos com
cartuchos de extracio contendo as amostras, devidamente
identificados, nos respectivos ganchos das varetas. Adicionar
90ml. de solvente em cada tubo.

Conectar os tubos aos condensadores, descendo as varetas de
forma que os cartuchos fiquem em imersao no solvente.

Aquecer o éter a 85°C, por trés horas. Em seguida, elevar a
temperatura a 95°C, deixando extrair por mais quatro horas.

Aumentar a temperatura para 130°C e passar a lavagem dos
cartuchos, subindo as varetas e travando os condensadores, para
que o solvente se acumule.

Soltar vagarosamente as varetas, de forma que o solvente lave
os cartuchos.

Repetir esse procedimento por mais duas vezes.

Proceder a recuperagao do solvente, aumentando a temperatura
do extrator para 150°C e travando totalmente as varetas, para
que o solvente se acumule novamente nos condensadores.

26



¢ (Quando a maior parte do solvente tiver evaporado dos tubos,
desligar o aparelho. Soltar os tubos e levar a placa aquecedora,
com exaustao ligada, para evaporacio do solvente remanescente.

e Secar os tubos em estufa a 105°C, por trinta minutos. Esfriar em
dessecador e pesar.

e Recolher em proveta o solvente recuperado nos condensadores,
para uso em outras analises.

e [Extracdo (extrator Soxhlet — Gerhardt): adicionar os cartuchos
dentro dos tubos de extracio juntamente com o0s suportes.
Adicionar 140mL de solvente em cada tubo.

e Encaixar os tubos no equipamento. Selecionar a programacao
adequada no computador acoplado ao equipamento. O processo
¢ automatico e tera uma duracao de aproximadamente 2h30min.
Ap6s esse periodo, selecionar se necessario, 0 programa secagem
ou realizar a mesma em placa de aquecimento, para a evaporagao
do solvente remanescente. Secar os tubos em estufa a 105°C,
por trinta minutos.

e  Esfriar em dessecador e pesar.

¢ Recolher em proveta o solvente recuperado nos condensadores,
para uso em outras analises.

1.7.3.1. Resultados

O resultado final ¢ a média das replicatas. O resultado deve
set expresso em g/100g de gordura total (GT), com duas casas de-
cimais, calculado conforme a férmula abaixo para cada replicata:

(MC-MB)

GT(g/100g) = x100

Onde:

MA = massa da amostra (g);

MB = massa do tubo ou balao (g);

MC = massa do tubo ou balio + gordura total (g).
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Nota: Todos os resultados devem ser aceitos se os requisitos para
execucao do ensaio forem atendidos. Em caso de funcionamento
inadequado do equipamento, quebra de vidraria, perda de amostra
durante a realizacio do ensaio ou outro motivo, o ensaio deve ser
interrompido e os resultados nao devem ser emitidos.

1.8. CORANTES ARTIFICIAIS ORGANICOS — PROVA
QUALITATIVA

1.8.1. Principio

O método ¢ aplicavel a amostras de alimentos coloridos arti-
ficialmente e baseia-se na separagao dos corantes por cromatografia
ascendente em papel (IAL, 2008).

1.8.2. Material

1. Banho-maria;

II.  Capela para solventes;

III. 1.4 natural branca de 20cm;

IV.  Régua de 20cm;

V. Papel;

VI. Whatman n° 1 (20x20cm), béquer de 25 e 200mL;
VII. Bastao de vidro;

VIII. Capilar de vidro;

IX. Cuba de vidro (21x21x10)cm.

1.8.2.1. Reagentes

1. Acido cloridrico
II. Hidréxido de amonio

III.  Padroes de corantes organicos artificiais a 0,1%m/v
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1.8.3. Procedimento

Para a extragdo dos corantes, coloque em um béquer de 200mL
aproximadamente 30 a 50 g da amostra, 100mL de agua e cerca
de 20cm de um fio de 14 natural branca e misture bem.

Acrescente algumas gotas de HCl (£ 0,5mL) e coloque em
banho-maria fervente até que o corante fique impregnado na Ia.
Lave a la com agua corrente.

Coloque em um béquer de 25mL e adicione algumas gotas de
hidréxido de amoénio (* 0,5 mL). Em seguida, adicione 10mL
de 4gua e coloque em banho-maria até que a solu¢ao adquira
uma coloragao igual a da 1a.

Retire ala e reduza o volume do liquido a metade, por evaporagao.

Para a identifica¢do dos corantes extraidos, aplique a
amostra e as solu¢oes dos padrdes de corantes, com auxilio
de capilar, no papel de cromatografia Whatman n. 1 e
escolha o solvente mais adequado seguindo o procedimento
descrito no método 086/IV.

Compare o aparecimento das manchas da amostra quanto a cor
e aos fatores de resolucao (Rf), com os respectivos padroes de
corantes organicos artificiais.

Notas: Para se obter um produto mais puro, caso seja necessario,

faca dupla extracao dos corantes com o fio de la.

Corantes naturais poderdo tingir o fio no primeiro tratamento,

mas a colora¢ao nao ¢ removida pela solu¢ao de hidréxido de amonio.

1.9. DETERMINACAO DE UMIDADE EM PRODUTOS

DE ORIGEM ANIMAL POR GRAVIMETRIA

1.9.1. Principio

Este método tem por objetivo determinar a umidade em pro-

dutos de origem animal, através de dessecagao em estufa, por méto-
do gravimétrico (BRASIL, 2014).
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A umidade ¢é determinada pela perda de massa em condicoes

na qual agua e substancias volateis sio removidas por evaporacio
em estufa de secagem (BRASIL, 2014).

1.9.2. Materiais

I.
II.

I11.

IV.
V.

VI.

Capsulas de aluminio ou de porcelana;

Colher de metal;

Dessecadot;

Pinc¢a metalica;

Balanga analitica, com precisao minima de quatro casas decimais;

Estufa de secagem.

1.9.2.1. Precaucbes analiticas

Amostras de alimentos em geral devem ser consideradas como
de risco bioldgico, evitando-se o contato direto com pele e
mucosas. Equipamentos de protecdo individual e uniforme
apropriado a condug¢do da marcha analitica devem ser
utilizados durante todo o processo. Utilizar pingas apropriadas
a manipulac¢ao das capsulas durante o ensaio.

Nao pesar capsulas quentes ou mornas, sem que tenham sido
resfriadas por pelo menos trinta minutos em dessecador

1.9.3. Procedimento

Secar capsulas de aluminio ou porcelana em estufa a 105+2°C
durante uma hora.

Esfriar em dessecador e pesar.

Pesar amostra preparada e homogeneizada e levar a estufa, de
acordo com a natureza do produto.

Esfriar em dessecador e pesar.

Repetir as operagdes de secagem, esfriando em dessecador,
até que o valor entre as pesagens seja inferior a 0,1% da massa
inicial da amostra. Para produtos lacteos, a secagem deve ser
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conduzida sem que haja escurecimento da amostra.

e Trabalhar em duplicata.
1.9.3.1. Dados para analise

1.9.3.2. Produtos carneos (produtos de salsicharia, enlatados,
charque e produtos curados e gelatina).

e Massa da amostra: cerca de 5g;
e ‘Temperatura da estufa: 105°C;
e Tempo até a primeira pesagem: 3horas;

e Tempo, na estufa, entre pesagens até massa constante: 1 hora.

1.9.3.3. Carne mecanicamente separada

e Massa da amostra: cerca de 5g;

e ‘Temperatura da estufa: 85°C;

e Tempo até a primeira pesagem: 18 horas;

e Tempo, na estufa, entre pesagens até massa constante: 1 hora.
1.9.3.4. Banha, toucinho e sebo conforme item 1.9.3.3.

1.9.3.5. Calculos

Utiliza-se a seguinte férmula para cada capsula:

A-MB)

: (M
Umidade (g/100g) = x100

Onde:
MA = massa da capsula + amostra (g);
MB = massa da capsula + amostra apos secagem (g);

MC = massa de amostra.




1.9.3.6. Expressio dos resultados

O resultado final de cada amostra sera a média dos resul-
tados das duas capsulas (duplicatas), expresso em g/100g, com
uma casa decimal.

1.10. DETERMINACAO DE UMIDADE, VOLATEIS
E DE PROTEINA EM CORTES DE AVES POR
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO
PROXIMO (NIR)

1.10.1. Principio

Tem por objetivo descrever a metodologia utilizada pelo
POA para a determinacao do teor de umidade e volateis simul-
taneamente com o teor de proteina em amostras de cortes de
aves (frangos, galinhas, patos e galetos) in natura, resfriados ou

congelados, utilizando o método de Espectroscopia de Infraver-
melho Préximo (BRASIL, 2013).

1.10.1.1. Espectroscopia de infravermelho préximo.

A Espectroscopia de Infravermelho Préximo, do inglés Near
Infrared Spectroscopy (NIRS), tornou-se uma técnica moderna em
analise instrumental, pois ¢ um método rapido, nao destrutivo e na
maioria das vezes nao é necessirio o preparo da amostra a ser ana-
lisada. Este ¢ um sistema de deteccao que revela a radiagao além da
regido visivel do espectro, onde a regido espectral do infravermelho
proximo compreende nimeros de onda no intervalo de (12.800 a
4.000 cm™). A espectroscopia de infravermelho (EI) é utilizada prin-
cipalmente para analise quantitativa de componentes organicos. A
EI é também conhecida como espectroscopia de vibragao, visto que
o espectro surge das transi¢oes nos niveis de energia vibracional da
ligagao covalente da molécula.

—
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1.10.1.2. Principios de Instrumentagao

A NIRS possui os mesmos componentes basicos dos instru-
mentos utilizados na espectroscopia de UV-VIS. Consiste em trés
componentes basicos: uma fonte de radiagao infravermelha, um se-
letor de comprimento de onda para dispersar a energia gerada e
isolar o comprimento de onda solicitado e um detector para medir a
intensidade da radiacao dispersante.

Um equipamento que utiliza a Espectroscopia de Infraver-
melho Préoximo para quantificagao de componentes carneos como:

umidade, proteina e gordura é o FoodScan™.

1.10.2. Materiais

1. Papel toalha;

II.  Capsulas do analisador FoodScan;

III.  Espatulas;

IV.  Analisador de Carnes e Queijos FoodScan.

1.10.2.1. Precaucdes analiticas

e Manter as amostras sob refrigeracdo, de acordo com sua
exigéncia de armazenamento até o momento do ensaio;

e (aso o ensaio de umidade e proteina nao sejam realizados até
aproximadamente 1h apés a moagem, manter a amostra sob
refrigeragao;

e A analise de umidade e proteina tem que iniciar em até 24h apos
a moagem das amostras;

e A colocagio da amostra nas capsulas ¢ realizada de forma
homogeénea, sem deixar borbulhas de ar, e a superficie é o mais
plana possivel.

1.10.3. Procedimento

e Moer as amostras.




e Colocar em funcionamento o FoodScan™ segundo a instrucio
de uso do equipamento IU POA 47. As amostras sio colocadas
nas duas capsulas com a espatula de forma regular e consistente.

e Colocar a capsula dentro do equipamento e dar o comando
START para a leitura correspondente da umidade e proteina.
Identificar a amostra no programa.

e Repetir o procedimento para a segunda capsula.

e Limpara capsula e a espatula entre cada nova amostra, utilizando
papel toalha.

1.10.3.1. Avaliacao Intralaboratorial e critério de aceitacao de re-
sultados

O desvio padrio da amostra entre as leituras do NIRS, para
uma mesma capsula, segue o seguinte critério de aceitagao:

L Muito bom se é menos de 0,5%;
II.  Aceitavel se esta entre 0,5 e 1,5%;
III.  Nao aceito se é maior que 2%.

A amplitude entre as duplicatas é verificada por carta-con-
trole, conforme POP POA/19, com o objetivo de verificar ten-
déncias na diferenca entre vias. No caso de a diferenca entre as
duas vias ser maior do que o esperado, realiza-se uma tercei-
ra leitura, caso haja amostra disponivel. Neste caso, utilizam-se
os resultados mais préximos para a composi¢ao da média final.
Os resultados que necessitarem de confirmagao por metodolo-
gia classica sdo verificados por carta controle, conforme POP
POA/19, com o objetivo de visualizar tendéncias na diferenca de
resultados entre métodos. Se for detectada uma variacao acima
do esperado, o laboratério interrompe a emissao de resultados
por este método, até que este seja reavaliado.

Se os resultados obtidos por este método destoarem acima do
esperado entre si, sem a possibilidade de realizacio de uma terceira
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via ou situarem-se na faixa de duvida para o corte em questio, a
amostra ¢ realizada por metodologia cléssica.

1.11. DETERMINACAO DO INDICE DE PEROXIDOS
EM PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL POR
OXIDIMETRIA

1.11.1. Principio

Este método tem por objetivo determinar o indice de perd-
xidos de produtos de origem animal, indicando o grau de oxidagao
da gordura animal.

A oxidagao da gordura é um processo autocatalitico que se
desenvolve em aceleragdo crescente. Fatores como temperatura, en-
zimas, luz e fons metalicos podem influenciar a formagao de radicais
livres. O radical livre, em contato com oxigénio molecular, forma
um peroxido que, em reagao com outra molécula oxidavel, induz a
formacao de hidroperdxido e outro radical livre. Os hidroperéxidos
dao origem a dois radicais livres, capazes de atacar outras moléculas
e formar mais radicais livres, dando assim uma progressao geomé-
trica. As moléculas formadas, contendo o radical livre, 20 se rom-
perem formam produtos de massa molecular mais baixa (aldeidos,
cetonas, alcoois e ésteres), os quais sao volateis e responsaveis pelos
odores da rancificacio.

Devido a sua agdo fortemente oxidante, os peréxidos organi-
cos, formados no inicio da rancificagao da gordura, atuam sobre o
iodeto de potassio liberando iodo, que sera titulado com tiossulfato de
sédio em presenga de amido como indicador. O método determina
todas as substancias que oxidam o iodeto de potassio nas condigdes
de teste, exprimindo o volume, em ml,, de solugao volumétrica di-
luida de tiossulfato de sédio necessario para a titulagdo indireta dos
peréxidos presentes em 1 g de matéria graxa (BRASIL, 2014)




1.11.2. Materiais

L.

II.
I11.
IV.
V.
VI.
VIIL.
VIIL
IX.
X.

Bureta de 25mL;

Capsula de porcelana;

Erlenmeyer de 250mL;

Erlenmeyer de 500mL de boca esmerilhada;
Estufa;

Pipeta volumétrica de 25mlL;

Provetas de 50mL, 500mL e 1000mL;
Balanca analitica e semi-analitica;

Chapa aquecedora;

Cronometro.

1.11.2.1. Reagentes

L
1I.
I11.
IV.
V.
VI.
VIIL.

Acido acético (CH,COOH) p.a.;

Acido cloridrico (HCI) 37%;

Amido soluvel p.a.;

Cloroférmio (CHC)) p.a;

Iodeto de potassio (KI) p.a.;

Sulfato de sédio anidro (Na,SO,) p.a;
Tiossulfato de sédio (Na,S,0,.5H,0) p.a.

1.11.2.2. Padrio

I

Dicromato de potissio (K,Cr,0.) padrio primario.

1.11.2.3. Precaucbes analiticas

Este método emprega substancias quimicas nocivas e proce-

dimentos que podem representar risco ao operador. Equipamentos

de prote¢ao individual e uniforme apropriado a condugao da mar-

cha analitica devem ser utilizados durante todo o processo.

36



Amostras de alimentos em geral devem ser consideradas
como de risco biologico, evitando-se o contato direto com pele e
Mmucosas.

Deixar o item de ensaio atingir a temperatura ambiente antes
da pesagem, em frascos totalmente fechados.
Caso haja gasto excessivo do tiossulfato de sédio 0,01M, tro-

car a solugao titulante para tiossulfato de sédio 0,1M.

1.11.2.4. Preparo de solucoes

1.11.2.4.1 Solucio de cloroférmio-acido acético

e Em duas provetas, medir 200mL de clorof6rmio e 600mL de
acido acético.

e Misturar e homogeneizar. Armazenar em frasco ambar.

1.11.2.4.2 Solucio de cloroférmio-acido acético 2:3 (v/v)

e Em duas provetas, medir 200mL de cloroférmio e 600mL de
acido acético.

e Misturar e homogeneizar. Armazenar em frasco ambar.

1.11.2.4.3 Solugao saturada de iodeto de potassio

¢ Em um tubo de ensaio, adicione iodeto de potassio em 10mL de
agua deionizada, até a saturaciao do reagente, representada pela
formagao de um precipitado mesmo sobre agitagao.

e Esse reagente deve ser preparado no dia do ensaio.

1.11.2.4.4 Solucao de tiossulfato de sdédio 0,1M

® Pesar cerca 25g de Na,§,O,.5H,0 em um béquer de 500mlL,
dissolver com agua deionizada, previamente fervida e fria.

e Transferir para balio volumétrico de 1000mlL e completar o
volume.
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1.11.2.4.5 Solucao de tiossulfato de sdédio 0,01M

Tomar aliquota de 100mL da soluciao 0,1M, utilizando uma

pipeta volumétrica e transferir para um balao volumétrico de
1000mL.

Completar o volume com agua deionizada.

1.11.2.4.6 Solucio indicadora de amido 1%(m/v)

Em uma proveta, medir 40mlL de agua.

Dissolver 0,5¢ em um béquer, aquecer até a dissolu¢iao completa
do amido e transferir para balao de 50mL, avolumando com
agua deionizada.

Armazenar em frasco a temperatura ambiente.

1.11.3. Procedimento

Transferir por¢es dos produtos processados para erlenmeyer
de 500mL.

Adicionar cerca de 10g de sulfato de sédio anidro. Sob exaustio,
adicionar 200mL. de cloroférmio.

Agitar por 2 a 3 minutos para completa extragao da gordura.

Filtrar em papel de filtro qualitativo pregueado para erlenmeyer
de 250mL.

Transferir volumetricamente 25mlL para erlenmeyer de 250mlL.

Adicionar 37mL de acido acético p.a. e ImL de solugio saturada
de iodeto de potassio.

Esperar 1 minuto, agitando ocasionalmente em auséncia de luz.
Adicionar 30mL de 4gua e titular com solugao de tiossulfato de
sodio 0,01M usando solu¢ao de amido a 1% como indicador.

Determinacao da massa na aliquota: pipetar volumetricamente
25ml. do extrato cloroférmico para uma capsula previamente
desengordurada e tarada.

Sob exaustao, evaporar o solvente em banho-maria a 60°C.
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Secar em estufa a 105°C por 30 minutos, esfriar em dessecador
e pesar.

Usar a massa da gordura obtida para os calculos.

Efetuar prova em branco, subtraindo seu resultado da titulagao
da amostra.

1.11.4. Padronizacio das solucoes

Transferir cerca de 5g de dicromato de potassio (K,Cr,0O.)
finamente pulverizado, para estufa e aquecer a 140 a 150°C
durante uma hora.

Esfriar em dessecadot.

Para fatorar uma solucio de tiossulfato de sédio 1M, pesar 1,2
g de dicromato de potassio e transferir para frasco Etrlenmeyer
de 500mlL com rolha esmerilhada, contendo 100mlL. de agua
fria, previamente fervida, 30g de iodeto de potassio (isento de
iodato) e 60mL de acido cloridrico.

Para padroniza¢oes de outras concentragdes, estes reagentes
devem ser utilizados em quantidades proporcionais.

Fechar o frasco e agitar.

Deixar em repouso, em auséncia de luz, durante 5 minutos.
Lavar a rolha e as paredes do frasco com agua fria, previamente
fervida.

Titular o iodo liberado, com a solucio de tiossulfato de sédio a
ser padronizado, agitando continuamente.

Quando a coloragao se tornar amarelo-clara, juntar 2ml. de
solucio de amido 0,5 % m/v.

A solucao deve se tornar azul. Continue adicionando a solucao
de tiossulfato, gota a gota, até a mudanga de cor azul esverdeado
para verde-palido.

1.11.4.1. Calculo

Calculo do fator de correcao (fc)
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O fator de corregao ¢é calculado através da seguinte equagao:

m
fc =
0,049 x VM

Onde:
m = massa (g) de K Cr,O. usados na titulagio;
V = mL de solugdo de Na,S O, gastos na titulacao;

M = molaridade da soluc¢io titulante.

1.11.4.2. Resultados

O resultado a ser expresso ¢ a média das duplicatas, em mEq/
kg e deve ser calculado de acordo com a equagao:

(V—B) x C x £x1000

Indices de peroxidos (mEq/kg) =
m

Onde:

V = volume (ml) de tiossulfato de s6dio gasto na titulagao da
amostra;

B = volume da solucao de tiossulfato de sédio gasto na titulagao do
branco, em mlL;

C = Concentrac¢ao da solucio de tiossulfato de sédio;
f = fator de correcao da solucao de tiossulfato de sédio;

m = massa da amostra, em gramas, ou massa da amostra na aliquota.

1.12. DETERMINACAO DE CLORETOS EM PRODUTOS
DE ORIGEM ANIMAL POR ARGENTOMETRIA

1.12.1. Principio

Este método tem por objetivo determinar o teor de cloretos
ou cloretos em NaCl de produtos de origem animal.

—

40



O ensaio fundamenta-se na reagao do nitrato de prata com
cloretos em presenca de cromato de potassio como indicador, em
pH levemente alcalino. Os {ons cloretos (presentes na amostra) rea-
gem com nitrato de prata, formando cloreto de prata. O excesso de
nitrato de prata reage com o indicador formando um precipitado
(cromato de prata), de cor vermelho-tijolo ou marrom.

A adigdo de cloretos pode ter a finalidade de “mascarar” uma
adulteracao no leite pela adicao de agua, permitindo a correcao da
densidade e a crioscopia do leite. Quando empregada paralelamente
a outras provas de inspe¢ao do leite, a pesquisa de cloretos pode
confirmar suspeita de fraudes por adi¢do de agua e sal.

Em leite fluido, a prova é qualitativa, e o resultado positivo in-
dica a presenca de quantidades supetiores a 0,08 a 0,1% de cloretos.
Quando o teor de cloretos é normal, a quantidade de nitrato de pra-
ta adicionada € excessiva, reagindo com o indicador. Por outro lado,
quando o teor de cloretos ¢ elevado, havera menor quantidade de
prata disponivel para reagir com o indicador e, como consequéncia,
menor quantidade de precipitado sera formada, com diminui¢ao da
intensidade da coloragao. Isto é, quanto maior a concentra¢ao de clo-
retos na amostra, menor a intensidade de coloracio (BRASIL, 2014).

1.12.2. Materiais

L Balao volumétrico de 100mL;

II.  Bastao de vidro;

III.  Béqueres de 100 e 250mlL;

IV.  Bureta de 25mL;

V. Cadinhos e capsulas de porcelana;
VI. Erlenmeyers de 125 e 250mlL;
VII. Funil;

VIII. Papel de filtro qualitativo;
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I.  Pipetas graduadas de 1 e 5mlL;

II.  Pipetas volumétricas de 10, 25, 100mL;

III. Tubos de ensaio;

IV.  Agitador magnético;

V. Balanga analitica, com precisao minima de quatro casas decimais;
VI. Forno-mufla;

VII. Placa aquecedora.

1.12.2.1. Reagentes

L. Acido nitrico (HNO,);

Il.  Carbonato de calcio (CaCO,);
1. Cromato de potassio (K,CrO,);
IV, Nitrato de prata (AgNO,).

1.12.2.2. Padrio

I Cloreto de s6dio (NaCl), material de referéncia.

1.12.3. Preparo de solugdes e reagentes

1.12.3.1. Solugao de cromato de potassio (IK,CrO,) a 5%(m/v)

e Em balanca analitica, pesar 5¢ de cromato de potissio em
um béquer 100mL e dissolver utilizando agua deionizada
transferindo para um balao de 100mL.

e Hssa solucao tem validade de um ano em frasco de vidro ambar,
sob temperatura ambiente.
1.12.3.2. Solugio de 4cido nitrico 1:9 (v/v)

e Transferir aproximadamente 500mL de agua deionizada para o
balao volumétrico de 1000mL.

e Na capela de exaustao, adicionar lentamente, pelas paredes do
balao, 100mL de 4cido nitrico com auxilio de uma proveta.

—
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e Completar o volume com agua e armazenar em frasco ambar a
temperatura ambiente.

1.12.3.3. Solu¢io de nitrato de prata 0,1M (mol/L)

e DPesar 17g de nitrato de prata em um béquer de 100mL, dissolver
com agua deionizada com auxilio de um bastio de vidro.

e Transferir para um baldo volumétrico de 1000mlL, completar o
volume e homogeneizar.

e Transferir a solugdo preparada para frasco ambar sob
refrigeracao.
1.12.3.4. Solugio de nitrato de prata 0,01M (mol/L)

e Tomar uma aliquota de 100mL da solu¢ao 0,1M, utilizando
pipeta volumétrica e passar para um balao de 1000mL.

e Completar volume com agua deionizada.

1.12.3.5. TFatoragao das solugbes de nitrato de prata 0,1M e 0,01M

e Secar 5g de cloreto de sédio padrio (material de referéncia) em
estufa a 105°C, por cerca de 12 horas, ou por 2 horas a 150°C.

e Resfriar em dessecador.

1.12.3.6. Para fatorar uma solucdo de nitrato de prata 0,1M
e DPesar, em balanga analitica, cerca de 0,145g

¢ Em erlenmeyer de 125mL adicionar cerca de 25mL de agua e
1mL de solu¢io cromato de potassio a 5%m/v, como indicador.

® Gotejar a solucdo de AgNO, a ser fatorada com auxilio de
uma bureta de 25ml, até o aparecimento de cor castanho-
avermelhada.

Nota: A solugao de nitrato de prata deve ser padronizada mensal-
mente (ou antes do uso).




1.12.3.7. Célculos
Calculo do fator de correcao (f):

m
0,0585xVxM

f=

Onde:
m = massa (g) de NaCl usados na titulagao;
V = volume (mL) de solucdo de AgNO, gastos na titulacao;

M = concentracao (molaridade) da solugao.

1.12.3.8. Calculos e expressao dos resultados
O resultado a ser expresso é a média das duplicatas e deve ser
calculado de acordo com as formulas abaixo:

Célculo da concentragio de cloretos em g/100g:

Cloretos(g /100g) _Vxfx0,355
m

Onde:
V = volume (mL) de solugio de AgNO, 0,1M gasto na titulagdo;
f = fator da soluciao de AgNO, 0,1M;

m = massa de amostra (g).
Cilculo da concentracio de cloretos em NaCl (g/100g):

Cloretos em NaCl (g /100g) = Vx£x0,585
m

Onde:
V = volume (mL) de solucdo de AgNO, 0,1M gasto na titulagio;
f = fator da solucdao de AgNO, 0,1M;

m = massa de amostra (g).
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1.13. FOSFATOS POR ESPECTROFOTOMETRIA

1.13.1. Principio

Fundamenta-se na reacio do molibdato de amoénia em meio
sulfurico com o fésforo na forma de ortofosfato para formar o
complexo molibdofosfato de amonio. Este complexo é reduzido
port solucao de hidroquinona e sulfito de sédio, formando o azul da
molibdeno (BRASIL, 1981).

1.13.2. Material

1. Baloes volumétricos de 100, 250, 500 e 1000mL;
II.  Pipetas de 25 e 50mL;

III. Proveta;

IV.  Espectrofotometro ou fotocolorimetro.

1.13.2.1. Reagentes

L. Solucio de vanado-molibdato de amonio
II.  Solugao-estoque de fosfato
III.  Solugao-padrao de fosfato

1.13.2.2. Preparo de solugoes

1.13.2.2.1 Solucio de vanado-molibdato de amonio

¢ Dissolva 20g molibdato de aménio - (NH,) Mo.O,,.4H O e 1g
de vanadato de amonio - NH, VO, separadamente, em cerca de
300mL de agua quente e filtre, se necessario.

e Misture as duas solucoes, adicione 140mlL de acido nitrico e
dilua para um litro.

e Este reativo ¢ estavel por trés meses.

1.13.2.2.2 Solugao-estoque de fosfato




Pese 0,9587¢ de fosfato acido de potassio, seco a 105°C e
complete o volume a 500mL com agua.

1.13.2.2.3 Solugao-padrao de fosfato

Pipete 50mlL da solugao-estoque de fosfato e complete o volume
a 250mL com agua. Um mL desta solugdo corresponde a 0,2mg
de P,O..

1.13.3. Procedimento

Dissolva as cinzas obtidas de 5g da amostra em acido cloridrico
(1:2), transfira para um baldo volumétrico de 100mL e complete
o volume com agua.

Pipete uma aliquota (que deve ser proporcional a quantidade
de fosfato presente na amostra) em um balao volumétrico de

100mL.

Adicione 25ml. do reagente vanado-molibdato de amonio e
complete o volume com agua até 100mL.

Homogeneize e espere 10 minutos para fazer a leitura a 420nm.

Determine a quantidade de fosfato correspondente, usando
a curva padrio previamente estabelecida ou o valor da
absortividade.

1.13.3.1. Curva-padrio

Em uma série de baldes volumétricos de 100ml., meca volumes
de solucdo padrio contendo valores de 5 a 6,2mg de P,O..
Quando for usado um espectrofotémetro, utilize volumes de
solugdo-padrio de fosfato contendo de 0,2 a 2,0mg de P,O..

Adicione 25ml. do reagente vanado-molibdato de amonio a
cada balao. Complete o volume com agua.

A temperatura da 4gua mais o reagente deve ser 20°C.
Homogeneize e espere 10 minutos.

Faca leitura a 420nm, usando como branco 25ml. de vanado-
molibdato de amonio, completando com agua até 100mL.
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1.14. PROVA PARA SULFITO COM VERDE DE
MALAQUITA

1.14.1. Principio

Baseia-se na mudanga de cor do corante organico verde de ma-
laquita na presenca de anidrido sulfuroso e de sulfites (IAL, 2008).

1.14.2. Material

I.  Balanca semi-analitica;
Il. Espatula;

[ll. Capsula de porcelana;

IV. Pipeta graduada de 1mlL..

1.14.2.1. Reagente.

I. Solucao de verde malaquita a 0,02% m/v.

1.14.3. Procedimento

e DPese 3,5¢ da amostra em capsula de porcelana.

e Acrescente 0,5mL da solu¢ao de verde malaquita.

e Misture com o auxilio de espatula por 1 a 2 minutos.

e A presenc¢a de sulfito na amostra descora a solucao de verde
malaquita. Na auséncia de sulfito, a amostra adquire uma
coloracao verde azulada.

Nota: esta reacao também ¢ positiva para outros agentes redutores.
No caso de positividade realize teste confirmatério Didxido de en-
xofre — Prova qualitativa ou Didxido de enxofre — Método quantita-
tivo de Monier- Williams.

1.15. PROVA PARA NITRITOS

1.15.1. Principio




Nitritos de sédio ou de potassio sao conservadores usados
em produtos carneos. Estdo relacionados com a obtenc¢do de cor
e sabor e com as atividades antioxidante e antimicrobiana, contu-
do, proibidos em carnes frescas e congeladas. Demonstrou-se que
os nitritos reagem com certas aminas formando as nitrosaminas,
substancias potencialmente cancerigenas. No organismo infantil,
os nitritos interagem com a hemoglobina afetando o transporte de
oxigeénio, resultando em condi¢ao patoldgica denominada metemo-
globinemia. A determinacao qualitativa da presenga dos nitritos em
carnes frescas ou congeladas e feita pela reacao de Griess-Ilosvay.
Baseia-se na reacdo de diazotacio dos nitritos com acido sulfanili-
co e copulacio com cloridrato de alfa-naftilamina em meio acido,
formando o acido alfa-naftilamino-pazobenzeno- p-sulfénico, de
coloracao rosea (BRASIL, 1981).

1.15.2. Material

I. Tubos de ensaio de 25ml;

II. Papel de filtro qualitativo;

[ll. Pipetas graduadas de 1 e 10mL.
1.15.2.1. Reagentes

1. Solugio de acido sulfanilico;

II. Solucio de cloridrato de alfa-naftilamina.

1.15.2.2. Preparo das solucoes

1.15.2.2.1 Solucio de acido sulfanilico

e Pese 0,5g de acido sulfanilico e dissolva em 150mL de solugao
aquosa de acido acético (1:4).

1.15.2.2.2 Solugao de cloridrato de alfa-naftilamina

e Dissolva 0,4g de cloridrato de alfa-naftilamina em 150mlL de
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acido acético (1:4). Se ndo dissolver bem, aqueca, deixe em
repouso e decante ou filtre em algodao.

1.15.3. Procedimento
e Faca um macerado da amostra com agua e filtre.

e Em um tubo de ensaio, pipete 10mL do filtrado, adicione 1mL
da solucao de acido sulfanilico e agite.

e Adicione 1mL de cloridrato de alfa-naftilamina e agite
fortemente.

e Em presenca de nitritos, havera formagao de coloragao rdsea
mais ou menos intensa, dependendo da quantidade de nitrito
que foi adicionada.

Nota: amostras que possuem nitrito em excesso produzem com o
reativo de Griess-Ilosvay uma colora¢iao vermelha fugaz, que passa

a amarela-parda como se fosse prova negativa.

1.16. REACAO PARA AMONIA - PROVA DE EBER

1.16.1. Principio

O estado de conservacio de alimentos proteicos pode ser
avaliado por meio da reagio de Fber para amonia. A liberacio de
amonia indica o inicio da degradagao das proteinas. A amoénia, ao
reagir com o 4cido cloridrico, forma cloreto de aménio (NH,CI) sob
a forma de vapores brancos (IAL, 2008).

1.16.2. Material
I.  Provetas de 50 e 150mL;

Il. Balao volumétrico de 250ml;
Ill. Tubos de ensaio de 25ml;

IV. Arame de 20cm de comprimento com extremidade recurvada
tipo anzol.




1.16.2.1. Reagentes
I.  Acido cloridrico;
Il. Eter;
ll. Alcool.

1.16.2.2. Prepare da solugao

1.16.2.2.1 Reagente de Eber

e Em balio volumétrico de 250mL, misture 50mL de 4cido
cloridrico e 150mL de 4lcool.

e Resfrie e complete o volume com éter.

1.16.3. Procedimento

e Transfira 5mlL do reagente de Eber para um tubo de ensaio de
25ml..

e Fixe um pedago da amostra na extremidade do arame tipo anzol
e introduza no tubo de ensaio de modo que nao toque nem nas
paredes do tubo nem na superficie do reagente.

e O aparecimento de fumagas brancas e espessas indica que o
produto esta em inicio de decomposigao.

Notas: Repita a prova com diferentes por¢des da amostra. Em al-
guns casos, somente o conjunto desta e outras provas serd decisorio
para uma avaliagdo do estado de conservagao do produto.

1.17. REACAO DE KREIS

1.17.1. Principio

A prova para rango na gordura pela reacao de Kreis e valida
para produtos carneos e partes gordurosas de carnes. Rancidez é o
nome que se da as alteragdes no odor e no sabor dos 6leos e gor-
duras. A floroglucina reage em meio acido com os produtos de oxi-
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dagao dos triglicerideos, resultando em composto de condensacao

de coloragao résea ou vermelha, cuja intensidade e proporcional a
oxida¢iao (IAL, 2008).

1.17.2. Material

l. Rotavapor;

II.  Balanca semi-analitica;

lll.  Papel de filtro

IV.  Frasco Erlenmeyer de 500mL com boca esmerilhada e tampa;
V. Balao de fundo chato de 300ml. com boca esmerilhada;

VI. Proveta de 150ml;

VIl.  Proveta de 50mL com boca esmerilhada e tampa;

VIIl. Pipeta de 5mL;

IX.  Funil e papel de filtro qualitativo.

1.17.2.1. Reagentes
l. Eter;
Il. Acido cloridrico;

[l. Solucio de floroglucina em éter a 0,1%m/v.

1.17.3. Procedimento

e Separe cerca de 30g das partes gordurosas da carne ou 100g do
produto carneo previamente triturado.

e Transfira para um frasco Erlenmeyer de 500mL.

e Adicione de 100 a 150mL de éter e deixe em contato, ao abrigo
da luz e calor, por uma noite. Filtre a mistura através de papel de
filtro para um baldo de fundo chato de 300mL.

e Evapore o filtrado em rotavapor, sob vacuo, a temperatura
maxima de 40 °C.

e Transfira, com auxilio de uma pipeta, 5ml. da gordura fundida
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(residuo do baldao) para uma proveta de 50mL.
e Adicione 5ml. de acido cloridrico, tampe e agite por 30 segundos.

e Adicione 5ml. de solu¢io de floroglucina, tampe e agite
novamente por 30 segundos.

e Deixe em repouso por 10 minutos.

e Na presenca de ranco, a camada inferior apresentara uma
coloracio résea ou vermelha.

Nota: se a intensidade da coloracao for fraca, compare a camada
inferior com uma solu¢ao de permanganato de potassio a 0,0012%
(3,8mL de uma solugao 0,002M diluida para 100mL). Se a intensi-
dade for a mesma, ou inferior, pode-se deixar de levar em consi-
deracdo o resultado, contanto que as caracteristicas sensoriais do
produto sejam satisfatorias.

1.18. PROVA PARA FORMALDEIDO

1.18.1. Principio

O formaldeido é considerado uma substancia conservante de
material biologico. Sua adigao e proibida em alimentos. A floroglu-
cina reage com o formaldeido em meio alcalino produzindo o deri-
vado hidroximetilado, de coloragao salmao fugaz (IAL, 2008).

1.18.2. Material

I.  Balanca semi-analitica;

Il.  Aquecedor elétrico;

lll.  Condensador de Liebig;

IV.  Balao de Kjeldahl de 600mL;
V. Proveta de 100mlL;

VI. Frasco Erlenmeyer de 200mL;

VII. Tubos de ensaio;

52



VIII. Pipetas graduadas de 1, 2 e 5mL.

1.18.2.1. Reagentes

Solucio de acido fosforico a 20%v/v;
Solugio de floroglucina (C.H,O,) a 1%m/v;

. Solucio de hidroxido de sédio a 10%m/v.

1.18.3. Procedimento

Pese cerca de 10g da amostra, previamente triturada e
homogeneizada em béquer.

Transfira para balao de Kjeldahl com auxilio de 80mL de
solucao de acido fosforico a 20%. Ligue o balao ao conjunto de
destilagao de Liebig.

Aquega até ebulicdo e destile cerca de 40mL em frasco
Erlenmeyer de 200mL. Coloque em tubo de ensaio 5ml do
destilado, adicione 1ml. da solugao de floroglucina a 1% e 2 mL
da solucio de hidréxido de sédio a 10%.

Na presenca de formaldeido, aparecera a coloragao salmao fugaz
e na sua auséncia, a cor violeta. Observe a cor imediatamente
apos a adi¢ao dos reagentes.

Nota: Esta metodologia nao se aplica a produtos com caracteristi-

cas de ranco e produtos defumados.

1.19. DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE

AMIDO

1.19.1. Principio

A adi¢ao de amido e permitida em algumas classes de salsi-

chas, mortadelas e outros produtos carneos, respeitados os limites

estabelecidos pela legislacio vigente, especificos para cada classe

de produto. Além do amido, que é um extensor utilizado para re-

duzir custos do produto final e auxiliar na reten¢ao de 4gua, ou-
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tros ingredientes sao empregados na elaboragao, tais como: carne,
sangue, visceras comestiveis, gordura, proteinas de soja, aditivos e
condimentos. Alguns deles estao presentes em grandes quantidades,
podendo acarretar interferéncia na extracao e dosagem do amido;
outros contém teores consideraveis de agtcares simples e de amido
em sua composicao, superestimando o valor real. O método ba-
seia-se na determinagao espectrofotométrica a 500nm do composto
colorido formado pela reagao entre os reativos de Somogyi-Nelson
e a glicose proveniente da hidrélise do amido. Como objetivo de
minimizar interferéncias (gorduras, proteinas e agucares simples) e
aumentar a eficiéncia das determinagdes, procede-se a uma extra-
¢ao prévia da amostra com éter de petréleo e alcool, para postetior
hidrélise acida e clarificagio com reagentes Carrez. Esse método,
assim como o de Fehling, baseia-se na redu¢ao do cation Cu’"a
Cu", e na oxidagao do agucar a acido organico. O Cu” e complexado
com arsenomolibdato (reativo de Nelson), que possui um agente
croméforo, originando um complexo estavel de coloragao azul. A
intensidade dessa coloracao ¢ proporcional a quantidade de agtca-
res redutores (IAL, 2008).

1.19.2. Material

l. Espectrofotémetro UV/VIS;
Il Centrifuga;

lll.  Balanca analitica;

IV.  Estufa;

V. Chapa de aquecimento com aparelho de refluxo acoplado;
VI.  Papel indicador de pH;

VIl. Banho-maria;

VIIl. Dessecadort;

IX.  Papel de filtro;
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X. Termometro;

Xl.  Béqueres de 500 e 1000mL;

XIl.  Baloes volumétricos de 100, 250 e 1000mL;
XIll.  Tubos de centrifuga de 15mL;

XIV.  Pipetas graduadas de 5 ¢ 10mL;

XV.  Pipeta volumétrica de 1mlL;

XVI. Frasco Erlenmeyer de 500mL com boca esmerilhada;
XVII. Tubos de Folin-Wu de 25ml_;

XVIII. Cubeta de vidro com caminho 6ptico de 10mm;
XIX. Bureta de 10mL;

XX.  Proveta de 25mL.

1.19.2.1. Reagentes

l.  Alcool;

Il. Eter de petréleo;

IIl. Acido clorfdrico;

IV. Solucio de hidroxido de sédio 40% m/v;
V. Acido sulfarico (D = 1,84 g/mlL).

1.19.2.2. Preparo das solugoes

1.19.2.2.1 Reativo A

e Dissolva 25g de carbonato de sédio, 25g de tartarato duplo de
sédio e potassio, 20g de bicarbonato de sédio e 200g de sulfato
de sédio anidro em 800mL de 4agua.

e ‘Transfira para balio volumétrico de 1000mL e complete o
volume com agua.

1.19.2.2.2 Reativo B

e Dissolva, em agua, 15g de sulfato de cobre penta-hidratado.
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Transfira para um balao volumétrico de 100 mL.

e Adicione duas gotas de 4cido sulfurico (D = 1,84 g/mL) e
complete o volume com agua.

1.19.2.2.3 Reativo de Somogyi ou reativo cuprico

e Adicione 1 mL do reativo B a 25 mL do reativo A em proveta
no momento da analise.

1.19.2.2.4 Reativo de Nelson
e Dissolva 25g de molibdato de amonio em 450mL de agua.
e Adicione 21mL de acido sulfurico e agite.

e Adicione 2g de arseniato de sédio hepta-hidratado, dissolvido
em 25mL de 4dgua.

e Deixe em banho a 37°C, por um periodo de 24 a 48h.

1.19.2.2.5 Solucao de acetato de zinco di-hidratado a 12%m/v

® Pese 120g de Zn(CH,CO0O),.2H O, dissolva em 30mL de
acido acético glacial e 600mL de agua. Transfira para um
balio volumétrico de 1000mL e complete o volume com
agua.

1.19.2.2.6 Solu¢ao de ferrocianeto de potassio tri-hidratado a
6%m/v
® Pese 60g de K ,Fe(CN) .3H,O e dissolva em 800mL de 4gua.
e ‘Transfira para balio volumétrico de 1000mlL e complete o
volume com agua.
1.19.2.2.7 Solugao-padrio de glicose a 250pg/mL

e Seque uma quantidade arbitraria de glicose anidra em estufa a
80°C, por 2h.

e Deixe esfriar em dessecador.

—
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Pese 250mg, transfira quantitativamente para balao de 1000mL
com agua, complete o volume e homogeneize.

A concentragio dessa solucio-estoque e 250mg/L ou 250ug/
ml..

1.19.3. Procedimento

Pese 1g da amostra homogeneizada, em tubo de centrifuga.

Adicione 10mL de solugao alcool-éter de petroleo (1:3), agite
com a ajuda de uma fina haste de ferro e centrifugue a 2500rpm,
por 5 minutos.

Despreze o sobrenadante e repita o procedimento anteriof.
Adicione 10mL de alcool a 80% v/v a 80°C ao residuo, agite
com fina haste de ferro e centrifugue a 2500rpm, por 5 minutos.

Despreze o sobrenadante e repita a extracao alcodlica. Seque o
residuo em estufa a 70°C, por 20 minutos.

Transfira o residuo obtido no tubo de centrifuga, com auxilio
de 100mL de agua, para um frasco Erlenmeyer de 500mL com
boca esmerilhada.

Adicione 5mlL de acido cloridrico.
Hidrolise em refluxo por 90 minutos.

Esfrie e neutralize o hidrolisado com solucio de hidroxido
de sédio a 40% ate pH £ 7 (volume gasto aproximado 6mL),
verificando com papel indicador de pH.

Transfira para um balao volumétrico de 250mL e clarifique
adicionando 5ml. de solucao de acetato de zinco e 5ml. de
solucdo de ferrocianeto de potassio (reagentes Carrez). Complete
o volume, tampe e agite com vigor.

Deixe em repouso por 15 minutos, agitando vigorosamente
varias vezes nesse periodo. Filtre para um frasco Erlenmeyer e
reprecipite com hidréxido de sédio a 40% até pH £ 11 (gasto
aproximado 0, 5mL).

Filtre, transfira ImL do filtrado para tubo de Folin-Wu e adicione
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ImL de reativo de Somogyi ou reativo cuprico, deixe imerso
em banho-maria fervente por 20 minutos. (Verifique se apos 20
minutos de fervura a tonalidade azulada permanece nos tubos;
caso contrario, dilua a amostra e proceda novamente a reagao
com reativo cuprico).

Esfrie, adicione 1mL de reativo de Nelson e complete o volume
com 4gua até a primeira marca do tubo de Folin-Wu (12,5mL)
e homogeneize.

Proceda as leituras de absorbancia das solucdes contra o branco
de reagentes, no comprimento de onda 500nm.

Nota: Caso as solugoes estejam concentradas, isto ¢é, a absorbancia

obtida ultrapasse o maior valor da curva-padrao, dilua a amostra e

repita a reagdao colorimétrica com os reativos de Somogyi-Nelson,

ou repita a reagdo completando o volume para a segunda marca do
tubo de Folin-Wu (25mL). Neste caso, o resultado final (% de ami-
do) devera ser duplicado.

1.19.3.1. Curva-padrio

Transfira aliquotas de 0 (branco); 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ¢ ImL da
solu¢do padrao estoque de glicose para tubos de Folin-Wu.

Adicione 1mL de reativo de Somogyi ou reativo ciprico, deixe
imerso em banho-maria fervente por 20 minutos. Esfrie, adicione
ImL de reativo de Nelson, complete o volume com agua ate a
primeira marca do tubo de Folin-Wu (12,5mL) e homogeneize.

Proceda as leituras de absorbancia das solu¢Ges contra o branco,
no comprimento de onda 500nm. Proceda a regressao linear
dos valores de absorbancia obtidos (eixo y) e das concentragdes
de glicose de 4, 8, 12, 16 e 20 pg/mL (eixo x).

Utilize nos calculos os valores dos coeficientes linear e angular
da reta (absortividade, considerando o caminho 6ptico da cubeta
de 1 cm).
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1.19.3.2. Calculos
(A-b)x0,3125

axp

= glicose %

Onde:

Glicose (%) x 0,9 = amido por cento m/m

A = absorbancia da amostra

b = coeficiente linear da curva-padrao de glicose

a = absortividade (coeficiente angular da curva-padrio de glicose)
p = massa (g) da amostra

0,3125 = fator de diluicao

0,9 = fator de conversio de glicose para amido

1.20. DETERMINAGCAO ESPECTROFOTOMETRICA DE
HIDROXIPROLINA

1.20.1. Principio

Método de referéncia para determina¢ado do aminoacido hi-
droxiprolina em carnes e produtos carneos, expresso em % m/m. A
hidroxiprolina e quantitativamente determinada como medida das
proteinas colagenas de carnes e produtos carneos. O tecido con-
juntivo colagenoso contém 12,5% de hidroxiprolina quando o fator
0,25 (conversao nitrogénio para proteina) e utilizado, ou 14% quan-
do o fator e 5,55. A amostra ¢ hidrolisada com solucao de acido
cloridrico em constante ebulicao, sob refluxo, a solucao ¢ filtrada e
diluida. A hidroxiprolina é oxidada com cloramina T. A cor verme-
lha purpura que se desenvolve apos a adigao de 4-dimetilaminoben-
zaldeido e medida espectrofotometricamente a 558nm (IAL, 2008).

1.20.2. Material

e Processador de alimentos;




Chapa elétrica equipada com condensador resfriado com agua
para refluxo;

Balanca analitica;

Banho-maria com temperatura termostaticamente controlada a

(60£0,5) °C;

Espectrofotdmetro UV/VIS;

Cubeta de vidro de caminho 6ptico de 10mm;

Papel de filtro qualitativo de diametro 12,5cm;

pHmetro;

Frascos Erlenmeyer com boca esmerilhada de 100, 250 e 500mL;
Tubos de ensaio com tampa de 10mL;

Baldes volumétricos de 50, 100, 500 e 1000mL;

Pipetas volumétricas de 1, 2, 5, 10 e 20mL.

1.20.2.1. Reagentes

Acido cloridrico 6M
Solugio-padrio estoque de hidroxiprolina a 600pg/mL

1.20.2.2. Preparo das solu¢oes

1.20.2.2.1 Acido cloridrico 6M

Misture volumes iguais de HCI e agua.

1.20.2.2.2 Solugao-padrio estoque de hidroxiprolina a 600ug/ml.

Dissolva 60mg de hidroxiprolina em agua. Transfira para um
balao volumétrico de 100 mL. e complete o volume com agua; a
solucao ¢ estavel cerca de 2 meses a 4°C.

Opgdo: dissolva 120mg em baldo de 200mL e complete o volume
com agua.
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1.20.2.2.3 Solugio-padrio intermediaria de hidroxiprolina a 6pg/mL

e Pipete 5ml da solugdo estoque em balio volumétrico de 500mL.
Complete o volume com agua.

e Prepare a solu¢dao no dia de seu uso.

1.20.2.2.4 Solucao-padrio de trabalho de hidroxiprolina

e Pipete 5, 10, 20 e 30mL da solugao intermediaria em baldo
volumétrico de 50 mL. Complete o volume com agua.

e Hssas solugoes padrio de trabalho revelam concentragdes de
hidroxiprolina de 0,6; 1,2; 2,4 ¢ 3,6 ug/mlL, respectivamente.

e Prepare as solugoes no dia de seu uso.

1.20.2.2.5 Solugao-tampao (pH 06)

® Dissolva 30g de acido citrico mono-hidratado (CH,O..
H,0),15g de hidréxido de soédio e 90g de acetato de sédio tri-
hidratado (CH,COONa_ | 3H,O) em cerca de 500mL. de 4dgua.

e Transfira a solucdo para balio volumétrico de 1000mL.

e Adicione 290mL de 1-propanol. Determine o pH e ajuste, se
necessario, com acido ou base. Complete o volume. A solugdo e
estavel por cerca de 2 meses a 4°C e em frasco escuro.

1.20.2.2.6 Solucao oxidante

e Dissolva 1,41g do reagente cloramina T em 100mL da solucio
tampao pH 6.

e A solucio e estavel 1 semana a 4 °C, em frasco escuro.

1.20.2.2.7 Reagente de cor

e Dissolva 10g de 4-dimetilaminobenzaldeido em 35mL de acido
petclérico a 60% m/m.

e Adicione vagarosamente, com agitagao, 65mL de 2-propanol.

e Prepare a solu¢iao no dia de seu uso.
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1.20.3. Procedimento

Pese, com precisao, cerca de 4g da amostra em duplicata em
frascos Erlenmeyer de 250 ou 500mL. A amostra nao deve
aderir as paredes laterais.

Adicione 30mL de HCI 6M e algumas pérolas de vidro (ou
cacos de porcelana) a cada frasco. Aqueca a fervura branda por
8 horas, sob refluxo.

Transfira quantitativamente o hidrolisado para balao volumétrico
de 500mL com agua. Complete o volume e agite.

Filtre a solugao através de papel de filtro, em frasco Erlenmeyer
de 500 mL. O filtrado e estavel ao menos por 2 semanas a 4°C.

Dilua o filtrado com agua em baldo volumétrico, de modo que
a concentra¢ao de hidroxiprolina da diluigao final esteja na faixa
de 0,6 a 3,6pg/mlL. A diluicio de 5mL do filtrado para 50mL e
usualmente satisfatoria.

Pipete 2mL da dilui¢ao final de cada amostra em tubos de ensaio.
A cada tubo, adicione 1 ml. da soluc¢io oxidante.

Agite os tubos e deixe por (20 £ 2) minutos a temperatura
ambiente.

Adicione ImlL do reagente de cor e misture vigorosamente.
Feche cada tubo com tampa ou papel aluminio. Imediatamente,
coloque os tubos em banho de 4gua a (60£0,5)°C por exatamente
15 minutos.

Resfrie os tubos em 4gua corrente por 3 minutos. Mega a
absorbancia das solu¢Ges contra o branco de reagentes a (558+
2) nm.

1.20.3.1. Curva-padrao

Prepare a curva-padrao para cada série de medigdes.

Transfira 2mL de agua (branco) e 2mL de cada solugao-padrio
de trabalho aos tubos de ensaio e proceda a adi¢ao da solugao
oxidante e do reagente de cor conforme procedimento da
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amostra.

e Construa a curva com absorbancia no eixo y e concentragdes de

hidroxiprolina 0,3; 0,6; 1,2 e 1,8ug/mL no eixo x.

e C(Calcule os coeficientes linear e angular da reta (absortividade,
considerando o caminho 6ptico da cubeta de 1cm).

1.20.3.2. Calculos
A-b
Q = hidroxiprolina (H), em g/100g
axp
Onde:

A = absorbancia do filtrado da amostra diluida 10 vezes (5mL em
50mL)

b = coeficiente linear da reta obtida na curva-padrio

a = absortividade, coeficiente angular da reta obtida na curva-pa-
drao

p = peso da amostra (g)

H x 8 = tecido colagenoso (B) em g/100 g

Nota: Tecido conjuntivo colagenoso contém 12,5% de hidroxipro-
lina se o fator de conversao de nitrogénio para proteina for de 6,25.

B x100

= tecido colagenoso relativo( BR )em g /100
% Proteina total - (BR)em g /100g

% proteina total = teor de nitrogénio da amostra em g/100 g x 6,25

Notas: O calculo ¢ diferente em alguns paises, com base nos dife-
rentes fatores de conversao de nitrogénio e de hidroxiprolina.

O limite de quantificacio do método e de 0,030pg/mL de hidroxipro-

lina na aliquota de analise (com desvio-padrao relativo de 6,5%) e de
0,0075¢/100 g de hidroxiprolina na amostra (Della Torte e al. 2004).




1.21. DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE
NITRITOS

1.21.1. Principio

Baseia-se nas rea¢oes de diazotacdo de nitritos com acido
sulfanilico e copulagiao com cloridrato de alfa-naftilamina em meio
acido, formando o acido alfa-naftilamino-pazobenzeno-p-sulfonico
de coloragao résea. O produto resultante é determinado espectro-
fotometricamente a 540nm (BRASIL, 1999).

1.21.2. Material

l. Balanca analitica;

Il.  Espectrofotometro UV/VIS;

Ill.  Banho-maria;

IV. Balao volumétrico ambar de 50ml;

V.  Baldes volumétricos de 100, 200, 250 e 1000mL;
VI. Provetas de 25 e 50mL;

VIl. Béqueres de 100 e 200mL;

VIIl. Frasco Erlenmeyer de 250 ou de 500mL;

IX. Funil;

X.  Papel de filtro qualitativo;

Xl.  Pipeta graduada de 5mL;

XIl.  Pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10 ¢ 20mL.

1.21.2.1. Reagentes

1. Solucio de tetraborato de sédio deca-hidratado a 5%m/v;
II.  Solugio de ferrocianeto de potassio tri-hidratado a 15%m/v;

ITI. Solu¢io de acetato de zinco diidratado a 30%m/v ou sulfato
de zinco hepta-hidratado a 30%m/v;
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IV. Reagente sulfanilamida a 0,5%m/v;

V. Reagente NED a 0,5%m/v;

VI. Solugao-padrio de nitrito de sédio (NaNO,) a 0,2g/L;
VII. Solugdo-padrio de trabalho a 8pg/mlL.

Obs: Utilize preferencialmente dgua deionizada isenta de nitritos e/
ou nitratos no preparo dos reagentes e na realizacao da analise.

1.21.2.2. Prepare das solugoes

1.21.2.2.1 Solugao de tetraborato de sodio deca-hidratado a
50/01’11/ A%

e Dissolva 50g de Na,B,O_.10H,O em 4gua e complete o volume
até 1000mL.

1.21.2.2.2 Solugao de ferrocianeto de potassio tri-hidratado a
15%m/v

e Dissolva 150g de K,Fe(CN),.3H,O em 4gua e complete o
volume até 1000mL.

1.21.2.2.3 Solucio de acetato de zinco diidratado a 30% m/v ou
sulfato de zinco hepta-hidratado a 30%m/v

e Dissolva 300g de Zn(CH,COO),2H,O em 30ml. de 4cido
acético glacial e 500mL de agua (aqueca brandamente, se
necessario) e complete o volume até 1000mL.

e  Alternativamente, dissolva 300g de ZnSO,.7H,O em 4gua e
complete o volume até 1000mL.

1.21.2.2.4 Reagente sulfanilamida a 0,5%m/v

e Dissolva 1,25g de C HIN, O, em 250mL de solugio de 4cido
cloridrico (1:1). Aque¢a brandamente, se necessario.

e A solugao ¢ estavel por 1 a 2 meses.




1.21.2.2.5 Reagente NED a 0,5%m/v

Dissolva 0,5¢ de cloreto de alfa-naftiletilenodiamina
(C,H, ,CN) em 100mL de 4dgua. Aquega brandamente, se
necessario.

Estoque em frasco ambar sob refrigeracao.

A solugdo ¢é estavel por uma semana e devera ser desprezada
quando apresentar alteragao da coloragao.

1.21.2.2.6 Solugao-padrio de nitrito de sédio (NaNO,) a 0,2 g/L.

Pese 200mg de nitrito de sédio, previamente seco por 1 hora
a 105°C, dissolva em agua e dilua para 1000mL. Essa solu¢ao-
padrio estoque ¢ estavel por 2 semanas, se mantida a 4°C.

1.21.2.2.7 Solugao-padrio de trabalho a 8pg/mL

Pipete 10mL da solu¢ao-padrao estoque de nitrito de sédio em
um balao volumétrico de 250mL e complete o volume com agua.

1.21.3. Procedimento

Pese 10g de amostra triturada e homogeneizada em um béquer
de 200mL.

Adicione 5ml. de solucio de tetraborato de s6dio, misture com
bastao de vidro e acrescente cerca de 50mL de agua quente

(80°C).

Deixe em banho-maria por 15 minutos, agitando frequentemente
com a baqueta. Proceda da mesma forma com um branco de
reagentes sem a adi¢ao da amostra.

Com auxilio do bastio de vidro e de um funil, transfira o
conteudo quantitativamente para balao volumétrico de 200mL.
Lave bem o béquer com aproximadamente 50mL de dgua.

Deixe esfriar e adicione 5ml. de solu¢do de ferrocianeto de
potassio e 5SmL de solu¢ao de acetato de zinco (ou sulfato de
zinco como alternativa).
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Agite por rotagao ap6s a adi¢ao de cada reagente e complete o
volume com agua.

Agite com vigor.

Deixe em repouso por 15 minutos, agitando vigorosamente
varias vezes nesse periodo. Filtre em papel de filtro qualitativo
para um frasco Erlenmeyer de 250mL. Pipete 10mL do branco
de reagentes e das amostras, respectivamente, para baldes
volumétricos ambar de 50ml..

Adicione 5mL de reagente sulfanilamida, deixe reagir por 5
minutos e adicione 3mL de reagente NED, agitando apds cada
adicao.

Complete o volume com agua e homogeneize. Deixe em repouso

por 15 minutos e faga a leitura da absorbancia a 540nm contra
o branco de reagentes.

1.21.3.1. Curva-padrao

Pipete aliquotas de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7mL da solu¢ao-padrao de
trabalho de nitrito de sédio (8pg/mL) para baldes volumétricos
de 50mL.

Adicione, a cada um, 5mL de reagente sulfanilamida, misture
por rotagao e, apds 5 minutos, adicione 3mL de reagente NED.

Complete o volume e homogeneize. Deixe a cor desenvolver
por 15 minutos e determine a absorbancia a 540nm contra
branco de reagentes.

Construa a curva com os valores de absorbancia no eixo y e
de concentracao de nitrito de sédio 0,16; 0,32; 0,48; 0,64; 0,80;
0,96 e 1,12pg/mlL no eixo x. Calcule os coeficientes linear e
angular da reta (absortividade, considerando o caminho éptico
da cubeta de 1 cm).

1.21.3.2. Cilculo




(A-b) x1000

pxa

= nitrito de sodio,emmg | kg

Onde:
A = absorbancia da amostra
b = coeficiente linear da reta obtida na curva-padrao

a = absortividade (coeficiente angular da reta obtida na curva-pa-
drio)

p = massa da amostra em gramas

1000 = fator de diluicao

Nota: O limite de quantificacio do método ¢ de 0,032ug/mL de
NaNO, (ou 0,021 ug/mL de NO,) na aliquota de analise, com des-
vio padrio relativo de 3,7% (TAKEMOTO ef al., 1999).

1.22. DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE
NITRATOS

1.22.1. Principio

O nitrato ¢ reduzido a nitrito em coluna de cadmio metalico
em meio alcalino. A reacdo baseia-se na diazota¢iao dos nitritos com
acido sulfanilico e copulagao com cloridrato de alfa-naftilamina em
meio acido, formando o acido alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-
sulfonico de coloragao résea. O produto resultante é determinado
espectrofotometricamente a 540nm (BRASIL, 1999).

1.22.2. Material

I.  Balanca analitica;
[l.  Espectrofotometro UV/VIS;
I1l.  Banho-maria;

IV. Coluna de cadmio;
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VI.
VII.
VIII.
IX.
X.
XI.
XII.
X1,

1.22.

1.
I1.
III.

IV.

VIIL.
VIIIL
IX.
X.
XI.

Obs:

Balbes volumétricos ambar de 50mlL;

Baldes volumétricos de 100, 200, 250 e 1000mL;
Provetas de 25 e 50mlL;

Béqueres de 100 e 200mL;

Frasco Erlenmeyer de 250 ou de 500mL;

Funil;

Papel de filtro qualitativo;

Pipeta graduada de 5mL;

Pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10 e 20mL.

2.1. Reagentes

Solucio de tetraborato de sodio deca-hidratado a 5% m/
Solugio de ferrocianeto de potassio tri-hidratado a 15% m/

Solucio de acetato de zinco di-hidratado a 30% m/v ou sulfa-
to de zinco hepta-hidratado a 30%m/v

Solucio de EDTA a 5%m/v

Reagente sulfanilamida a 0,5%m/v

Reagente NED a 0,5%m/v

Solugao-tampao pH (9,6-9,7)

Solugdo-padrao de nitrito de sédio (NaNO,) a 200mg/L
Solu¢ao-padrio de trabalho a 8ug/mL

Solugdo-padrio de nitrato de sédio (NaNO,)
Solugdo-padrio de trabalho de nitrato de sédio a 10pg/mL

Utilize preferencialmente dgua deionizada isenta de nitritos e/

ou nitratos no preparo dos reagentes e na realizagao da analise.

1.22.2.2. Prepare das solugoes

1.22.2.2.1 Solucao de tetraborato de sodio deca-hidratado a




5%m/v

e Dissolva 50g de NaZB 4O7.1OH20 em agua e complete o volume
até 1000mL.

1.22.2.2.2 Solugiao de ferrocianeto de potassio tri-hidratado a 15%
m/v

e Dissolva 150g de K,Fe(CN),.3H,O em 4gua e complete o
volume até 1000mL.

1.22.2.2.3 Solu¢io de acetato de zinco di-hidratado a 30% m/v ou
sulfato de zinco hepta-hidratado a 30% m/v
e Dissolva 300g de Zn(CH,COO),2H,O em 30mL de 4cido

acético glacial e 500mL de 4gua (aqueca brandamente se
necessario), complete o volume até 1000mL.

e Alternativamente, dissolva 300g de ZnSO,7H O em igua e
complete o volume até 1000mL.

1.22.2.2.4 Solugio de EDTA a 5%m/v

® Pese 5gde C, H N Na O.2H O, dissolva com 4gua e complete
o volume de 100mL. Guarde em frasco de polietileno.

1.22.2.2.5 Reagente sulfanilamida a 0,5% m/v

® Dissolva 1,25g¢ de CHN, O, em 250ml. de solugio de 4cido
cloridrico (1:1). Aqueca brandamente, se necessario.

e A solugdo ¢ estavel por 1 a 2 meses.

1.22.2.2.6 Reagente NED a 0,5%m/v

e Dissolva 0,5¢ de cloreto de alfa-naftiletilenodiamina
(C,H,,CN) em 100mL de 4dgua. Aquega brandamente, se
necessario. Estoque em frasco ambar sob refrigeracao. A solugao
deve ser desprezada quando apresentar alteragao da coloragiao

(estavel por uma semana).

—
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1.22.2.2.7 Solugao-tampao pH (9,6-9,7)

e Dilua 20mL de acido cloridrico em 700mL de agua.

e Adicione 50mL de hidréxido de amonio.

e Verifique o pH e ajuste para (9,6-9,7) com HCl ou NH,OH, se
necessario. Complete o volume até 1000mL e misture.

1.22.2.2.8 Soluc¢ao-tampao pH (9,6-9,7) diluida (1:9)

¢ Dilua 100mL da solucao-tampao pH (9,6-9,7) em balao de

1000mL e complete o volume com agua.

1.22.2.2.9 Solugdo-padrio de nitrito de sédio (NaNO,) a 200
mg/L

e DPese 200mg de nitrito de sédio, previamente seco por 1 hora
a 105°C, dissolva em 4gua e dilua para 1000mL. Essa solu¢ao-
padrio estoque ¢ estavel a0 menos por 2 semanas, se mantida
a4°C.

1.22.2.2.10Solugao-padrio de trabalho a 8pg/mL

e Transfira 10mL da solugao-padrao estoque para um baldo
volumétrico de 250mL e complete o volume com agua.

1.22.2.2.118olugao-padrao de nitrato de sédio (NaNO,)
e Desseque o nitrato de sédio por 1 hora a 105°C.

® Pese, com precisao, 0,1¢ e dissolva em agua.
bl b bl g g

e Adicione 50mL da solugdao-tampao pH (9,6-9,7) e complete para
balio de 100mL com agua. Essa solugao-padrao é estavel ao
menos por duas semanas, se mantida a 4°C.

1.22.2.2.12Solugio-padrio de trabalho de nitrato de sédio a 10ug/
mL

¢ Dilua ImL em baldo de 100mL com agua. A solugao-padrio de
nitrato de sédio de trabalho deve ser preparada no momento da
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analise.

1.22.2.2.13Preparagaoda coluna de cadmio

Estite um tubo de vidro de 1,5cm de diametro e 15¢m de altura
(coluna).

Compacte um pequeno chumaco de 1a de vidro na extremidade
afilada da coluna, acrescente uma camada de lcm de areia
tratada.

1.22.2.2.14Preparagao do cadmio esponjoso

Prepare 500mL de solugio de sulfato de cadmio a 20%. Adicione
5 barras de zinco metilico, deixando-as totalmente imersas na
solucio. A medida que o cadmio esponjoso for se depositando
nas barras, retire utilizando bastao de vidro ou material plastico
e transfira para um béquer contendo agua em quantidade
suficiente para cobrir todo o cadmio.

Transfira aproximadamente 200mL de agua e o cadmio para
um copo de liquidificador (de material plastico ou vidro),
homogeneize e em seguida passe em peneira mesh 20 ou 40,
recolhendo em outro béquer, mantendo o cadmio sempre
coberto com agua. O cadmio triturado e peneirado é posto a
decantar completamente.

Remova a 4agua sobrenadante e inicie o tratamento do residuo
(cadmio esponjoso) da seguinte maneira: cubra todo o cadmio
com acido cloridrico 2M; deixe em contato (repouso) por 2
minutos, remova o acido cloridrico sobrenadante; lave o cadmio
com agua até pH neutro; adicione acido cloridrico 0,1M até
cobrir todo o cadmio, deixe em repouso por 15 minutos e
remova o acido cloridrico sobrenadante; lave o cadmio com agua
até pH neutro; decante e remova a agua sobrenadante, adicione
solucao-tampao pH (9,6-9,7) (1:9) deixando em contato por,
no minimo, 15 minutos. Decorrido esse tempo, o cadmio esta
pronto para ser compactado na coluna de vidro previamente
preparada com 13 de vidro e areia na extremidade.
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Transfira o cadmio em pequenas por¢oes com o auxilio de agua,
evitando sua exposi¢ao ao ar, até atingir uma altura de 10cm.

Adapte ao topo da coluna um funil de separagao de 100mL,
com haste de 10mm de diametro e 25cm de comprimento com
uma rolha de silicone, prevenindo a entrada de ar na coluna.
Dessa forma, permite-se o controle do fluxo. Mantenha a coluna
sempre com agua.

1.22.2.2.15Regenerac¢ao ou ativagao da coluna

A atividade da coluna de cadmio decresce depois de 24 horas,
quando este ¢ mantido em agua. Regenere a coluna no comego
de cada dia de utilizagao e apds duas (uma duplicata) redugdes
(passagens) de amostras.

Passe as solucdes na coluna com fluxo de 10mL/min respeitando
a seguinte ordem: 25mL de acido cloridrico 0,1M, 50mL de dgua e
25mlL. de solugao-tampao diluida (1:9).

1.22.3. Procedimento

Pese 10g de amostra triturada e homogeneizada em béquer
de 200ml.. Adicione 5ml. de solu¢io de tetraborato de sédio,
misture com baqueta de vidro e acrescente cerca de 50mL de
agua quente (80°C).

Deixe em banho-maria por 15 minutos, agitando frequentemente
com a baqueta.

Proceda da mesma forma para o branco de reagentes sem a
adicio da amostra.

Com auxilio da baqueta e de um funil, transfira o conteudo
quantitativamente para balao volumétrico de 200mL.

Lave bem o béquer com aproximadamente 50mL de dgua.

Deixe esfriar e adicione 5ml. de solu¢io de ferrocianeto
de potassio e 5mL de solugao de acetato de zinco (ou como
alternativa, sulfato de zinco).

Agite por rotacao ap6s a adi¢ao de cada reagente e complete o

73 (




volume com agua.
e Agite com vigof.

e Deixe em repouso por 15 minutos, agitando vigorosamente
varias vezes nesse petriodo.

e Tiltre em papel de filtro qualitativo para frasco Erlenmeyer de
250mL.

e Transfira uma aliquota de 20mL do filtrado (primeiramente do

branco de reagentes e, na sequéncia, as amostras) para béquer
de 100mL.

e Adicione 5ml da solug¢io-tampao pH (9,6-9,7). Se turvar,
adicione 2ml. de solugao de EDTA 5%. Passe pela coluna de
cadmio a um fluxo que nio exceda 6mL/minuto, recolhendo
diretamente em balao volumétrico de 100mlL..

e Jave as paredes do béquer no minimo trés vezes consecutivas
comaproximadamente 15ml de agua, passando sequencialmente
pela coluna de cadmio.

e Continue a passagem de agua pela coluna até completar o
volume de 100mL no baldo volumétrico.

e Pipete 10mL (do branco de reagentes e das amostras),
respectivamente, para baldes volumétricos de 50mL.

e Adicione 5ml de reagente sulfanilamida, agite por rotagao, apos
5 minutos adicione 3mL de reagente NED, complete o volume
com agua, misture e deixe desenvolver a cor por 15 minutos.

e Determine a absorbancia a 540nm contra o branco de reagentes
(passado pela coluna). O resultado refere-se ao teor de nitrito
de sédio total.

e Desconte o valor de nitrito de sédio presente na amostra
(reacao colorimétrica do filtrado antes de passa-lo pela coluna
de cadmio).

1.22.3.1. Eficiéncia ou controle da capacidade redutora da coluna

e A eficiéncia da coluna pode ser testada passando solugao
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-padrio de nitrato de sédio e determinando a quantidade de
nitrito formado.

e Misture, em um béquer de 100mlL, uma aliquota de 20mL da
solucio padrio de trabalho de nitrato de sédio (10pg/mL) e
5mlL da solugao-tampao pH (9,6-9,7).

e Passe pela coluna de cadmio a um fluxo que nio exceda

6mL./minuto, recolhendo diretamente em balao volumétri-
co de 100mL.

e Lave as paredes do béquer no minimo trés vezes consecuti-
vas com aproximadamente 15mL de agua, passando sequen-
cialmente pela coluna de cadmio.

e Continue a passagem de agua pela coluna até completar o
volume de 100mL no baldo volumétrico. Pipete 10mL para
um balao volumétrico de 50mlL.

e Adicione 5mL de reagente sulfamilamida, agite por rotagao;
apo6s 5 minutos, adicione 3mL de reagente NED e complete
o volume com agua.

e Apds 15 minutos, faga a leitura a 540nm contra o branco de
reagentes (passado pela coluna). Se a recuperagao for infe-
rior a 90%, isto é, a concentragao de nitrato calculado me-
nor que 90% do valor tedrico esperado, regenere a coluna
de cadmio.

1.22.3.2. Curva-padrao de nitrito de sodio

Pipete aliquotas de 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7mL da solugao padrio de
trabalho de nitrito de sédio (8pg/mL) para baldes volumétricos
de 50mL.

Adicione, a cada um, 5mL de reagente sulfanilamida, misture
por rotagao e, apds 5 minutos, adicione 3mL de reagente NED.

Complete o volume e homogeneize.

Deixe desenvolver a cor por 15 minutos e determine a
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absorbancia a 540nm contra o branco de reagentes.

e Construa a curva com os valores de absorbancia no eixo y e
de concentragio de nitrito de sédio 0,16; 0,32; 0,48; 0,64; 0,80;
0,96 e 1,12pg/mL no eixo x. Calcule os coeficientes lineatr e
angular da reta (absortividade, considerando o caminho éptico
da cubeta de 1cm).

1.22.3.3. Calculos

(A-b)x5000 o
~———~——— =nitritodesodiototal,emmg | Kg
pxa
A —-b)x1000
% = nitrito de sodio,emmg | Kg
pxa

Onde:

Nitrato de sédio (em NaNO,) = nitrito de sédio total - nitrito de
sodio

Nitrato de sédio (em NaNO,) = (nitrito de sédio total - nitrito de
sodio) x1,231

A = absorbancia da amostra

b = coeficiente linear da curva padrao de nitrito de sédio

a = absortividade, coeficiente angular da curva-padrao de nitrito de
sodio

p = massa da amostra em g

5000 = fator de diluicao da amostra para calculo do nitrito de sédio total
1,231 = fator de conversiao de nitritos em nitratos

1000 = fator de dilui¢ao da amostra para calculo do nitrito de sédio

(A-b)x30,8

pxa

= eficiéncia %

A = absorbancia do padrao nitrato de sédio
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b = coeficiente linear da curva-padrao de nitrito de sédio

a = absortividade, coeficiente angular da curva-padrao de nitrito de sodio
p = massa nitrato de sédio padrio em g

30,8 = fator (diluicao e conversao NaNO, / NaNO,)

Nota: O limite de quantificacio do método é de 0,032ug/mL de
NaNO, (ou 0,021ug/mL de NO,) na aliquota de analise, com des-
vio padrao relativo de 3,7% (TAKEMOTO et al., 1999).

1.23. DETERMINACAO DE PROTEINAS DE SOJA PELO
METODO ELISA

1.23.1. Principio

As proteinas de soja sao ingredientes utilizados na elaboracao
de alimentos como fonte protéica e como extensor em produtos
carneos. As amostras de produtos carneos crus ou processados ter-
micamente sao maceradas e extraidas com solventes organicos. O
residuo desta extra¢ao, denominado p6 de acetona, ¢ solubilizado, a
quente, em solu¢ao aquosa de uréia. Apos dilui¢do, as proteinas de
soja renaturadas sdo analisadas pelo método ELISA, utilizando an-
ticorpos comercialmente disponiveis. Na quantificagao de proteinas
de soja, o método ELISA é um imuno-ensaio competitivo indireto
em que o analito proteina de soja (antigeno) reage com volume fixo
de anticorpo anti-proteina de soja (antissoro produzido em coelho)
em excesso. O anticorpo nao reagente é determinado pela ligacao
em placa de imunoensaio previamente sensibilizada com o antigeno.
O anticorpo capturado é determinado pela adi¢do de um segundo
anticorpo (produzido em cabra para globulinas de soro de coelho)
ligado covalentemente a uma enzima (conjugado). A reagao é evi-
denciada pelo desenvolvimento de cor com a adigao de substrato.
Etapas de lavagem sao incorporadas apos cada estagio de interacao,
para remover material nao reagente. A amostra ¢ geralmente ana-
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lisada em diluigbes seriadas na razao 3. A resposta é comparada a

uma curva-padrao de proteina de soja. O ELISA ¢ semi-quantitativo

na determina¢ao de proteinas de soja em produtos carneos crus e

processados termicamente, podendo ser quantitativo quando o teor

de protidios da proteina de soja adicionado é conhecido e, especial-

mente, se a proteina de soja (texturizada, concentrada ou isolada)
esta disponivel para calibragao (IAL, 2008).

1.23.2. Material

I
II.

III.
IV.

VIIL.
VIIL

IX.

X.

XI.
XII.
XIII.

Lavadora e leitora de placas de ELISA;

Pipeta digital de 8 ou 12 canais, pipetasmonocanais de (5-50)
ul, (50-200)uL e (100 1000)pl. com ponteiras;

Reservatorios de reagentes para cada solugao;

Triturador de amostras, homogeneizador Ultra-Turrax ou
Diax 900 (Heidolph) ou equivalente;

Papel de filtro Whatman n°® 541;
Tubos de vidro pirex graduados de 10mL com tampas de plastico;
Banho-maria;

Placas de imuno ensaio de poliestireno fundo chato de 96 ca-
vidades (equivalente Nunc Maxisorp 442404);

Microtubos plasticos de ImL com tiras de tampas e suporte
(8x12 fileiras) para dilui¢do serial e pré-incubacao; caixas plas-
ticas com tampa para colocar placas de ELISA;

Baldes volumétricos de 10, 25 e 50mL; funil de vidro de 7cm;
almofariz; balanca analitica;

pHmetro;
Estufa;

Cronometro e papel grafico semi-log (linear/4 ciclos log).
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1.23.2.1. Reagentes

. Acetona;

II.  Uréia;

lll.  2-Mercaptoetanol;

V. Azida s6dica (NaN);

V.  Cloroférmio-metanol — 2:1 (v/v);

VI.  Alcool-dgua (acidificado) — 80:20 (v/v), acidificado com 2 go-
tas de HCI/L;

VII. Tampao Tris-HCl a 0,25M;

VIIl. Proteina de soja padrao;

IX.  Solucio de sensibilizaciao (50 vezes concentrada);
X.  Solucio de sensibilizacio de trabalho;

Xl.  Solucao-tampao salina de fosfato TFS pH 7,1;
Xll.  Solugao-tampao de trabalho TFST;

Xll.  Solugdes imunorreagentes;

XIV.  Solugdo anticorpo-positivo;

XV.  Solugio anticorpo-negativo;

XVI. Solugio conjugado;

XVII. Solugao-substrato de fosfatase em meio tampao.

1.23.2.2. Prepare das solugoes

1.23.2.2.1 Tampao Tris-HCl a 0,25M

e DPese 30,3g de tris (hidroximetil) amino metano em um litro de
agua e ajuste ao pH 8,6 com HCI.

1.23.2.2.2 Proteina de soja padrio

e Utilize como padrio o concentrado de proteina de soja (Loders
CroKlaan B.V,, Holanda) ou p6 de acetona de soja (equivalente
Sigma S7756) ou isolado proteico de soja Supro 500E (Protein
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Technologies International, USA) na preparagao da solugao de
sensibilizacao.

1.23.2.2.3 Solucio de sensibilizagao (50 vezes concentrada)

e Misture, em balao volumétrico de 50mlL, 4,5ml. de Na,CO,
0,2M, 8ml. de NaHCO, 0,2M, 625pL. da solugao padrio de
proteina de soja preparada no item procedimento (b) e agua até
completar o volume. Mantenha esta solu¢ao-padrio a (2-8)°C
por 16 horas.

Nota: o valor 625uL. da solu¢ao-padrao foi calculado para correspon-
der a 2,5mg de proteina de soja no p6 de acetona, uma vez que a solugao
-padrio desctita no item (b) do procedimento contém 100 mg/25mlL..

1.23.2.2.4 Solucio de sensibilizacao de trabalho

e Misture, em um baldo volumétrico de 50mlL, 4,5mL Na, CO,
0,2M, 8ml. NaHCO, 0,2M e 4gua para completar o volume.

e Homogeneize e retire ImL desta solugao, repondo o volume
da soluc¢io com 1ml. da solucio de sensibilizacio 50 vezes
concentrada.

1.23.2.2.5 Solugao-tampao salina de fosfato TFS pH 7,1

e Misture, em um baldo volumétrico de 1000mL, 85g de NaCl,
10,7g de Na,HPO,, 3,9g de NaH PO,.2H O, 5g de NaN, e 4gua
até completar o volume para 1000mL.

1.23.2.2.6 Solugao-tampao de trabalho TFST

e Misture 100mL da solugao-tampao TFS, 1,5mL de Tween 20 e
900mL de agua.

1.23.2.2.7 Solug¢des imunorreagentes

1.23.2.2.8 Solugio anticorpo-positivo

¢ Dilua, em um balao volumétrico de 50mL, BpLL de antissoro de
coelho para proteina de soja (equivalente Sigma-Aldrich S-2519),
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conservado a -20°C, e complete o volume com solu¢io-tampao
TEST.

1.23.2.2.9 Solugao anticorpo-negativo

¢ Em um baldo volumétrico de 50mlL, pipete Bul. de soro normal
de coelho e complete o volume com solugao-tampao TFST.

1.23.2.2.10Soluciao conjugado

e Emum balao volumétrico de 25mlL,, pipete CpLL de IgG anticoelho
produzido em cabra conjugado a fosfatase alcalina (equivalente
Sigma-Aldrich A-7539), conservado a (2 — 8)°C e complete o
volume com solugao-tampao TFST.

Nota: as quantidades de anticorpo e conjugado que devem ser adi-
cionadas dependem das propriedades dos imunorreagentes recebi-
dos. Calcule B e C como descrito no item padronizagao.

1.23.2.2.11Solugao-substrato de fosfatase em meio tampao

® Misture, em um balao volumétrico de 25ml., 2,25ml. de Na, CO,
0,2M, 4ml. de NaHCO, 0,2M, 25pL. MgCl,.6H O 0,5M, 25mg
p-nitrofenil fosfato (5 tabletes de 5mg cada, equivalente Sigma
104-105, guarde no escuro a temperatura menor que 0°C) e
complete o volume com agua.

1.23.2.3. Padronizacio

1.23.2.3.1 (A) Anticorpo-positivo e anticorpo-negativo

e Teste novos lotes nas placas ELISA sensibilizadas e lavadas
(itens (c) e (d) do procedimento).

e DPrepare séries de dilui¢oes (no intervalo 100-100000) de
anticorpo positivo (fileiras A-D) e anticorpo negativo (fileiras
E-H) em TFST, pré-incube sem proteina de soja, e entdo
proceda como descrito nos itens (h) e (k) do procedimento.

e Use a curva de diluicdo do antissoro para obter o titulo do
anticorpo positivo.




Calcule o valor B, isto é, se o titulo for 1 em 3000, entao B =
2x(1/3000) x 50000pL. = cerca de 30uL.

Teste também o anticorpo em produto carneo padrao contendo
concentragao conhecida de proteina de soja e também contra
materiais com potencial para reagdes cruzadas.

1.23.2.3.2 (B) Conjugado

Teste novos lotes de conjugado sobre uma placa ELISA
(sensibilizada e lavada, itens (c) e (d) do procedimento).

Prepare anticorpo positivo como para BP (item (f) do
procedimento) e pré-incube essa solugaio com TEST
separadamente (item (g) do procedimento). Incube na placa
(item (h) do procedimento) nas fileiras A-D (anticorpo positivo)
e fileiras E-H (TFST). Use conjugado a varias dilui¢oes (ou seja,
no intervalo 500-5000) no item (i) do procedimento e entao siga
() e (®).

Calcule o valor de C (ou seja, C=15) de tal forma que o
conjugado positivo seja > 1,000 e conjugado negativo <
0,050.

1.23.2.3.3 (C) Placa ELISA

Teste lotes de placas para avaliar a variabilidade entre placas. A
placa padrao em protocolo utiliza, nas determinagoes, somente
as cavidades (B—G) (2-11) em razdo de uma possivel variagao
das cavidades externas.

1.23.3. Procedimento

1.23.3.1. (A) Preparaciao do p6 de acetone

Pese, separadamente, 20g da proteina de soja padrio e 20g
da amostra previamente triturada e macere (no Ultra-Turrax
ou Diax 900) com solventes organicos, filtrando o residuo a
cada estagio para re-extragdao, na seguinte sequéncia: 200mL
cloroférmio-metanol (3 vezes), 200mL alcool acidificado (3
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vezes) e 200mL acetona (3 vezes). Seque o residuo ao ar, de um
dia para o outro, e homogeneize em almofariz; o produto final
denomina-se p6 de acetona.

Proceda a analise da proteina total pelo método Kjeldahl
(Nx6,25), utilizando o resultado para calcular a massa da amostra
de p6 de acetona do item (b) do procedimento.

1.23.3.2. (B) Solubiliza¢ao de amostras e padrao

Pese, separadamente, em tubos pirex graduados de 10mL, o p6
de acetona da proteina de soja padrao (97-103mg de proteina) e
o po de acetona de cada amostra de produto carneo (95-105mg
de proteina).

Adicione a cada um dos tubos na ordem: 2mL de tampao Tris-
HCI, 6g de uréia, 2mL de agua, 200pL. de 2-mercaptoetanol e
agua para 10mlL.

Tampe, misture e aquega imergindo até o nivel de 10mL em
banho de agua fervente por (60£1) min.

Resfrie por (3-5) minutos e transfira quantitativamente para
um balao volumétrico de 25ml com agua, assegurando a
ressolubilizacdo da ureia cristalizada. Mantenha as solucées de
amostras e padrao por 16h a (2-8) °C.

A solugao-padrao de proteina de soja estd pronta para ser
utilizada no item reagentes (solucdo de sensibilizagdao) e no item
procedimento (e). As solu¢des de amostras serdo utilizadas no
item (e) do procedimento.

1.23.3.3. (C) Sensibilizagao das placas ELISA

Utilizando pipeta multicanal, transfira 200pL. de solucdo de
sensibilizacdo de trabalho (item reagente) a cada cavidade na
placa de ELISA.

Coloque a placa tampada em caixa plastica, feche e incube a 37
°C por (16£1) hora.




1.23.3.4. (D) Lavagem e estocagem das placas ELISA

e Jave as placas de ELISA utlizando um procedimento
padronizado.

e Com um sistema automatico de lavagem estabeleca um ciclo
de 5 vezes, em que cada fileira de cavidades é sucessivamente
esvaziada e enchida com TFST por 5 vezes e finalmente as
cavidades sdo esvaziadas.

¢ Segundo o procedimento de lavagem manual, a primeira fileira é
esvaziada e enchida com TEST por 5 vezes antes de finalmente
ser esvaziada; a sequéncia ¢ repetida para as fileiras sucessivas.
Um ciclo de lavagem de 10 vezes inclui primeiramente uma
lavagem de 5 vezes, seguida por um segundo ciclo de mais 5
lavagens.

e Sec a placa ELISA sensibilizada nao for utilizada imediatamente,
remova a placa da estufa no final das 16 horas e lave 5 vezes.
Uma lavagem eficiente é parte essencial do método. A placa
lavada pode ser enxugada e estocada.

e Use tecido absorvente para secar os lados da placa, inverta a
placa para remover algum liquido remanescente nas cavidades,
e entdo seque a parte de cima da placa. Idealmente, a superficie
interna das cavidades incluindo a base deve permanecer intocada
durante o processo de lavagem e secagem.

e Coloque a placa tampada com a parte de cima voltada para baixo
em caixa plastica, feche e estoque em freezer (-20 °C).

1.23.3.5. (E) Diluicao serial das solu¢bes de amostras e padrio

e Assegure a ambientagao da temperatura das solugdes de
amostras e padrao solubilizadas (procedimento b), retirando
da refrigeragcao com (45-60) minutos de antecedéncia. Transfira
aliquotas de 750pL de cada uma dessas solucbes a baldes
volumétricos de 10mL, dilua ao volume com TFST e misture
por repetidas inversdes. Encha com microtubos o suporte
(8x12) e pipete 600pLl. das solugdes de amostras e padroes
diluidos, cada um dentro do seu tubo correspondente, como
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definido na Tabela 1 (padrao S1 em triplicata e amostras T1-Z1
em duplicata).

e A Tabela 1 ilustra o modelo padrao de tubos que corresponde as
cavidades na placa de ELISA.

e Todos os outros tubos devem receber 400ul. de TFST; faca

essa transferéncia utilizando pipeta multicanal (duas porg¢des de
200uL).

e Conduza a diluigao serial de cada amostra, em duplicata, pelo
uso de pipeta multicanal para misturar aliquotas de 600uL
(recolha 200uL e reponha 3 vezes) e, entdo, transfira 200uL. ao
tubo adjacente que ja contém 400pL. de TFST.

e Misture como descrito e repita a diluigao, descartando a aliquota
de 200pL do ultimo tubo. Desta mistura resulta uma diluicao
serial 1:3; normalmente use solucbes de amostra nao diluida,
3 vezes diluidas e 9 vezes diluidas para o ensaio quando o
teor de proteina de soja na amostra é desconhecido ou baixo
(0-11 g de proteina/100 g de proteina total). Escolha maiores
diluicoes se os teores sao altos (3, 9, 27 vezes se 11- 33 g/100
g; 9, 27, 81 vezes para 33-100 g/100 g), ou quando o ELISA
ja tenha demonstrado que as solu¢oes de amostras sao muitas
concentradas.

e Dilua as solugdes-padrao similarmente, preparando para o
ensaio 7 dilui¢Ges seriais (de

e solucio nao diluida a diluicdo de 729 vezes, cada uma em
triplicata).
Tabela 1 — Modelo padrio recomendado para os microtubos (pré

-incubagdo) e cavidades correspondentes na placa de ELISA, no
ensaio com 7 amostras™*.




Linhas Colunas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A BS  S1 S1 S1 00 00 00 00 00 00 00 00
B BS S2 S2 s2 Ti Ul Vi W1 x1 Y1 Zl 00
C BS S3 S3 §3 T2 U2 V2 W2 X2 Y2 Z2 00
D BC 5S4 S4 54 T3 U3 V3 W3 X3 Y3 73 00
E BC 55 s S5 0TI ur vi1I w1 X1 Y1 Z1 00
F BC 56 S6 S6 T2 uz vz w2 X2 Y2 22 00
G BP §7 7 §7 T3 Us V3 W3 X3 Y3 73 00
H BP BP BN BN BN 00 00 00 00 00 00 00

* As 96 posigdes estdo arranjadas em 12 colunas (1-12) e 8 linhas (A-H). Cada amostra
¢é analisada a 3 dilui¢es (em duplicara); padrio a 7 diluigSes (em triplicata), e 4 bran-
cos em triplicata. BS, branco substrato; BC, branco conjugado; BP, branco anticorpo
positivo; BN, branco anticorpo negativo; 00, nio usado; S1-S7, padriao (1-7 indica 7
diluigGes seriais); T-Z, 7 amostras (1-3 indica 3 diluigGes seriais).

FONTE: Instituto Adolfo Lutz, 2008.

1.23.3.6. (F) Brancos

Quatro tipos de brancos sao usados, cada um em triplicata:
substrato (BS), conjugado (BC), anticorpo positivo (BP) e
anticorpo negativo (BN). Adicione 400uL de TFST a todos eles.
Aos tubos BS e BC, acrescente 2 por¢oes de 200ul. de TFST;

aos tubos BP, solugao de anticorpo positivo (2 x 200uL); e, aos
tubos BN, a solug¢ao de anticorpo negativo (2 x 200pL).

Idealmente, as leituras finais de absorbancia (k) correspondentes a
esses brancos devem apresentar os seguintes valores: BS < 0,010; BC
< 0,050; BP > 1,000; BN > 0,200.

1.23.3.7. (G) Pré-incubagio com soro anti-proteina de soja

Utilizando pipeta multicanal, adicione solugao de anticorpo
positivo (2x200pL) aos tubos de amostras e padrdes.

Coloque TFST (2x200pl) nos tubos externos restantes (00
na Tabela 1). Feche cuidadosamente com as tiras plasticas que
vedam os microtubos. Inverta o suporte de microtubos trés ou
mais vezes para misturar e coloque na estufa a 37°C por (30%1)
minutos.

—
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1.23.3.8. (H) Etapa anticorpo

Nos ultimos 10min da etapa de pré-incubagao (g), lave a placa
de ELISA ja a temperatura ambiente, cerca de (45-60) minutos,
utilizando um ciclo de 5 vezes.

Remova o suporte de microtubos da estufa no tempo estipulado
e inverta 3 vezes para misturar. Retire cuidadosamente as tiras
plasticas vedadoras.

Utilizando pipeta multicanal, transfira aliquotas de 200pL. de
cada solugao para as cavidades na placa de ELISA na posi¢ao
correspondente (Tabela 1).

Coloque a placa tampada na caixa plastica, feche e incube a
(120£2) min a 37 °C.

1.23.3.9. (I) Etapa conjugado

Remova a placa ELISA da estufa, lave 10 vezes e enxugue como

em (d).
Adicione 200uL. de TFST na cavidade do branco substrato (BS).

Com auxilio da multicanal adicione solugao de conjugado
a todas as outras cavidades (exceto BS) na mesma ordem de
adicao utilizada na etapa do anticorpo (h).

Coloque a placa tampada na caixa plastica, feche e incube a
(120£2) minutos a 37 °C.

1.23.3.10.(J) Etapa substrato

Remova a placa da estufa, lave 10 vezes e enxugue.

Utilizando multicanal, adicione 200pLL da soluciao de substrato
a cada cavidade da placa na mesma ordem da etapa (h). Entao,
coloque a placa tampada na caixa plastica, feche e incube por
(30%£0,25) minutos a 37 °C.

1.23.3.11.(k) Reagao enzimatica e medicao da cor

Remova a placa ELISA da estufa e com ajuda da multicanal
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adicione aliquotas de 50pLL de solucao de 0,2M de NaOH a todas
as cavidades da placa, na mesma ordem da etapa do anticorpo.

e Proceda a leitura da absorbancia a (405-410)nm da solugao de
cada cavidade, usando leitora de ELISA ou equivalente; essa
leitura deve ser realizada entre 5 ¢ 60 minutos ap6s a adi¢ao da
soluciao de NaOH.

1.23.3.12.Calculos

Para cada placa, construa uma curva-padrio do log da con-
centragao de protefna de soja padrio como p6 de acetona (Nx6,25)
nas 7 dilui¢bes seriais versus a correspondente absorbancia (média
de 3 leituras). Calcule a concentracdo de proteina total (Nx6,25) em
cada dilui¢io de cada solucao de amostra. De cada média de absor-
bancia, leia na curva a concentragao de proteina de soja correspon-
dente em cada dilui¢do da amostra. Calcule a massa de proteina de
soja por 100g de proteina total para as 3 diluigdes correspondentes
a cada amostra de p6 de acetona. Se todos os 3 valores corresponde-
rem a porcao central da curva de calibragio (isto ¢, S, a S ), utilize a
média como resultado final. As absorbancias muito baixas implicam
que as solugdes utilizadas estavam muito concentradas e um maior
numero de dilui¢Ges seriais deve ser utilizado para um segundo pro-
cedimento de ELISA.

Os resultados também podem ser calculados em termos de
massa de protefna de soja por 100g de amostra como recebida ou
em termos de peso do ingrediente de soja (proteinas isoladas con-
tem 88% de proteina, concentradas 68% e texturizadas 50%, base
seca, teores minimos estabelecidos pela legislagao vigente) por 100g
de amostra como recebida. Note que as trés maneiras de definir os
teores de soja na amostra sao diferentes e devem ser consideradas
com cuidado.

O limite de quantificacio do método é de 0,41ug/mL de pro-
tefna de soja na aliquota de analise (com desvio-padrao relativo de
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2,4%) e de 0,14g/100g de proteina de soja na amostra. A cutrva pa-
drao abrange de 0,41pg/mlL a 300 ug/ml de proteina de soja, limite
superior com desvio padrao relativo de 5,8% (DELLA TORRE et
al., 2003).
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CAPITULO 2

PRODUTOS DE SALSICHARIA EMBUTIDOS E
NAO EMBUTIDOS
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2. PRODUTOS DE SALSICHARIA EMBUTIDOS
E NAO EMBUTIDOS

2.1. DEFINICAO

Produtos de salsicharia sio aqueles obtidos de carnes, de mid-
dos e de partes comestiveis das diferentes espécies animais, com as
propriedades originais das matérias-primas modificadas por meio de
tratamento fisico, quimico ou biolégico, ou ainda pela combinacao
destes métodos em processos que podem envolver a adi¢dao de in-
gredientes, aditivos ou coadjuvantes de tecnologia.

Embutidos sdo os produtos carneos elaborados com carne ou
com 6rgaos comestiveis, curados ou nao, condimentados, cozidos
ou nao, defumados e dessecados ou nao, tendo como envoltério a
tripa, a bexiga ou outra membrana animal (BRASIL, 1989).

2.1.1. Caracteristicas Organolépticas

2.1.1.1.  Aspecto

Proprio de cada produto e a superficie nao deve apresentar-se
umida, limosa ou viscosa. O invélucro ndo deve estar danificado ou
com presenca de parasitas que tenham atingido a massa. Deve tra-
duzir a utiliza¢ao de tecnologia adequada para sua elaboragao.

2.1.1.2. Coloracao

Roésea nos produtos cozidos e avermelhada nos curados, sem
manchas esverdeadas ou pardacentas.

2.1.1.3. Consisténcia

Deve ser propria e com maior ou menor firmeza, conforme
o tipo de produto.

2.1.1.4. Odor e Sabor
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Devem ser proprios de cada produto.

2.1.1.5. Preparo da amostra

Retirar os invélucros, quando necessario, cortar em pedagos,
passar em maquina de moer carne com discos de 3mm de diametro
por 2 ou 3 vezes ou processador até que a amostra fique uma massa
homogénea. Reservar os involucros finamente divididos para anali-
se de acido sérbico, seus sais e corantes.

As determinagoes cinzas 1.4, proteina 1.5. pH 1.6, perdxidos
1.11, reacao para amonia 1.16, gordura total 1.17 e umidade 1.19.

2.2. AMIDO

2.2.1. DEFINICAO

A adigdo de amido é permitida em algumas classes de salsi-
chas, mortadelas e outros produtos carneos, respeitados os limites
estabelecidos pela legislacio vigente, especificos para cada classe
de produto. Além do amido, que é um extensor utilizado para re-
duzir custos do produto final e auxiliar na retencao de agua, ou-
tros ingredientes sio empregados na elaboracio, tais como: carne,
sangue, visceras comestiveis, gordura, proteinas de soja, aditivos e
condimentos. Alguns deles estao presentes em grandes quantidades,
podendo acarretar interferéncia na extragao e dosagem do amido;
outros contém teores consideraveis de agucares simples e de amido
em sua composi¢ao, superestimando o valor real (IAL 2008).

2.2.2. Principio

Baseia-se na rea¢ao do amido com o iodo dando um compos-
to de absorcao de coloracao azul (BRASIL, 1981).

2.2.3. Material
I.  Béquer de 150mL
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Il. Placa aquecedora ou bico de Bunsen

2.2.3.1. Reagentes

1. Solu¢ao de lugol ou iodo

2.2.4. Procedimento
e Em Béquer de 150mL colocar cerca de 5g de amostra.

e Adicionar agua destilada (cerca de 20mlL.). Aquecer em placa
aquecedora ou bico Bunsen até fervura e deixar 5 minutos.

e sfriar.
e Adicionar gotas de solucao de lugol ou iodo.

e Em presenca de amido desenvolve-se coloragao azul.

2.3. DETERMINACAO QUANTITATIVA

2.3.1. Principio

O amido é um polissacarideo de elevado peso molecular que
nao apresenta reagao redutora. Uma hidrélise enérgica em meio for-
temente acido produz exclusivamente glicose, que ¢ determinado
pelo método de Lane-Eynon (BRASIL, 1981).

2.3.2. Preparo da amostra

2.3.3. Material

I.  Balanca analitica

II. Béquer ou Erlenmeyer de 250mL
lll. Funil

IV. Banho-matia ou autoclave

—

96



V. Papel de filtro de porosidade média

VI. Balao volumétrico de 250mlL.

VII. Pipetas graduadas de 1 e 10mL

2.3.3.1. Reagentes

L

Acido cloridtico concentrado

II. Solugio de hidroxido de sodio a 10%

II1. Solu¢do de ferrocianeto de potassio a 15%

IV. Solucio de acetato ou sulfato de zinco a 30%

2.3.4. Procedimento

Pesar 10g de amostra homogeneizada, adicionar 75mL de 4gua
destilada e misturar.

Adicionar 10mI. de 4acido cloridrico concentrado.

Deixar em banho-maria fervente, cobrindo o frasco com vidro
de relégio ou em refluxo, por 2 horas no minimo ou em autoclave
a 120°C, por 20 minutos.

Esfriar.

Transferir para baldo volumétrico de 250mL, lavando bem o
béquer ou Erlenmeyer em que foi feita a hidrolise. Neutralizar
com hidréxido de sodio a 40%, usando papel de tornassol como
indicadot.

Adicionar 2ml. de ferrocianeto de potassio a 15% e 2mL de
acetato ou sulfato de zinco a 30%.

Agitar, completar o volume a 250mL com agua destilada e agitar.
Filtrar em papel de filtro seco para frasco seco.

Determinar a glicose pelo método de Lane-Eynon.




2.3.5. Material

1. Balanca analitica

II. Erlenmeyer de 250mL

III. Bureta de 25ml.

IV. Pipetas volumétricas de 5mL
V. Pipeta graduada de ImL

VI. Bico de Bunsen ou placa aquecedora

2.3.5.1. Reagentes

1. Solu¢io de Fehling A

II. Sulfato de cobre

III. Solugao de Fehling 8

IV. Tartarato duplo de sédio e potassio
V. Hidréxido de sédio

VI. Soluc¢io de azul de metileno a 1 %

VII.Solu¢ao padrio de agucar invertido

2.3.6. Procedimento

e Colocar na bureta o filtrado obtido em 2.3.4, e pipetar
volumetricamente 5mL de Fehling A e 5mL de Fehling B (em
vista da pequena quantidade de glicose presente) para um
Erlenmeyer de 125mlL.

e Adicionar mais 40mL de dgua destilada.

e Aquecer até ebuli¢io e gotejar a solugio da amostra até que
o liquido sobrenadante fiquelevemente azulado. Mantendo a
ebulicdo, adicionar 1 gota de solugao de azul de metileno a 1% e
continuar a titulacio até descoloracao do indicador.
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2.3.6.1. Calculo

250 x100 x T

% agucares totais = TS
X

Onde:

T = Titulo da solugao de Fehling

V = Mililitros da amostra gastos na titulagao
P = Peso da amostra em gramas

Quando a amostra s6 contém amido, multiplicar o resultado por
0,90 que ¢ o fator de transformacao de glicose, em amido.

Se a amostra contém sacarose o calculo sera:
% amido = (agucares totais - sacarose) x 0,90
Se a amostra contém sacarose e glicose o calculo sera:

% amido = [agUcares totais - (sacarose + glicose)| x 0,90

2.4, DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE
AMIDO

Proceder conforme item 1.19.

2.5. CLORETOS

Proceder conforme item 1.12 ou conforme o método a seguit:

2.5.1. Método de Mohr

2.5.2. Principio

Fundamenta-se na precipitacao dos cloretos sob a forma de
cloreto de prata, em pH 8,3, em presenca de cromato de potassio
como indicador. O final da reagao ¢ dado pela formagao do precipi-
tado vermelho tijolo de cromato de potassio (BRASIL,1981).

2.5.3. Material




Béquer de 250mL e Funil

Pape de filtro

. Pipeta graduada de 5mL

Bureta de 25ml.

2.5.3.1. Reagentes

1.

1I.

Acido nitrico 1:9

Solucao de nitrato de prata 0,1N

III. Solugao de cromato de potassio a 5%

IV. Carbonato de calcio

2.5.4. Procedimento

Nas cinzas obtidas em 1.14., adicionar 2 a 3 gotas de acido
nitrico 1:9 e 10mL de agua destilada a quente.

Agitar com bastio de vidro e filtrar, recebendo o filtrado em
béquer de 250mL.

Lavar bem o cadinho e o papel de filtro com agua quente até que
a agua de lavagem dé reagdo negativa para cloretos.

Neutralizar o filtrado com carbonato de calcio e adicionar
mais 0,5g. Aquecer em banho-maria até niao haver mais
desprendimento de diéxido de carbono.

Esfriar e adicionar 1mL de cromato de potassio.

Titular com solugdo de nitrato de prata 0,1N até o aparecimento
de coloragiao vermelho tijolo.

2.5.4.1. Calculo

V x £x0,585
P

% cloretos em cloreto de sodio =
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Onde:
V = mililitros de solug¢do de AgNO, 0,1N gastos na titulagio
f = fator de solugao de AgNO, 0,IN

p = peso da amostra em gramas

2.6. METODO MERCUROMETRICO

2.6.1. Principio

O nitrato mercurico diante de anions cloretos forma o cloreto
mercurico, pouco ionizavel. O excesso de fons Hg*? produz com o
indicador difenilcarbazona um complexo de coloragao azul violacea.
A funcio do acido nitrico ¢ acidificar o meio a pH 2,3-2,8 que permite
uma visualizagao facil do ponto final da reacao (BRASIL, 1981).

2.6.2. Material
O mesmo de 2.5.3.

2.6.2.1. Reagentes

1. Solu¢io de nitrato mercarico 0,1N
II. Acido nitrico 1:4

III. Solugao alcodlica de difenilcarbazona a 0,1% (estocar em re-
frigerador)

2.6.3. Procedimento
e Nas cinzas obtidas em 1.14., adicionar 10mL de agua quente.
e Agitar e filtrar.

e Lavar o cadinho e o filtro com 50mL de agua, recebendo as
aguas de lavagem em Erlenmeyer de 250mL.

e Acidular com solu¢ao de acido nitrico 1:4 e juntar ImL de
difenilcarbazona.
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e Titular com nitrato mercurico 0,1N até coloracio azul violacea.

2.6.3.1. Calculo
V x £x0,585

p

% cloretos em cloreto de sodio =

Onde:
V = mililitros de nitrato mercurico 0,1N gastos na titulagao
f = fator da solucao de nitrato mercurico 0,1N

p = peso da amostra em gramas

2.7. NITRITOS

Proceder conforme item 1.21.

2.8. NITRATOS

Proceder conforme item 1.22.

2.9. ACIDO SORBICO E SEUS SAIS

2.9.1. Principio

Fundamenta-se na oxidacao do 4cido sérbico a aldeido ma-
l6nico que forma um composto de coloragao vermelha, resultante
da condensacio de 2 moles de acido 2- tiobarbitirico com 1mol de
aldeido malonico (BRASIL, 1981).

2.9.2. Material
L Balanca analitica
II. Balao de fundo chato de 1000mlL

III. Balao de fundo redondo de 500mL para destilacao por
arraste de vapor
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IV.  Condensador de Liebig

V. Balao volumétrico de 100 e 500mlL.

VI. Pipetas graduadas de 1, 2 e 5mL (3)

VII. Pipetas volumétricas de 2, 5, 10, 15 e 20mL
VIII. Banho-maria fervente

IX. Tubos de ensaio de 25mL

2.9.2.1. Reagentes

L. Sulfato de magnésio

II.  Solucao de acido sulfurico 2N e 0,3N
III.  Solugao de bicromato de potassio 0,01N
IV. Acido acético glacial

V. Acido bio barbititico

VI. Solucio de hidréxido de sédio 1N

VII. Solucao de hidréxido de sédio a 10%

2.9.2.2. Preparo das soluces

2.9.2.2.1 Solucio de acido tiobarbitarico

e Dissolver 0,5g de acido tiobarbiturico em 20mL de 4gua destilada
e 10mL de NaOH 1N.

e Adicionar 11mL de 4cido acético e completar at¢ 100mL em
balao volumétrico. A solu¢ao podera ser usada durante 3 dias,
sendo necessario preparar uma solugao nova, apos este periodo.

2.9.2.2.2 Solugao padrao de acido sorbico

e DPesar0,1gdeacido sérbico, dissolver em 20mL de agua destilada.

e Adicionar solugdo de hidroxido de sédio a 10% para solubilizar
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o acido sorbico e completar o volume para 1000mL com agua
destilada.

A solugio é estavel por alguns dias quando guardada em
refrigerador.

O padrio também podera ser feito pesando 0,134g de sorbato
de potassio e completando o volume para 1000mL com agua
destilada.

2.9.2.2.3 Preparo da curva padrio

Pipetar volumetricamente 5, 10, 15 e 20mL de solugao padrao
de acido sorbico para baldes volumétricos de 500ml. Completar
os volumes com 4gua destilada e misturar bem.

Pipetar 2ml. de cada solugao para tubos de ensaio. Para o branco
usar 2mL de agua destilada. Em todos os tubos acrescentar ImL
de bicromato de potassio 0,01N e ImL de 4cido sulfarico 0,3N.

A mistura é aquecida em banho-maria fervente durante
exatamente 5 minutos.

Esfriar em banho de gelo.

Acrescentar 4ml. de solucao de acido tiobarbitarico e deixar em
banho-maria fervente por 10 minutos.

Esfriar em agua corrente.

Medir a coloragao vermelha em espectrofotometro a 532nm e
estabelecer a curva padrio.

2.9.3. Preparo da amostra

Como o acido sorbico e seus sais sao permitidos somente
no revestimento dos embutidos, deve-se usar para a sua
determinagao a regido externa do produto, finamente dividido,
pois ali estardo em maior concentragao.
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2.9.4. Procedimento

Para a determinagdo quantitativa deve-se isolar o acido sérbico
do alimento fazendo uma destilagdo por arraste de vapor.

Pesar em balanga analitica cerca de 5g de amostra e passar para
balao redondo de destilagio com auxilio de 20mL de agua
destilada.

Adicionar 10mL de acido sulfurico 2N e 10g de sulfato de
magnésio.

Proceder a destilagao por arraste de vapor, recebendo 100mlL,
em 45 minutos.

Retirar 2ml do destilado; passar para tubo de ensaio.

Adicionar 1mL de solu¢do de bicromato de potassio 0,01N e
1ml. de solucio de acido sulfurico 0,3N.

Aquecer em banho-maria fervente durante 5 minutos
exatamente. Esfriar em banho de gelo.

Acrescentar 4 ml. de solucao de acido tiobarbiturico a 0,5% e
deixar o tubo de ensaio por mais 10 minutos em banho-maria
fervente.

Em presenca de acido sorbico desenvolve-se uma coloragao
vermelha.

Esfriar a solucao sob agua corrente e medir a cor vermelha
em espectrofotometro a 532nm, comparando-se com a curva
padrao previamente estabelecida.

2.10. PROVAS PARA FORMOL

2.10.1. Preparo da amostra

2.10.2. Material

I.
11.

Balao de fundo chato de 1000mL

Provetas de 25 a 200mL
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III. Condensador de Liebig

IV. 'Tubos de ensaio de 100mlL.

2.10.2.1. Reagentes

1. Acido fosfoérico concentrado

2.10.3. Procedimento

e Pesar 100g de amostra homogeneizada e passar para balio de
destilagao juntamente com 100-150mL de 4agua destilada.

e Acidificar com acido fosférico concentrado e adicionar mais
1mlL em excesso.

e Destilar lentamente, recolhendo aproximadamente 50mlL de
destilado.

e Pesquisar formol pelos seguintes métodos:

2.11. COM ACIDO CROMOTROPICO

2.11.1. Principio

Quando o formaldeido ¢ aquecido com acido cromotrépico
em solucao concentrada de acido sulftrico ha uma reagio de con-

densacao seguida de oxida¢ao a um composto p-quinoidal de colo-
racdo violeta (BRASIL, 1981).

2.11.2. Material

I.  Tubo de ensaio de 25ml., em banho-maria

Il.  Pipetas graduadas de 5mL

2.11.2.1. Reagentes

I.  Acido sulftrico concentrado
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II.  Acido cromotrépico

III. Solucao de formol a 35%

2.11.2.2. Preparo das solugoes

2.11.2.3. Acido sulfarico a 72%

¢ Com o devido cuidado misturar 100mL de agua com 150mL de
acido sulfurico concentrado.

2.11.2.3.1 Acido cromotrépico

e Dissolver 0,500g de acido cromotrépico em 100mL de acido
sulfurico a 72%.

2.11.2.3.2 Solucao de referéncia

e Preparar uma solu¢io de formalina na dilui¢ao de 1:10000 (v/v).

e Para uma determinacido quantitativa fazer uma curva padrio
para comparar a coloragao desenvolvida na amostra.

2.11.3. Procedimento

e Em tubo de ensaio colocar 5mL de acido cromotrépico e ImL
do destilado, obtido em 2.28.

e (Colocar em banho-maria fervente durante 15 minutos.

e Na presenca de formol aparecera coloragao violeta.

2.12. COM FENILHIDRAZINA

2.12.1. Principio

O formaldeido reage com a fenilhidrazina formando fenilhidra-
zona. Em meio acido, e em presenca de ferricianeto de potassio for-
ma um complexo de colorac¢ao réseo-avermelhada (BRASIL, 1981).
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2.12.2. Material

III. Capsula de porcelana de 100mL

IV. Pipetas graduadas de 5mL

2.12.2.1. Reagentes

1. Soluc¢io de cloridrato de fenilhidrazina a 1%
II. Solugao de ferricianeto de potassio a 5%

111. Acido cloridrico concentrado

2.12.3. Procedimento

e Transferir 30mL de destilado para capsula de porcelana de
100mL

e Adicionar 2ml. de solucio recente de cloridrato de fenilhidrazina
a 1% e agitar.

e Deixar em repouso por 3minutos.

e Adicionar ImL de solugao de ferricianeto de potassio e agitar.
e Deixar em repouso por 3 minutos.

e Adicionar 4ml. de acido cloridrico concentrado e agitar.

e Deixar em repouso por 3 minutos.

e Na presen¢a de formaldeido aparecera uma coloragio réseo-
avermelhada.

2.13. PROVA PARA ACIDO BORICO
2.13.1. Preparo da amostra

2.13.2. Material

I. Balancga de precisao

—
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II. Capsula de porcelana de 50mL

III. Bastao de vidro

2.13.2.1. Reagentes
1. Soluc¢io de hidréxido de célcio ou carbonato de sédio a

10%

2.13.3. Procedimento

e DPesar 10g de amostra finamente homogeneizada em capsula de
porcelana.

e Alcalinizar com uma solucio de hidroxido de calcio ou carbonato
de sédio a 10% para fixar o acido borico sob a forma de borato.

e Evaporar até secura. Incinerar a 550°C até destruicao da
totalidade da matéria organica.

e [Esfriar.

2.14. METODO COM PAPEL DE CURCUMA

2.14.1. Principio

O acido bérico transforma a carcuma amarela em uma roso-
cianina isomérica de coloragao vermelha, que se torna esverdeada
em meio alcalino (BRASIL 1981).

2.14.2. Material
I.  Erlenmeyer de 250 mL

II. Papel Whatmann n°. 02

2.14.2.1. Reagentes
I. Acido cloridrico 1:4
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II. Papel de carcuma

111. Alcool etilico 80%

IV. Hidréxido de amonio concentrado

2.14.2.2. Preparo da solugao

Em Erlenmeyer de 250mL colocar 1,5 a 2g de p6 de curcuma e
adicionar 100mL de alcool a 80%.

Agitar por 5 minutos e filtrar.

Mergulhar tiras de papel Whatmann n°.02 na solucdo limpida e
deixar secar espontaneamente.

Guardar em frascos bem fechados e ao abrigo da luz.

2.14.3. Procedimento

Acidificar as cinzas com HCI 1:4.

Mergulhar uma tira de papel de circuma, deixando o papel secar
espontaneamente.

Na presenca de acido bérico ou boratos aparece uma coloragao
vermelha que se torna esverdeada se for colocada em presenca
de vapores de amonia.

2.15. METODO COM GLICEROL OU MANITOL

2.15.1. Principio

O glicerol ou manitol com o acido bérico forma um éster

complexo do acido ortobdrico no qual o grupo OH do glicol

torna-se fortemente acido, o que ¢ indicado pela fenolftaleina
(BRASIL, 1981).

2.15.2. Material

1.

Tubo de ensaio
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II. Pipeta graduada de 2 e 10mL

2.15.2.1. Reagentes

1. Solucao alcodlica de fenolftaleina a 1%
II. Soluc¢iao de hidréxido de sédio 0,1N

I11. Glicerol neutralizado ou manitol

2.15.3. Procedimento

e Em tubo de ensaio colocar 10ml. do filtrado obtido em 1.21.3.
Adicionar 5 gotas de fenolftaleina e gotejar solu¢ao de NaOH
0,IN até leve coloracao rosea.

e Acrescentar 2ml. de glicerol neutralizado ou alguns cristais de
manitol.

e Na presenga de acido borico ou boratos a coloragio rdsea
desaparece.

e Se permanecer a colora¢ao indica a auséncia de acido borico ou
boratos.

2.16. PROVA PARA ACIDOS SALICILICO

2.16.1. Principio

Na reacao entre o acido salicilico e o cloreto férrico forma-se
um quelato solavel de coloragao violeta intensa. (BRASIL, 1981).

2.16.2. Material
I. Gral

II. Funil de separacao de 125 ¢ 500mL

II1. Capsula de porcelana de 100mL
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IV. Proveta de 10 e100mL

V. Banho-matia

VI. Pipeta graduada de 1mL

2.16.2.1. Reagentes

1.

Solucio de hidroxido de sédio a 10%

11. Acido cloridrico 1:3

111. Bter etilico

IV. Solu¢io de cloreto férrico a 0,5%

2.16.2.2. Preparo da amostra

Tomar 50g de amostra em um Gral de Pistilo e adicionar 80mL
de 4gua alcalinizada.

Triturar bem e filtrar.

Repetir a opera¢ao mais 2 vezes, reunindo os liquidos de extragao
aquosa em funil de separagao de 500mL.

Acidular com acido cloridrico 1:3.

Adicionar 100mL de éter etilico.

Agitar com cuidado para evitar emulsionamento.
Retirar a camada aquosa.

Lavar o extrato etéreo com 3 porgoes de 25mL de 4gua e
transferir 50mL da camada etérea para capsula de porcelana de
100mL, reservar o restante para a pesquisa do acido benzdico.

2.16.3. Procedimento

Evaporar os 50mL da solugiao etérea obtida em 2.16.2.2, em
banho-maria até secura. Quando o residuo apresentar coloragao
devido a presenca de corantes, dissolver em 25mlL de éter,
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transferir para funil de separagao de 125mlL.
e Adicionar gotas de hidréxido de amoénio a 10% e 25ml. de agua.

e Esperar que se separem as camadas e filtrar a camada aquosa
em papel de filtro imido, recebendo o filtrado em capsula de
porcelana.

e LEvaporar até quase a secura.

e Se persistir a coloragio deve ser pela presenca de corantes
lipossoluveis.

e Hsfriar. Se a quantidade de acido salicilico for consideravel, os
cristais ja aparecerao no residuo.

e Adicionar 1 gota de cloreto férrico a 0,5%. Na presenca de acido
salicilico aparecera uma coloragao violeta.

2.17. PROVA PARA ACIDO BENZOICO

2.17.1. Principio

Fundamenta-se na transformacao do acido benzdico em acido
salicilico e posteriormente sua reagao com o cloreto férrico, formando-
se um quelato soluvel de coloragao violeta intensa (BRASIL, 1981).

2.17.2. Material
I. Tubos de ensaio de 25mL

II. Pipetas graduadas de 1 e 5mL

II1. Banho-maria

2.17.2.1. Reagentes
1. Solu¢ao de acido sulftrico 0,1N

11. Agua oxigenada 20 volumes
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III. Soluc¢ao de sulfato de cobre a 1%

IV. Solucao de cloreto férrico a 10%

2.17.3. Procedimento

e Evaporar os 50mL restantes obtidos em 2.16.2.2 até a secura
e dissolver em ImL de 4gua destilada. Colocar em tubo de
ensaio 0,5ml. da solu¢ido. Adicionar 0,5ml. de acido sulftrico
0,IN, 3mL de 4gua oxigenada 20 volumes e 1 gota de solugdao
de sulfato de cobre a 1 %.

e Aquecer até ebulicao, por 2 minutos.
e Adicionar 2 gotas de solugdo de cloreto férrico a 10%.

e Na presenca de acido benzobico aparecera coloragao violeta.

2.18. PROVA PARA ANIDRIDO SULFUROSO E
SULFITOS - METODO COM PAPEL IODATADO
AMIDONADO

2.18.1. Principio

A agio oxidante de SO, sobre o iodato, em meio 4cido, libera
iodo que reage com o amido dando um composto de absor¢io de
coloracao azul (BRASIL, 1981).

2.18.2. Material

I. Balancga de precisao
II. Erlenmeyer de 250ml. com rolha esmerilhada
III. Banho-maria

IV. Proveta de 25mL

—
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2.18.2.1. Reagentes

I.

Solucao de acido fosférico a 10%

II. Papel iodatado amidonado

III. Solugao de iodato de potassio a 0,3%

IV. Solug¢io de amido a 1%

2.18.2.2. Preparo do papel iodatado amidonado

Molhar tiras de papel de filtro em solu¢ao aquosa de iodato de
potassio a 0,3%.

Secar. Molhar depois em solu¢ao de amido a 1 % e secar.

Guardar em vidro ambar bem fechado e no escuro. No momento
de usar a tira pode-se umedecé-la de leve.

2.18.3. Procedimento

Pesar 10g de amostra em Erlenmeyer de rolha esmerilhada.
Juntar 5SmL de solu¢ao de acido fosférico a 10%.

Fechar o Erlenmeyer prendendo na rolha a tira de papel iodatado
amidonado.

Aquecer em banho-maria.

Em presenca de anidrido sulfuroso ou sulfito o papel tomara a
coloracio azul.

Fazer em paralelo uma prova em branco e um teste positivo.

2.19. METODO COM VERDE MALAQUITA

2.19.1. Principio

O anidrido sulfuroso ou os sulfitos descoram a solucio de

corantes organicos como o verde malaquita (BRASIL, 1981).
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2.19.2. Material

I.

II.

Tubo de ensaio

Pipetas graduadas de 5mL

2.19.2.1. Reagentes

L.

11

Verde malaquita

Bicarbonato de sédio

Nota: Verde malaquita: dissolver 25mg de verde malaquita em
100mL de agua destilada.

2.19.3. Procedimento

Em tubo de ensaio, colocar 5ml. do filtrado obtido em 1.53.
Se estiver 4acido, neutralizar com bicarbonato de sédio.
Adicionar 5mL do reagente.

Em presenca de sulfitos ha descoramento do reagente.

2.20. ACIDEZ DA GORDURA

2.20.1. Preparo da amostra (extragao da gordura)

2.20.2. Material

1.

II.

I11.
IV.

Balancga de precisao

Erlenmeyer de 500ml. com rolha esmerilhada
Proveta de 100mL

Béquer de 50 e 500mL

Funil

—
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VL

Papel de filtro

VII. Estufa

VIII. Banho-maria

2.20.2.1. Reagentes

L.

II.

111

Eter de petréleo
Eter etilico

Sulfato de sddio anidro

2.20.3. Procedimento

Pesar 100g de amostra homogeneizada em Erlenmeyer de
500mL.

Adicionar 30g de sulfato de sédio anidro.

Acrescentar 100mL de éter de petréleo e 50mL de éter etilico
neutro.

Agitar o frasco ocasionalmente por 30 minutos e deixar em
repouso.

Filtrar a camada etérea para um béquer de 500mlL.

Fazer uma segunda extragdo com a mesma quantidade de
solventes, reunindo todos os extratos no mesmo béquer.

Evaporar em banho-maria e secar rapidamente a gordura
extraida em estufa.

2.21. DETERMINACAO DA ACIDEZ

2.21.1. Principio

cia,

Fundamenta-se na neutralizacao, até o ponto de equivalén-
pelo hidréxido de sédio, na presenca de indicador fenolftaleina
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(BRASIL, 1981).

2.21.2. Material

1. Erlenmeyer ou béquer de 150mL
IT. Bureta de 10mL

III. Pipeta graduada de 10mL

2.21.2.1. Reagentes

I.  Solucio ilcool-éter etilico 1: 2 neutralizada
II. Solucao alcodlica de fenolftaleina a 1 %

III. Soluc¢ao de hidréxido de sédio 0,1N

2.21.2.2. Preparo das soluces

e A solugio alcool-éter 1:2 deve ser previamente neutralizada,
adicionando-se a esta algumas gotas de fenolftaleina e gotejando
hidréxido de sédio 0,1N até leve coloragao résea persistente.

2.21.3. Titulacao

e DPesar em balanca analitica cerca de 5g de gordura extraida em
2.20.3, em Erlenmeyer ou béquer de 150mL.

e Adicionar 40mL de solucao de alcool-éter neutralizado e algumas
gotas de fenoiftaleina. Titular com solu¢do de hidréxido de
sodio 0,1N até aparecimento de coloragdo rosea persistente.

2.21.3.1. Cailculo

Onde:

V = mililitros de solugao de NaOH 0,1N gastos na titulagao
f = fator de solug¢ao de NaOH 0,1N

N = normalidade da solucao de NaOH 0,1N

p = peso da amostra, em gramas
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2.22. INDICE DE PEROXIDO

Proceder conforme item 1.11.

2.23. RANCO NA GORDURA - PROVA DE KREISS

2.23.1. Principio

A prova para ran¢o na gordura pela reagao de Kreis ¢ valida
para produtos carneos e partes gordurosas de carnes. Rancidez é
o nome que se da as alteragcdes no odor e no sabor dos 6leos e
gorduras. A floroglucina reage em meio acido com os produtos de
oxidagao dos trigliceridios, resultando em composto de de conden-
sagao coloragao résea ou vermelha, cuja intensidade é proporcional

a oxidacao (IAL, 2008).

2.23.2. Material

L Rotavapor

II.  Balanca semi-analitica

III.  Papel de filtro

IV.  Frasco Erlenmeyer de 500mL com boca esmerilhada e tampa
V. Balio de fundo chato de 300mL com boca esmerilhada

VI. Proveta de 150mL

VII. Proveta de 50mL com boca esmerilhada e tampa

VIII. Pipeta de 5mL

IX. Funil e papel de filtro qualitativo.

2.23.2.1. Reagentes
I. FEter

119 (




II.

Acido cloridrico

III. Solucio de floroglucina em éter a 0,1%m/v

2.23.3. Procedimento

Separe cerca de 30g das partes gordurosas da carne ou 100g do
produto carneo, previamente triturado. Transfira para um frasco
Erlenmeyer de 500mL.

Adicione de 100 a 150mL de éter e deixe em contato, ao abrigo
da luz e calor, por uma noite.

Filtre a mistura através de papel de filtro para um balio de fundo
chato de 300mL.

Evapore o filtrado em rotavapor sob vacuo a temperatura
maxima de 40°C.

Transfira, com auxilio de uma pipeta, 5mL da gordura fundida
(residuo do balao) para uma proveta de 50mL.

Adicione 5ml. de acido cloridrico, tampe e agite por 30 segundos.

Adicione 5ml de solucio de floroglucina, tampe e agite
novamente por 30 segundos. Deixe em repouso por 10 minutos.

Na presenca de rango, a camada inferior apresentard uma
coloracao rosea ou vermelha.

Nota: Se a intensidade da coloragao for fraca, compare a camada

inferior com uma solu¢ao de permanganato de potassio a 0,0012%
(3,8mlL. de uma solugao 0,002M diluida para 100mL). Se a intensi-
dade for a mesma, ou inferior, pode-se deixar de levar em consi-

deragdo o resultado, contanto que as caracteristicas sensoriais do

produto sejam satisfatérias.
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2.24. DETERMINACAO DO NUMERO DE ACIDO
TIOBARBITURICO (T.B.A.)

2.24.1. Principio

Fundamenta-se na formagao de um composto de coloracio
vermelha resultante da condensaciao de 2 moles de acido 2-tiobat-
bitirico com 1 mol de aldeido malonico ou de seus tautomeros,
originados na oxidacao dos lipidios (BRASIL, 1981).

2.24.2. Material

I.  Balanca analitica

II.  Baldo de destilacao de 250mL.

lll.  Placa aquecedora ou bico de Bunsen
IV. Condensador de Liebig

V. Proveta de 50mL

VI. Pipetas graduadas de 5 ¢ 50mL

VIl. Tubos de ensaio de 25ml.

VIII. Pérolas de vidro I

IX. Banho-maria

X.  Espectrofotometro

2.24.2.1. Reagentes

I.  Acido tiobarbitirico
II.  Solugio de acido acético a 90%
III. Solu¢io de acido cloridrico 4N

IV. Anti-espumante (Silicona ou outro)
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2.24.2.2. Preparo da solugao

2.24.2.2.1 Acido tiobarbittrico

Dissolver 0,2883¢ de acido tiobarbittrico com solug¢ao de 4acido
acético a 90% com ligeiro aquecimento e levar a volume a
100mL com a solucao do acido acético.

2.24.3. Procedimento

Misturar 10g de embutido homogeneizado com 50mL de 4gua
destilada e transferir para balao de destilacaio de 250mL com
auxilio de 50ml. de agua destilada.

Adicionar 2,5ml de solugao de acido cloridrico 4N para levar
opHal5.

Adicionar um antiespumante, algumas pérolas de vidro e
conectar com o condensadot.

Aquecer em placa aquecedora ou bico de Bunsen de maneira
que se obtenha 50mL de destilado ap6s 10 minutos do comego
da ebulicio.

Colocar 5mL do destilado em tubo de ensaio, adicionar 5mL do
reativo do tiobarbitarico.

Tapar o tubo, agitar e colocar em banho-maria fervente durante
35 minutos exatamente. Esfriar o tubo em agua durante 10
minutos, ler em espectrofotometro a 538nm e comparar com
uma curva padrao.

2.24.3.1. Preparo da curva padriao

Para preparar a curva padrao usar uma solu 0,00005M de
trimetoxietoxipropano  (ou  dialdeidomalonico-trimetil-etil-
acetal), em etanol a 40%, composto que por hidrélise acida gera
o aldeido mal6nico.

Fazer urna bateria de tubos usando 0,1 - 0,2-0,3-0,4-0,5-0,6
- 0,7 e 0,8mL da solu¢ao padrio.

Adicionar agua destilada para completar 4ml..
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e Acrescentar 5ml. do reativo de tiobarbitirico e 1ml. de acido
cloridrico 4N.

e Agitar e colocar em banho-maria fervente durante 35minutos
exatamente.

e Esfriar durante 10 minutos, ler em espectrofotometro a 538nm
e estabelecer uma curva padrao.

e Tazer um branco para zerar o aparelho.

2.24.3.2. Calculo do Numero de acido tiobarbiturico (ATB)
N° de ATB=mg de aldeido malénico/Kg

2.25. FOSFATOS

Proceder conforme item 1.13 ou conforme o método a seguir:
2.25.1. Preparo da amostra
2.25.2. Material
I.  Balanca analitica
I1. Cadinho de porcelana
III. Banho-maria
IV. Forno-mufla
V. Balao volumétrico de 250ml.

VI. Bastao de vidro

2.25.2.1. Reagentes
1.  Oxido de magnésio

1I. Acido cloridrico 1:1
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2.25.3. Procedimento

e Pesar 2g de amostra homogeneizada em cadinho de porcelana
de 25ml..

e Adicionar 2g de 6xido de magnésio e 10mL de agua destilada.

e Secar em banho-martia, carbonizar em bico de Bunsen incinerar
em forno mufla a 550°C.

e [Esfriar.
e Dissolver as cinzas com 10mL de acido cloridrico 1:1.

e Tiltrar para balao volumétrico de 250mL, lavando bem o cadinho
e o funil.

e Completar o volume até 250mL com agua destilada.

2.26. METODO PELO VANADO-MOLIBDATO DE
AMONIO

2.26.1. Principio

Fundamenta-se na reacao de Misson. A solucao acida conten-
do ortofosfato ¢ tratada com o reagente vanadomolibdato em meio
acido. Forma-se o complexo estavel amarelo de acido vanadimolib-
difosforico que é dosado colorimetricamente (BRASIL, 1981).

2.26.2. Material

1. Pipeta volumétrica de 5mL

II. Baldes volumétricos de 50, 100 e 500mIL.
ITI. Pipetas graduadas de 5, 10 e 20mL

IV. Espectrofotometro

V. ‘Tubos de ensaio de 25ml.
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2.26.2.1. Reagentes

1. Solug¢io de molibdato de aménio a 5%
II. Soluc¢io de vanadato de amonia a 0,25%
ITI. Solugao padriao de fosfato

IV. Acido nitrico concentrado

2.26.2.2. Preparo das solucGes

2.26.2.2.1 Soluc¢io de vanadato de amonia

e Dissolver 2,5¢ de vanadato de amoénia em 500ml de agua
destilada fervente.

e [Esfriar e adicionar 350ml. de acido nitrico concentrado e diluir
a 1000mL com agua destilada.

2.26.2.2.2 Solucao de vanado-molibdato de aménio

e Misturar em volumes iguais as solu¢oes de vanadato de amonio
(2.26.2.2.1.) e molibdato de amonio a 5%.

e A mistura deve ser preparada em quantidade suficiente para uso
imediato, desprezando-se o restante devido a sua instabilidade.

2.26.2.2.3 Solucio de acido sulfurico 10N

e Com o devido cuidado, misturar 265ml. de 4cido sulfurico

concentrado com agua destilada para completar o volume a
1000mL.

2.26.2.2.4 Solugao estoque de fosfato

® Dissolver 0,350g de fosfato didcido de potassio (KH,PO,), seco
em estufa a 105°C por 24 h, em 300mL de 4gua destilada.

e Adicionar 10mL de acido sulfurico 10N.

e Diluir para 1000mL com agua destilada em baldo volumétrico.
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ImL = 0,080mg de fésforo (P).

2.26.2.2.5 Preparo da curva padrio

Pipetar para baloes volumétricos de 100mL os seguintes volumes
de solucio estoque de fosfato: 2—5—-7—-10—-12 - 15 e 20mL..

Adicionar a cada balao 4 mL de 4cido sulfarico 10N e completar
o volume com 4gua destilada.

Estas solugoes tém respectivamente as seguintes concentragoes:
1,6 =4 -5,6—-8-9,6 12 ¢ 16mg de fésforo/mlL. Destes
baloes, pipetar volumetricamente 5mlL e transferir para tubo de
ensaio, limpo e seco.

Adicionar 2ml. do reagente vanadomolibdato em cada tubo.
Deixar em repouso por 5 minutos e transferir para célula de
quartzo.

Determinar a absorbancia em espectrofotometro a 420nm,
utilizando como branco, uma mistura de 2mL do reagente com
5mL de agua destilada.

Montar um grafico com as leituras dos padroes, colocando no
eixo das abcissas a concentracio de fésforo (ug/mlL) e no eixo
das ordenadas os valores de absorbancia.

2.26.3. Procedimento

Pipetar uma aliquota de 25ml. da solugao obtida em 2.25.3 (que
deve ser proporcional a quantidade de fosfatos na amostra) e
diluir com agua destilada em balao volumétrico de 100mL.

Transferir com pipeta volumétrica 5Sml. da amostra para tubo
de ensaio.

Adicionar 2ml. do reagente vanado-molibdato e deixar em
repouso 5 minutos.

Fazer a leitura em espectrofotometro, a 420nm, e comparar com
a curva padrao previamente estabelecida. Expressar o resultado
em fosfatos, como P (fésforo).
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e Se a amostra desenvolver coloracao acima ou abaixo da cutva
padrao, usar uma aliquota menor ou maior que 25mlL.

2.27. CORANTES ARTIFICIAIS

Proceder conforme item 1.8 ou conforme os métodos a seguit:
2.27.1. Prova preliminar

2.27.2. Principio

Fundamenta-se na solubilidade da maioria dos corantes natu-

rais em alcool e éter e dos corantes artificiais, em meio aquoso.

2.27.3. Material
1. Béquer de 100mL (2)

II. Banho-maria
III. Placa de toque
IV. Pipetas graduadas de 1mL (3)

V. Tubos de ensaio de 25ml.

2.27.3.1. Reagentes

I.  Eter etilico

II.  Alcool etilico

III. Hidréxido de amoénio concentrado
IV. Solucio de acido acético a 10%

2.27.4. Procedimento

e Em um béquer de 100mL colocar pedagos da pelicula e da
superficie do embutido (com cerca de 0,5cm de espessura) com
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T 40mL de uma mistura de agua-alcool alcalinizado com 3-4
gotas de hidréoxido de amonio.

Deixar em repouso por 1 hora, agitando ocasionalmente, para
extrair o corante. Decantar a mistura agua-alcool para outro
béquer de 100mL.

Usar cerca de 30mL e acidificar com acido tacético a 10% (£
10ml). Se o corante estiver muito concentrado diluir antes com
agua destilada. Misturar bem e evaporar o alcool.

Quando o volume estiver em 25-20mL ¢ garantido que todo o
alcool foi evaporado. Transferir para tubo de ensaio cerca de
5mL do extrato e adicionar igual volume de éter etilico, agitando
bem.

Deixar em repouso para separar as duas camadas.

Corante natural: passa para o éter. Corante artificial fica na
camada aquosa.

2.28. METODO DE ARATA

2.28.1. Material

I.
II.
111.
IV.
V.

VL

VII.

VII

Balanga de precisao

Béquer de 250mL (3) e 600mL (2) (graduados)
Provetas de 50 e 200mL. (2)

Pipetas graduadas de 1, 2 e 5mL

Banho-maria

Placa aquecedora

Vidro de relégio

I. Papel indicador de pH.
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2.28.1.1. Reagentes

I.

II.

Alcool etilico a 80%

Alcool etilico a 70%

I11. Hidréxido de amonio concentrado

IV. Solu¢ao de hidréxido de sédio a 0,5%

2.28.2. Procedimento

Pesar 50g de amostra homogeneizada em béquer de 600mL..
Adicionar 200ml. de alcool etilico a 80%.
Deixar em repouso durante 2 horas, agitando ocasionalmente.

Deixar sedimentar e passar o sobrenadante para outro béquer
de 600mL, tapando-o com vidro de relégio.

Juntar ao residuo 200mL de alcool etilico a 70% alcalinizado
com 2ml. de hidroxido de amonio.

Deixar em repouso durante 2 horas, agitando ocasionalmente.

Deixar sedimentar, passando em seguida o extrato para o
béquer que contém o primeiro extrato.

Evaporar em banho-maria até que todo o alcool e toda
amonia tenham sido eliminados. Esfriar, completar o volume
com agua destilada para 100mL.

Reservar 50mL para a determina¢ao de corantes basicos.

2.28.2.1. Pesquisa de corantes acidos

Passar para um béquer de 250mL uma aliquota de 50mL da
soluc¢io de corantes obtida em 2.28.2.

Adicionar 5ml. de acido cloridrico 1:9.

Juntar 30cm de 1a branca desengordurada. Ferver durante 10
minutos.
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Em presencga de corante acido a 14 ficara colorida.

Retirar a 13, lavar em 4agua corrente, passar para outro béquer de
250mL e juntar agua destilada até 100mL.

Acrescentar 1ml. de hidroxido de amonio.

Ferver novamente por 10 minutos. Com este tratamento, o
corante passarda para a solucdo. Retirar a 13, evaporar toda a
amonia (em placa aquecedora).

Juntar agua destilada até completar 100mL e colocar outro
pedaco de 12 na solugao. Adicionar 5ml. de acido cloridrico 1:9.

Deixar ferver por 10 minutos. Na presenca de corante acido a
12 ficara colorida.

Lavar a 1a com agua corrente, secar e reservar para identificagao
do corante.

2.28.2.2. Pesquisa de corantes basicos

Transferir para um béquer de 250mlL os 50mL restantes da
solucio de corantes obtida em 2.28.2. Alcalinizar levemente
com hidréxido de amonio.

Juntar hidréxido de sédio até pH 9-10 (um excesso dissolveria
a 1a).

Colocar 30cm de 12 e ferver durante 10minutos. Se o corante for
basico, a 12 ficara colorida.

Lavar a 1a com agua corrente, secar e reservar para identificagao
do corante.

2.28.3. Identificacao dos corantes artificiais

2.28.3.1. Por adicao de acidos ou alcalis

Podemos comparar as reagoes de fragmentos de 1a tingidos

pela amostra, com outros tingidos por solugoes de corantes conhe-

cidos, tratando-se todos eles com acidos ou alcalis concentrados ou
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diluidos, conforme o Quadro 1.

Quadro 1: Cores produzidas na la tingida com corante

NAOH 10% | NHOH 2%

. . Marrom palido
‘ Escurece um Violeta a .
Amaranto i a laranja

pouco marrom ) Muda jalelitele}
avermelhado

Amarelo Qu Marrom _ .
Na Nao muda
naftol descora palido
Y 7 -
ece um i
Mais escuro Quase descora
pOLlCO

Fonte: Brasil, 1981.

2.28.3.2. Por cromatografia em papel

2.28.4. Material

I.  Cuba cromatografica, com tampa

II. Papel Whatmann n° 1

2.28.4.1. Reagentes
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1.

Citrato de sodio

II. Hidréxido de amonio a 5%

ITI. Solugao de corantes padroes

2.28.5. Procedimento

Cortar uma folha de papel Whatmann n° 1 de tamanho
apropriado para nao tocar nos lados da cuba cromatografica.

Tragar uma paralela a 2cm da borda do papel e outra a 15cm
desta. Colocar sobre a linha de partida, em pontos distantes,
2cm uns dos outros, diferentes solucoes de corantes conhecidos
e a solucdo concentrada da amostra obtida em 2.28.2.1 antes da
2" montagem na la.

Secar as manchas ao ar. Colocar o papel na cuba contendo
uma camada de 1cm de solvente citrato de sodio a 0,7%, em
hidréxido de amonio, a 5%.

i u X 3 Vi
Cobrir a cuba e deixar correr o cromatograma até o solvente
percorrer 15cm.

Retirar e secat.

Identificar o corante por comparagao com os Rf dos corantes
padrdes.

2.29. DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE

HIDROXIPROLINA

Proceder conforme item 1.20.
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CAPITULO 3
EXTRATO DE CARNE
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3.

EXTRATO DE CARNE

3.1. Preparo da amostra e da solugio estoque

3.1.1. Material

Il.
IV.

V.

Balanca analitica;

Béquer de 150mlL;

Bastao de vidro;

Balao volumétrico de 100mL;

Funil.

3.1.2. Procedimento

Preparar uma amostra homogénea, misturando bem o contetdo
do recipiente com bastao de vidro. Para as diversas determinagdes
usa-se com mais facilidade uma solu¢ao estoque de extrato de
carne.

Em béquer de 150mL pesar exatamente 20g de amostra.

Adicionar 30mL de 4gua destilada levemente aquecida,
homogeneizando bem. Transferir, com auxilio de um funil, para
balao volumétrico de 100mL.

Lavar perfeitamente o copo e o funil e completar o volume com
agua destilada. No caso de formagio de espuma adicionar 2-3
gotas de alcool etilico.

Para as analises de umidade e volatelis.

3.2. UMIDADE E VOLATEIS

3.2.1. Principio

Fundamenta-se na perda de umidade e substancias volateis a

105°C (BRASIL, 1981).

—
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3.2.2. Material

1. Balanca analitica;

II.  Capsula de fundo chato ou pesa filtro;

III. Estufa;

IV. Banho-matria;

V. Dessecador com silica gelou cloreto de calcio;
VI. Areia previamente tratada;

VII. Pipeta volumétrica de 10mlL.

3.2.3. Preparo da areia
e Secar a areia em estufa e calcinar em forno mufla a 500 °C.
e [Esfriar. Tratar com acido cloridrico a 25%.

e Lavar com agua destilada até auséncia de reagao acida. Secar em
estufa a 105 °C e guardar em frascos fechados.

3.2.4. Procedimento

Colocar uma capsula de fundo chato contendo cerca de 10g
de areia tratada e uniformemente distribuida, em estufa a 105 °C por
1 hora. Esfriar em dessecador e pesar. Pipetar 10mL (2g) de solu¢ao
preparada em 3.2 distribuindo a solu¢ao em toda a superficie da
areia. Levar ao banho-maria até secura.

Colocar em estufa a 105°C durante pelo menos 8 horas, ou
em estufa a vacuo a 70°C com pressao de 100mm de Hg durante 5
horas. Esfriar em dessecador e pesar. Repetir as operacoes de aque-
cet, esfriar e pesar cada 1 hora até obter peso constante ou peso
minimo.

3.2.4.1. Calculo
100 x p
pl

% umidade al05 °C =
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p = perda de peso em gramas

p’ = peso da amostra em gramas

3.3. RESIDUO MINERAL FIXO

3.3.1. Principio

Fundamenta-se na perda de peso que ocorre quando o pro-
duto ¢ incinerado a 500-550°C, com destrui¢ao da matéria organica,
sem apreciavel decomposicao dos constituintes do residuo mineral
ou perda por volatilizagao (BRASIL,1981).

3.3.2. Material

1. Balanca analitica;

II.  Cadinho de porcelana de 60mL;

III. Forno mufla a 550°C;

IV.  Dessecador com silica gelou cloreto de calcio;
V. Pipeta volumétrica de 10mL;

VI. Banho-maria;

VII. Bico de Bunsen.

3.3.3. Procedimento

e DPipetar volumetricamente 10mL de solug¢do preparada em
3.1.2, e transferir para um cadinho de porcelana, previamente
aquecido em forno mufla a 550°C durante 30 minutos, esfriado
em dessecador e pesado. Levar ao banho-maria até a secagem.

e (Carbonizar cuidadosamente em bico de Bunsen e incinerar em
forno mufla a 550°C, até obtencdo de cinzas brancas.

e sfriar em dessecador e pesar.

e No caso do nio branqueamento das cinzas, adicionar gotas
de agua destilada, secar em banho-maria e levar novamente ao
forno mufla.
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3.3.3.1. Calculo
100x p

pl

Yresiduos mineral fixo=

p = peso do residuo mineral em gramas

p’ = peso da amostra em gramas

3.4. CLORETOS METODO DE MOHR

Proceder conforme item 1.12. ou conforme o método a seguir:

3.4.1. Principio
O mesmo que 2.5.2.

3.4.1.1. Preparo da amostra

e No residuo mineral obtido em 3.1.2 adicionar 2 a 3 gotas de
acido nitrico 1: 9 e 10mL de agua destilada quente.

e Agitar e filtrar.

e Lavar o cadinho e o filtro com 50mL de agua quente, em varias
porcoes, recebendo o filtrado e as aguas de lavagem em baldo
volumétrico de 100mL.

e sfriar e completar o volume com agua destilada.

3.4.2. Material

1. Pipeta volumétrica de 25ml;
II. Erlenmeyer ou béquer de 250mL;
III. Bureta de 25mlL.

3.4.2.1. Reagentes

I.  Solucio de nitrato de prata 0,1N;
II. Solugio de cromato de potassio a 5%;

II1. Carbonato de calcio.
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3.4.3. Procedimento

e Tomar uma aliquota de 25mlL do filtrado obtido em 3.4.2. e
transferir para Erlenmeyer ou béquer de 250mL. Neutralizar
com carbonato de célcio, adicionando mais 0,5g. Aquecer em
banho-maria até nao haver mais desprendimento de CO,,.

e [Esfriar.

e Adicionar 1ml de cromato de potassio e titular com solugao do
nitrato de prata 0,1N até aparecimento de coloragao vermelho
tijolo.

3.43.1. Cilculo

V x £x0,585

P
V = mililitros de solucao de AgNO, 0,1N gastos na titulagao
f = fator da solucao de AgNO, 0,IN

P = peso da amostra, em gramas, na aliquota

% cloretos em cloreto de sodio =

3.5. METODO MERCUROMETRICO

3.5.1. Principio

O nitrato mercurico diante de anions cloretos forma o cloreto
mercurico, pouco ionizavel. O excesso de fons Hg™? produz com o
indicador difenilcarbazona um complexo de coloragao azul violacea.
A funcao do acido nitrico ¢ acidificar o meio a pH 2,3-2,8 que pet-
mite uma visualizagao facil do ponto final da reagao (BRASI, 1981).

3.5.1.1. Preparo da amostra

No residuo mineral obtido em 3.2 adicionar 2 a 3 gotas de aci-
do nitrico 1:9 e 10mL de 4gua destilada quente. Agitar e filtrar. Lavar
o cadinho e o filtro com 50mL de agua quente, em varias porg¢oes,
recebendo o filtrado e as aguas de lavagem em balao volumétrico de
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100mL. Esfriar e completar o volume com agua destilada.

3.5.2. Material

I.  Pipeta volumétrica de 25mlL;
II. Erlenmeyer ou béquer de 250mL;
Ill. Bureta de 25ml..

3.5.2.1. Reagentes

1. Solucio de nitrato mercurico 0,1N;
II. Acido nitrico 1:4;

I11. Solucio alcodlica de difenilcarbazona a 0,1% (estocar em refti-
gerador).

3.5.3. Procedimento

e Tomar uma aliquota de 25mlL do filtrado obtido em 3.5.2 e
transferir para Erlenmeyer de 50ml.. Acidular com solugao de
acido nitrico 1:4 e juntar ImL de solugao de difenilcarbazona.

e Titular com solugao de nitrato mercurico 0,1N até aparecimento
de coloragao azul violacea.

3.5.3.1. Cilculo
V x £x0,585

p
V = mililitros de solucao de Hg(NO,), 0,1N gastos na titulagio
f = fator da solucao de Hg(NO,), 0,IN

p = peso da amostra em gramas na aliquota

% cloretos em cloreto de sodio =

3.6. CREATININA- METODO DE HADORN

3.6.1. Principio

A creatinina, em meio alcalino, com o 4cido picrico forma o
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picrato de creatinina de coloragao amarela palida (BRASIL, 1981).

3.6.2. Material

L. Colunas cromatograficas de 21mm de diametro interno e
400mm de comprimento;

II.  Balanca analitica;

III.  Dessecador com silica gelou cloreto de calcio;

IV. Estufa;

V. Béquer de 50 e 600mL;

VI. Baloes volumétricos de 10, 50(7), 100, 200 e 1000mL;

VII. Pipetas volumétricas de 5 (2), e 20mL (2);

VIII. Pipetas graduadas 1, 2, 5 (2) e 25mlL;

IX. Capsula de porcelana de 50mL;

X.  Bastao de vidro;

X1I. L4 de vidro;

XII. Papel de filtro de filtragem rapida;

XIII. Espectrofotometro.

3.6.2.1. Reagentes

I.  Acido cloridrico concentrado;

II. Solucio de acido cloridrico 2N;

Ill. Solugao saturada de acido picrico (a 20 °C);
IV. Solu¢io de hidréxido de sédio a 10%;

V. Oxido de aluminio 90, estandartizado para cromatografia por
absor¢ao segundo Brochmann, atividade II e III (70-230 mesh);

VI. Eter etilico livre de peroxidos.

3.6.2.2. Preparo das solugdes

3.6.2.2.1 Solugao saturada de acido picrico
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Preparar em temperatura superior a 20°C a solugao saturada.
Levar a 20°C e filtrar em papel de filtro de filtragem rapida.

3.6.2.2.2 Solugao padrao de creatinina

Pesar exatamente 1g de creatinina tratada por 30 minutos
a 100°C e esfriada 1 hora em dessecador. Dissolver em agua
destilada e passar para balao volumétrico de 1000mL, levando
o volume até aproximadamente 500mL. Adicionar 100mL de
acido cloridrico concentrado. Esperar completa dissolugao e
completar o volume com agua destilada.

1ml = 1mg de creatinina.

Pipetar exatamente 25mlL para balao volumétrico de 250mL e
completar o volume com agua destilada.

1ml = 0,1mg de creatinina.

3.6.2.2.3 Preparo da curva padrio

Pipetar 0,9 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4mL desta solucao para balao
volumétrico de 50mL. Estas solu¢oes equivalem a 0,09 - 0,10 -
0,11 - 0,12 - 0,13 e 0,14mg de creatinina. Completar o volume
até 2mlL com agua destilada. Fazer um branco usando 2mlL de
agua destilada. Adicionar em todos os baldes 1,5mL de solugao
de 4cido picrico e ImL de solu¢ao de NaOH a 10%.

Deixar reagir por 5 minutos exatos e completar os volumes
com 4agua destilada. Fazer a leitura imediatamente em
espectrofotometro a 500nm e estabelecer a curva em funcao da
absorbancia.

3.6.3. Procedimento

Pesar exatamente 8g de extrato de carne bem homogeneizado.
Transferir para béquer de 600mL com aproximadamente 300mL
de agua destilada a 50°C. Filtrar em funil com la de vidro para
balao volumétrico de 1000mL.

Lavar a la com 4gua destilada até desaparecer a coloragao
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escura. Esfriar a solugao a 20°C e completar o volume com agua
destilada.

Agitar.

Pipetar 20ml. para balao volumétrico de 100mlL. Completar o
volume a 20°C.

Pipetar 5mlL desta solucao para capsula de porcelana.

Adicionar 10mL de acido cloridrico 2N e levar a secura em
banho-maria.

Pipetar sobre a capsula 25mL de agua destilada e agitar com
bastao de vidro.

Passar os 25mlL através de uma camada de 6xido de aluminio
com 4cm de altura, com 12 de vidro na extremidade inferior para
segurar a alumina na coluna.

Do filtrado pipetar volumetricamente 5ml. e transferir para
capsula de porcelana.

Adicionar 2 gotas de acido cloridrico concentrado. Evaporar a
secura em banho-maria.

Esfriar e transferir para balao volumétrico de 10mL, usando 6
vezes 0,5mL de agua.

Lavar 4 vezes com 5ml de éter etilico, usando capilar de vidro.
Esta extracdo deve ser cuidadosa para evitar perda de amostra.

Transferir a fase aquosa para capsula de porcelana. Lavando o
balao 4 vezes com 1mL de agua. Evaporar a secura.

Esfriar a temperatura ambiente.
Adicionar 2mL de agua destilada, dissolvendo o residuo.

Adicionar 1,5mL de solugao saturada de acido picrico e ImL de
solucio de hidréxido de sédio a 10%.

Deixar reagir exatamente 5 minutos.

Transferir para baldo volumétrico de 50ml, usando 4gua
destilada para completar o volume.
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e Tazer aleitura imediatamente em espectrofotometro a 500nm.

e Converter a leitura de absorbancia em mg de creatinina, usando
a curva padrao previamente estabelecida.

3.6.3.1. Calculo

% creatinina = 62,5 x w

w = mg de creatinina encontrada na curva padrao.
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CAPITULO 4

PRODUTOS CARNEOS ENLATADOS OU
ENVASADOS

147 (




4. PRODUTOS CARNEOS ENLATADOS OU EN-
VASADOS

4.1. DEFINICAO

Entende-se por todo produto em que a matéria-prima foi ou
nao curada, condimentada, embalada em recipiente metalico herme-
ticamente fechado, submetido a vicuo direto ou indireto e afinal con-
venientemente estetilizado pelo calor umido e imediatamente esftia-
do, respeitada a peculiaridade do produto, no qual a esterilizagao dos
enlatados obedecera a diferentes graduagGes de temperatura, segundo
a capacidade da lata e a natureza do produto (RIISPOA 1952).

4.1.1. Preparo da amostra

e Nos enlatados em bloco passar todo o conteudo da lata em
maquina de moer carne com discos de 3mm de diametro, 2 ou 3
vezes até obter uma amostra homogénea. E nos enlatados com
liquido, depois deste escorrido por 2 minutos, proceder como
acima descrito, usando a parte solida.

e Devem ser acondicionados em vidro com tampa e analisados o
mais rapido possivel ou mantidos sob refrigeracao.

4.2. UMIDADE E VOLATEIS

Proceder conforme item 1.9 ou conforme o método a seguit:

4.2.1. Principio

Fundamenta-se na destilacao sob refluxo da amostra com um
liquido imiscivel com a agua, menos denso que esta e normalmente
com ponto de ebulicio mais elevado. A agua e o liquido imiscivel
volatilizam no baldo, condensam no condensador e sio recebidos
no coletor, no qual a 4gua sendo mais densa cai na parte inferior do

coletor graduado, onde ¢ medido o volume (BRASIL, 1981).
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4.2.2. Material

L

II.

III.

IV.

Conjunto para determina¢ao de umidade consistindo de balao
de vidro;

Receptor graduado (Bidwell-Stirling) e condensador de reflux;
Balanca analitica;
Proveta de 100mL.

4.2.2.1. Reagente

L.

Tolueno

4.2.3. Procedimento

Pesar exatamente 10g de amostra no balao do conjunto;

Adicionar em volta de 100mL de tolueno e aquecer brandamente
por 15 minutos;

Quando o tolueno comegar a ferver destilar em volta de 2 gotas
por segundo até que a maior parte da agua tenha passado para
o receptor graduado;

Aumentar entdo a velocidade da destilagio para em volta de 4
gotas por segundo;

Quando aparentemente toda a agua foi destilada, lavar o
condensador com tolueno;

Continuar a destilagio por 5 minutos e remover entao o
aquecimento, deixando esfriar até temperatura ambiente;

Assim que aagua e o tolueno estiverem separados completamente
ler o volume de agua e calcular a percentagem que esta presente
na amostra.

4.2.3.1. Cilculo

%umidade=V

Onde:

V = volume lido no receptor graduado
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4.3. RESIDUO MINERAL FIXO

4.3.1. Principio

O mesmo que 3.3.1

4.3.2. Material

I

Balanca analitica;

II. Cadinho de porcelana de 60mL;
II1. Forno mufla a 550°C;

IV. Dessecador com silica;

V. Bico de Bunsen;

VI. Pinca de metal.

4 .3.3. Procedimento

Aquecer o cadinho de porcelana em forno mufla a 550°C
durante 30 minutos.

Esfriar em dessecador e tarar.

Pesar em balanca analitica, em torno de 2g de amostra
homogeneizada.

Levar o conjunto ao bico de Bunsen até carbonizagao completa
e a seguir ao forno mufla a 550°C no maximo para evitar perda
de cloretos.

Deixar incinerar até obter cinzas brancas.
Esfriar em dessecador e pesar.

No caso do ndo branqueamento das cinzas adicionar gotas de
agua destilada, secar em banho-maria e levar ao forno mufla.

Esfriar e pesar.
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4.3.3.1. Calculo

%cinzas = 10y ?( 5

Onde:
P = peso das cinzas, em gramas

P” = peso da amostra, em gramas

4.4. PROTIDIOS

Proceder conforme item 1.5 ou conforme o método a seguit:

4.4.1. Principio

O método de Kjeldal baseia-se na determinagao do nitroge-
nio total. Na digestao, pela agdo dé acido sulfarico, o carbono ¢é
liberado como gas carbonico e o hidrogénio como agua. O nitroge-
nio € transformado em NH, e fixado sob a forma de sal amoniacal
(sulfato de amoénia). Na mistura catalitica o sulfato de cobre age
como catalizador oxidante e o sulfato de potassio para aumentar a
temperatura da ebuliciao. Na destilacdo a solucdao concentrada de hi-
droxido de sédio libera a amonia que é destilada e recebida em solu-
¢ao de acido sulfurico de titulo conhecido ou em acido bérico com
indicador adequado e posteriormente titulada com solugao alcalina
ou 4acida, dependendo do método empregado (BRASIL, 1981).

4.4.2. Material

I.  Balanca analitica;

II.  Aparelho digestor e destilador macro-Kjeldahl;
III. Baldo de Kjeldahl de 500 ou 800mL;

IV. Bureta de 25 ou 50ml;

V. Provetas de 50, 100 e 250mL;

VI. Pipeta graduada de 1mlL;
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VII. Pipeta volumétrica de 25mL;
VIII. Eflenmeyer de 250mL.

4.4.2.1. Reagente

L.

II.
111
IV.

VL
VIL
VIII.
IX.
X.
XI.
XII.

Mistura catalitica:

a) sulfato de potassio, sulfato de sédio ou bissulfato de po-
tassio;

b) sulfato de cobre;

c) misturar (a) e (b) na propor¢ao del0:1, triturando em gral
até poé fino.

Acido sulftrico concentrado;
Hidréxido de sédio a 40%;

Pérolas de vidro;

Zinco metalico granulado;

Talco de parafina;

Solucio de acido sulfarico 0,1N;
Solucio de hidroxido de sédio 0,1N;
Vermelho de metila;

Solucio de acido bérico a 4%;
Soluciao de acido cloridrico 0,1N;

Azul de metileno;

4.4.3. Procedimento

4.4.3.1. Digestao

e DPesar cerca de 1g de amostra homogeneizada e transferir para
balao de Kjeldahl;

e Juntar 10g de mistura catalitica, 20mL de acido sulfdrico
concentrado e algumas pérolas de vidro;

e Aquecer no digestor, a principio lentamente e depois fortemente
até obter vapores brancos;
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Quando o liquido estiver limpido deixar por mais 30 minutos;

Retirar do aquecimento, esfriar e juntar 170 ou 250mL de agua
destilada, conforme a capacidade do balao usado.

4.4.4. Destilacio em solucao de acido sulfurico a 0,1N

Colocar no balao de Kjeldahl 3 a 4 granulos de zinco metalico,
e cerca de 0,5g de talco ou parafina;

Acrescentar excesso de solu¢ao de hidroxido de sédio a 40%
(100mL) e ligar o balao imediatamente ao destilador, cuja ponta
deve estar mergulhada em um Eflenmeyer contendo 25ml. de
solucdo de 4cido sulfurico 0,1N, com 0,4ml. de vermelho de
metila;

Destilar até que toda a amonia seja recolhida (cerca de 75mlL),
testando uma gota do destilado com papel de tornassol vermelho
ou recebendo uma gota do destilado em tubo de ensaio contendo
o reativo de Nessler.

4.4.5. Destilacio em solucao de acido borico a 4%

Proceder como o anterior recebendo o destilado em solucao de
acido borico a 4% com 3 a 4 gotas de indicador misto;

Deve-se ter o cuidado de que a solugao de acido boérico no
Erlenmeyer nio sofra aquecimento para evitar perda de amonia;

Destilar até que toda a amonia seja recolhida procedendo como
o item antetiot.

4.4.6. Titulacio com solucao de hidréxido de sédio 0,1N

Titular o destilado obtido em 4.5.2.1. com uma solu¢io de
hidréxido de sédio 0,1N;

A solugao que inicialmente era vermelha torna-se amarela
quando o excesso de acido sulfurico 0,1N foi neutralizado.

4.4.7. Titulagao com solucao de acido cloridrico 0,1N
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e Titular o destilado obtido da solucao de acido bérico a 4%, com
uma solucao de acido cloridrico 0,1N;

e A solugdo que inicialmente era verde, torna-se cinza azulada
quando toda a amonia foi neutralizada pela solugao de acido.

Nota: Fazer uma prova em branco usando todos os reagentes me-
Nnos a amostra.

4.4.8. Calculos

Titulando com solu¢ao de NaOH 0,1N:

V x £x0,0014 x6,25 x100
p

_ Vx1x0,875

~p

%protideos =

Onde:

V = diferenga entre os mililitros de H,SO,, 0,1N colocados no Er-
lenmeyer e os mililitros de NaOH 0,1N gastos na titulacao, ja feita

a correcao do branco.

= fator de solu¢ao de NaOH 0,IN 1mL de NaOH 0,IN = 0,0014g
de N

p= peso da amostra em gramas
0,25= admitindo-se que a proteina da carne tem em média 16% de
seu peso em nitrogénio, usa-se a relacao 100/16 (6,25) como fator
de transformacao de nitrogénio para proteina.
Titulando com solu¢ao de HCLO0,1N:
V x £x0,0014 x6,25 x100
p
_ Vx1x0,875
p

%protideos =
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Onde:
V= mililitros de HC 0,1N gastos na titulagao ja feita a correcio do

branco
f= fator da solucao de HCL 0,1N

p= peso da amostra em gramas

4.5. LIPIDIOS

4.5.1. Principio

Fundamenta-se na agio preliminar do hidroxido de amoénio
para dissolver os protideos do acido cloridrico também para dis-
solver os protideos e liberar os lipidios da mistura de éter etilico e
éter de petréleo para dissolver os lipidios. O éter de petréleo reduz
a solubilidade das substincias nao lipidicas solaveis no éter etilico.
Os lipidios extraidos sio determinados gravimetricamente (BRA-
SIL, 1981).

4.5.2. Material

l. Balanca analitica;

II.  Tubos de Monjonier;

. Béquer de 50 e 250mL;

IV.  Provetas de 10 e 25ml;

V. Pipetas graduadas de 5mL (2);

VI.  Placa aquecedora;
VIl. Banho-matia;
VIIl. Estufa.

4.5.2.1. Reagentes

I.  Hidréxido de amonio;

Il.  Acido cloridrico concentrado;
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lll. Eter etilico;

IV. Eter de petréleo.

4.5.3. Procedimentos

Pesar em balanga analitica cerca de 1g de amostra em béquer de
50mL.

Adicionar 8 a 10mL de agua destilada e 1mL de hidréxido de
amonio.
Aquecer em baixa temperatura. Agitar para homogeneizar.

Adicionar 0,5mL de HCL concentrado e agitar. Adicionar mais
10mL de HCE concentrado e cobrir com vidro de relégio.

Aquecer em placa aquecedora por 10 minutos ou até que toda a
amostra esteja dissolvida.

Esfriar.

Transferir quantitativamente para tubo de Monjonier.

Juntar 25mlL de éter etilico e agitar.

Adicionar mais 25mL de éter de petrdleo e agitar novamente.

Estes solventes devem ser usados para lavar o béquer em que
foi feita a dissolu¢ao a fim de arrastar totalmente a gordura da
amostra.

Deixar em repouso 15 minutos para separar as camadas ou
centrifugar (em centrifuga para tubos de Monjonier) por 5
minutos.

Passar a camada etérea cuidadosamente para um béquer de
250mL previamente seco em estufa a 105°C por 1 hora, esfriado
em dessecador e pesado.

Repetir a extragao mais 2 vezes com 15mlL de cada solvente,
juntando os 2 extratos no mesmo béquer.

Evaporar o éter em banho-matia ou placa aquecedora controlada,
secar em estufa por 30 minutos, esfriar em dessecador e pesar.

Levar novamente a estufa por 20 minutos, esfriar em dessecador
e pesat.
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4.5.3.1. Calculo

% lipidios = 100X

Onde:
P = peso dos lipidios em gramas

P’= peso da amostra em gramas

4.6. GLICIDIOS REDUTORES

4.6.1. Principio

O método de Lane-Eynon baseia-se na reducao de um vo-
lume conhecido do reagente de cobre alcalino (Fehling) a 6xido
cuproso. O ponto final é indicado pelo azul de metileno, que é redu-

zido a sua forma leuco por um pequeno excesso do agucar redutor
(BRASIL, 1981).

4.6.2. Material

I.  Balanca analitica;

II. Ertlenmeyer de 250mL;

Ill. Bureta de 25ml;

IV. Pipetas volumétricas de 5mlL;
V. Pipeta graduada de 1mL;

VI. Bico de Bunsen ou placa aquecedora.

4.6.2.1. Reagentes

I.  Solucao de Fehling A;

Il.  Sulfato de cobre;

lll. Solugao de Fehling B;

IV. Tartarato duplo de sédio e potassio;
V. Hidréxido de sodio;
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VI. Solucio de azul de metileno a 1 %;

VII. Solugio padrao de agucar invertido.

4.6.2.2. Preparo dos reagentes

4.6.2.2.1 Solugao de Fehling A:

Dissolver 34,639g de sulfato de cobre (CUSO,. 5H,0O) em 4dgua
e diluir a2 1000mL em balao volumétrico;

4.6.2.2.2 Solugao de Fehling B:

Dissolver 173 9 de tartarato duplo de sédio e potassio (sal de
Rochelle) e 50g de hidréxido de sédio em agua destilada e diluir
a 1000mL;

4.6.2.2.3 Solugao padrao de glicose:

Pesar exatamente 0,500 g de glicose, previamente seca em estufa
a vacuo ou regulada em 70°C, durante 1 hora;

Transferir para baldo volumétrico de 100mlL com auxilio de
agua destilada, dissolver bem e completar o volume;

A solugao padrao de glicose para titular a solu¢ao de Fehling
tem que ser recentemente preparada.

4.6.2.2.4 Titulagao da solu¢ao de Fehling:

Colocar na bureta a solu¢ao padrio de glicose;

Transferir, com pipeta volumétrica, 10mL. de cada uma das
solugoes de Fehling A e B para Erlenmeyer;

Adicionar 40mlL de agua destilada e aquecer até ebuligao;

Gotejar a solugao padrio, sem agitagao até quase o final da
titulacdo;

Mantendo a ebuli¢ao, adicionar 1 gota de azul de metilenoa 1 %
e completar a titulacdo até descoramento do indicador;

O final da titulacao sera em torno de 10mL de glicose;
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O titulo sera obtido pelo calculo:

mL gasto de glicose x0,5

Titulo da sol. de Fehling =
100

Observagio: O tempo da titulagao, nao deve ultrapassar a 3 minutos.

4.6.2.2.5 Solugao padrao de agucar invertido:

Pesar exatamente 0,950g de sacarose, secar em estufa a vacuo ou

regulada em 70°C por 1 hora;

Passar para Erlenmeyer del50mlL usando cerca de 50mlL de
agua destilada;

Acidular com 0,5mlL de 4cido cloridrico concentrado e levar ao
banho-maria a 60°C por 20 minutos;

Esfriar, neutralizar com solucio de hidroxido de sédio 1N,
usando papel de tornassol como indicador;

Transferir para balio volumétrico de 100mL e completar o
volume.

4.6.2.2.6 Titulacdo da solucao de Fehling:

Colocar na bureta a solu¢ao padrio de agucar invertido;

Transferir, com pipeta volumétrica, 10mL de cada uma das
solugoes de Fehling A e B para Erlenmeyer e proceder como na
Titulagao da solucao de Fehling;

O final da titulacdo sera em torno de 5ml de agucar invertido;

O titulo sera igual a0 nimero de mililitros gastos dividido por
100 (£0,05).

4.6.3. Determinagao de glicose

Colocar na bureta o filtrado obtido no preparo da amostra da
analise dos glicidios redutores;

Pipetar volumetricamente 5ml. de Fehling. A e 5ml. de Fehling
B (em vista da pequena quantidade de glicose presente) para um
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Erlenmeyer de 125mL;
e Adicionar mais 40mL de agua destilada;

e Aquecer até ebuli¢do e gotejar a solu¢ao da amostra até que o
liquido sobrenadante fique levemente azulado;

e Mantendo a ebuli¢ao, adicionar 1 gota de solucao de azul de
metileno a 1% e continuar a titulacao até descoloracio do
indicador.

4.6.3.1. Calculo

250 x100xT/2

%glicose = T
X

Onde:
250= volume da solu¢io
100= percentagem

T /2= titulo do Fehling dividido por 2 (foi usada a metade do vo-
lume)

V= mililitros da amostra gastos na titula¢ao

P= peso da amostra em gramas

4.7. GLICIDIOS NAO REDUTORES

4.7.1. Principio

Como os grupos redutores aldeido e cetona nao se encontram
livres na sacarose, efetua-se uma hidrolise acida, tendo como resul-
tado duas moléculas de agucares redutores, uma de glicose e uma de
frutose que serdo determinadas quantitativamente pelo método de
Lane Eynon (BRASIL, 1981).
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4.7.2. Material

l.
Il.
Il.
IV.
V.
VI.

VII.

Erlenmeyer ou béquer de 250mL;
Funil de vidro;

Pipetas graduadas de 5ml;

Baldo volumétrico de 250mL;
Provetas de 10 e 50mL;
Banho-maria a 60°C;

Funil;

VIII. Papel de filtro de porosidade média.

4.7.2.1. Reagentes

Acido cloridrico concentrado;

Solucio de hidréxido de sédio a 10% Solucao de ferrocianeto
de potassio a 15% Solugao de acetato ou sulfato de zinco a 30%.

4.7.3. Procedimento

Pesar 25g de amostra homogeneizada em Erlenmeyer ou béquer
de 250mlL;

Adicionar 50mL de agua destilada e aquecer em banho-maria
por 10 minutos agitando ocasionalmente;

Adicionar 2ml. de acido cloridrico concentrado e levar ao
banho-maria a 60°C por 60 minutos;

Transferir para balio volumétrico de 250mlL todo o contetdo
do béquer;

Esfriar e neutralizar com hidroxido de sédio a 10%, usando
papel tornassol como indicador;

Acrescentar 2ml. de ferrocianeto de potassio a 15% e 2mL de
acetato ou sulfato de zinco;

Agitar, esfriar e completar o volume a 250mlL;

Filtrar em filtro seco para frasco seco e determinar os agucares
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redutores pelo método Lane-Aynon.

4.8. DETERMINACAO QUANTITATIVA

4.8.1. Material

O mesmo utilizado na analise de glicidios redutores item 4.6.2.

4.8.1.1. Reagentes

O mesmo utilizado na analise de glicidios redutores item
4.6.2.1.

4.8.2. Preparo dos reagentes

O mesmo utilizado na analise de glicidios redutores 4.6.3.

4.8.3. Procedimento

e Colocar na bureta o filtrado obtido no procedimento da analise
dos glicidios nao redutores, e proceder como na determinagao
de glicose da analise dos glicidios redutores.

4.8.3.1. Calculo

250 x100x T/2

% acucares soluveis = T
X

Onde:
(glicose:sacarose)

Se a amostra s6 contém sacarose, multiplicar o resultado por 0,95
que ¢ o fator de transformacao das hexoses para sacarose.

Se a amostra contém também glicose o calculo sera:

%sacarose=(agucares soluveis-glicose)x 0,95

—
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4.9. AMIDO

Proceder conforme item 1.19, ou conforme metodologia a
seguir:

4.9.1. Principio.
O mesmo que 2.3.1.

4.9.2. Material

O mesmo que 3.3.3.

4.9.2.1. Reagentes
O mesmo que 3.3.3.1.

4.9.3. Procedimento

e Colocar na bureta o filtrado obtido no processo acima, e
proceder como na determinagao de glicose na analise de glicidios
redutores item 4.6.3.

4.9.3.1. Calculo
O mesmo que 2.3.6.1.

4.10. CLORETOS - METODO DE MOHR

Proceder conforme item 2.5.

4.11. NITRITOS

Proceder conforme item 1.21.

4.12. NITRATOS

Proceder conforme item 1.22.

4.13. ACIDO SORBICO E SEUS SAIS

Proceder conforme item 2.9.

163 (




4.14. PROVA PARA FORMOL

Proceder conforme item 2.10.
4.15. PROVAS PARA ACIDO BORICO

4.15.1. Principio

O glicerol ou manitol com o acido bérico forma um éster com-
plexo do 4acido ortobérico no qual o grupo OH do glicol torna-se
fortemente acido, o que ¢ indicado pela fenolftaleina (BRASIL, 1981).

4.15.2. Material
1. Balanga de precisao;

II. Capsula de porcelana de 50mL;
I1I. Bastao de vidro.

4.15.2.1. Reagentes

1. Soluc¢io de hidréxido de calcio ou carbonato de sédio a 10%.

4.15.3. Procedimento

e DPesar 10g de amostra finamente homogeneizada em capsula de
porcelana;

e  Alcalinizar com uma solucao de hidréxido de calcio ou carbonato
de sédio a 10% para fixar o acido bérico sob a forma de borato;

e Evaporar a secura;

e Incinerar a 550°C até destruicio da totalidade da matéria
organica;

o [Esfriar;

e Utilizar o seguinte método: 4.14.

—
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4.16. METODO COM GLICEROL OU MANITOL

Proceder conforme item 2.15.

4.17. PROVA PARA ACIDO SALICILICO

Proceder conforme item 2.16.

4.18. PROVA PARA ACIDO BENZOICO

Proceder conforme item 2.17.

4.19. PROVAS PARA ANIDRIDO SUIFUROSO E
SUIFITOS - METODO COM VERDE MALAQUITA

Proceder conforme item 2.18.

4.20. ACIDEZ DA GORDURA

Proceder conforme itens 2.20 e/ou 2.21.

4.21. INDICE DE PEROXIDOS

Proceder conforme item 1.11.

4.22. RANCO NA GORDURA - PROVA DE KREISS

Proceder conforme item 2.23, ou conforme o método a seguit.

4.22.1. Principio

Fundamenta-se na reagao do aldeido epihidrilico (formado na
rancifica¢ao das gorduras) com a floroglucina em presenca de acido
cloridrico dando um composto de condensagao de coloragao ver-

melha (BRASIL, 1981).

4.22.2. Material
I. Tubos de ensaio de 25mlL;

Il. Agitador de tubos de ensaio;
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Pipetas graduadas de 5mL (3);

IV. Proveta de 10ml..

4.22.2.1. Reagentes

Acido cloridrico concentrado;

Solugio de floroglucina a 0,1% em éter etilico.

4.22.3. Procedimento

Transferir 2mL de gordura obtida no procedimentoda analise da
acidez da gordura para tubo de ensaio de 25mlL;

Adicionar 2mlL de acido cloridrico conc. e agitar por 30 segundos
em agitador de tubos de ensaio;

Acrescentar 2mL de solucao de floroglucina a 0,1% em éter
etilico, recentemente preparada;

Agitar novamente por 30 segundos e deixar em repouso por 10
segundos para separar as camadas;

Na presenga de rango a camada inferior apresentara coloragao
rosea ou vermelha.

OBS: Se a colora¢ao for menos intensa que uma solugao de perman-

ganato de potassio a 0,0012%, o resultado nao deve ser levado em con-

sideragao se os caracteres organolépticos da amostra forem normais.

4.23. DETERMINACAO DO NUMERO DE ACIDO

TIOBARBITURICO (T.B.A.)

Proceder conforme item 2.24.

4.24. FOSFATOS

Proceder conforme o item 1.13.

4.25. CORANTES

Proceder conforme item 1.8. ou conforme 2.27.
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CAPITULO 5
GELATINA
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5. GELATINA

5.1. Definigao

Entende-se por “gelatina comestivel” o produto da hidrélise
em agua fervente de tecidos ricos em substancias colagenas (cartila-

gens, tenddes, 0ssos, aparas de couro), concentrado e secado (RIIS-
POA 1952).

5.1.1. Preparo da amostra

e Se a gelatina for em po, basta homogeneizar bem a amostra. Se
for em folhas, cortar em quadrados com cerca de 1cm com uma
tesoura.

5.2. UMIDADE E VOLATEIS

5.2.1. Principio

Fundamenta-se na destilacao sob refluxo da amostra com um
liquido imiscivel com a 4gua, menos denso que esta e normalmente
com ponto de ebulicio mais elevado. A agua e o liquido imiscivel
volatilizam no baldo, condensam no condensador e sao recebidos
no coletor, no qual a agua, sendo mais densa, cai na parte inferior do
coletor graduado, onde é medido o volume (BRASIL, 1981).

5.2.2. Material

1. Conjunto para determinagido de umidade consistindo de balao
de vidro;
Receptor graduado (Bidwell-Stirling) e condensador de reflux;

Balanca analitica;
Proveta de 100mL.
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5.2.2.1. Reagente

II. Tolueno

5.2.3. Procedimento

Pesar exatamente 10g de amostra no balao do conjunto;

Adicionar em volta de 100mL de tolueno e aquecer brandamente
por 15 minutos;

Quando o tolueno comegar a ferver destilar em volta de 2 gotas
por segundo até que a maior parte da agua tenha passado para
o receptor graduado;

Aumentar entdo a velocidade da destilagio para em volta de 4
gotas por segundo;

Quando aparentemente toda a agua foi destilada, lavar o
condensador com tolueno;

Continuar a destilagio por 5 minutos e remover entao o
aquecimento, deixando esfriar até temperatura ambiente;

Assim que aagua e o tolueno estiverem separados completamente
ler o volume de agua e calcular a percentagem que esta presente
na amostra.

5.2.3.1. Calculo

% umidade=V

Onde:

V = volume lido no receptor graduado

5.3. RESIDUO MINERAL FIXO

Proceder conforme item 3.3.

5.4, NITROGENIO TOTAL

Proceder conforme item 1.5 ou conforme metodologia a seguir:

—
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5.4.1. Principio

O método de Kjeldal baseia-se na determinagao do nitroge-
nio total. Na digestao, pela agdo do acido sulfirico, o carbono ¢
liberado como gas carbonico e o hidrogénio como agua. O nitroge-
nio ¢ transformado em NH, e fixado sob a forma de sal amoniacal
(sulfato de amoénia). Na mistura catalitica o sulfato de cobre age
como catalizador oxidante e o sulfato de potassio para aumentar a
temperatura da ebuli¢iao. Na destilacdo a solu¢ao concentrada de hi-
droxido de sédio libera a amonia que é destilada e recebida em solu-
¢ao de 4acido sulfurico de titulo conhecido ou em acido boétrico com
indicador adequado e posteriormente titulada com solugao alcalina
ou 4acida, dependendo do método empregado (BRASIL, 1981).

5.4.2. Material

IV.  Balanca analitica;

V. Aparelho digestor e destilador macro-Kjeldahl;
VI.  Balao de Kjeldahl de 500 ou 800mL;

VII. Bureta de 25 ou 50ml;

VIII. Provetas de 50, 100 e 250mL;

IX. Pipeta graduada de ImlL;

X.  Pipeta volumétrica de 25mlL;

XI. Erlenmeyer de 250mL.

5.4.2.1. Reagente

I Mistura catalitica:
d) sulfato de potassio, sulfato de s6dio ou bissulfato de potassio;
e) sulfato de cobre;

f)  misturar (a) e (b) na propor¢ao del0:1, triturando em gral até
po fino.

1. Acido sulfutico concentrado;
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II.  Hidréxido de sédio a 40%;

III. Pérolas de vidro;

IV.  Zinco metalico granulado;

V. Talco de parafina;

VI.  Solucio de acido sulfurico 0,1N;
VII. Solucio de hidroxido de sédio 0,1N;
VIII. Vermelho de metila;

IX.  Solucio de acido borico a 4%;

X.  Solucio de acido cloridrico 0,1N;
XI.  Azul de metileno

5.4.2.2. Indicador misto segundo Tashiro

e Misturar quantidades iguais de solu¢ao de vermelho de metila a
0,2% em alcool etilico e solu¢do aquosa de azul de metileno a
0,1%.

5.4.2.3. Vermelho de metila

e Dissolver 0,2g de vermelho de metila em 100mL de alcool
etilico neutralizado.

5.4.3. Procedimento

5.4.3.1. Digestio ou mineralizagao

e DPesar cerca de 1g de amostra homogeneizada e transferir para
balao de Kjeldahl.

e Juntar 10g de mistura catalitica, 20mL de acido sulfdrico
concentrado e algumas pérolas de vidro. A

e Aquecer no digestor, a principio lentamente e depois fortemente,
até vapores brancos.

¢ Quando o liquido estiver limpido deixar por mais 30 minutos.

e Retirar do aquecimento, esfriar e juntar 170 ou 250mL de 4gua
destilada, conforme a capacidade do balao usado.
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5.4.3.2. Destilacao

5.4.3.2.1 Em solucio de acido sulfurico a 0,1N

Colocar no balao de Kjeldahl 3 a 4 granulos de zinco metalico,
e cerca de 0,5¢g de talco ou parafina;

Acrescentar excesso de solucao de hidroxido de sédio a 40%
(100mL) e ligar o balao imediatamente ao destilador, cuja ponta
deve estar mergulhada em um Eflenmeyer contendo 25ml. de
solucdo de 4cido sulfurico 0,1N, com 0,4ml. de vermelho de
metila;

Destilar até que toda a amonia seja recolhida (cerca de 75mlL),
testando uma gota do destilado com papel de tornassol vermelho
ou recebendo uma gota do destilado em tubo de ensaio contendo
o reativo de Nessler.

5.4.3.2.2 Destilacio em solucio de acido bérico a 4%

Proceder como o antetior recebendo o destilado em solucio de
acido borico a 4% com 3 a 4 gotas de indicador misto;

Deve-se ter o cuidado de que a solugao de acido boérico no
Erlenmeyer nao sofra aquecimento para evitar perda de amonia;

Destilar até que toda a amonia seja recolhida procedendo como
o item antetiot.

5.4.3.3. Titulacio

5.4.3.3.1 Com solucio de hidroxido de sédio 0,1N:

Titular o destilado obtido em 5.4.4.2.1. com uma solu¢io de
hidréxido de sédio 0,1N;

A solugao que inicialmente era vermelha torna-se amarela
quando o excesso de acido sulfurico 0,1N foi neutralizado.

5.4.3.3.2 Titulagao com solucdo de acido cloridrico 0,1N:

Titular o destilado obtido da solucio de 4dcido borico a 4%, com
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uma solucao de acido cloridrico 0,1N;

e A solugdo que inicialmente era verde, torna-se cinza azulada
quando toda a amonia foi neutralizada pela solugao de acido.

Nota: Fazer uma prova em branco usando todos os reagentes me-
Nos a amostra.

5.4.3.4. Calculos
Titulando com solu¢ao de NaOH 0,1N:
V x £x0,0014 x6,25 x100
p
_ Vx1x0,875
p

%protideos =

Onde:

V = diferenca entre os mililitros de H,SO, 0,1N colocados no Er-
lenmeyer e os mililitros de NaOH 0,1N gastos na titulagao, ja feita
a correcao do branco.

f = fator de solu¢ao de NaOH 0,IN 1mL de NaOH 0,1N = 0,0014g
de N

p = peso da amostra em gramas
0,25 = admitindo-se que a proteina da carne tem em média 16% de
seu peso em nitrogénio, usa-se a relacao 100/16 (6,25) como fator
de transformacao de nitrogénio para proteina.
Titulando com solucao de HCL0,1N:
V x £x0,0014 x6,25 x100
p
_ Vx1x0,875
b

% protideos =
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Onde:

V = mililitros de HCE 0,1N gastos na titulagdo ja feita a corre¢ao
do branco

f = fator da solu¢ao de HCL 0,1N
p = peso da amostra em gramas

OBS.: O resultado ¢ dado em % Nitrogénio.

5.5. ANIDRIDO SULFUROSO E SULFITO

5.5.1. Principio

Este quando recebido em solucao alcalina forma sulfito que
¢ titulado com soluc¢ao de iodo 0,IN, em presenca de amido como
indicador, no qual por destilagio em meio 4cido libere-se SO, (BRA-
SIL, 1981).

5.5.2. Material

L Balanca analitica;

II.  Funil de separagao;

III. Balao de fundo chato de 1000mlL;
IV.  Condensador de Liebig;

V. Erlenmeyer de 250ml;

VI. Provetas de 100 e 250mL;

VII. Pipeta graduada de 1mL;

VIII. Pérolas de vidro;

IX. Bureta de 25ml..

5.5.2.1. Reagentes

1. Corrente de dioxido de carbono;
II.  Acido fosférico Xaroposo;
III.  Solucao de hidréxido de sodio a 0,4%;
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IV.
V.
VI.

VIIL.

Solucio de iodo 0,1N;
Solucio de amido a 0,5%;
Acido sulftrico concentrados

Papel iodatado amidonado;

VIII. Acido cloridrico concentrado.

5.5.

5.5.

5.5.

5.5.

2.2. Preparo dos reagentes

2.2.1 Corrente de dioxido de carbono

Obtém-se usando algumas gramas de marmore ou 6xido de
calcio e adicionando-se acido cloridrico concentrado.

2.2.2 Papel iodatado amidonado

Proceder conforme item 2.18.

3. Procedimento

Pesar 25g de amostra e transferir para balao de fundo chato de
1000mL;

Adicionar 300mL de agua destilada e 5mL de acido fosférico
xaroposo (através de funil de separa¢ao);

O balio ¢ ligado a um condensador de Liebig e a um tubo por
onde entra uma corrente de CO, e que mergulha na solugio da
amostra;

Aquecer a ebuli¢ao;

Receber o destilado em uma solucao de NaOH a 0,4% contida
em Erlenmeyer de 250mL;

Verificar o final da destilagio do SO,, encostando uma tira de
papel iodatado amidonado numa gota do destilado;

Se houver liberagao de SO, o papel ficara azul;

Adicionar ao destilado 1,5ml. de dcido sulfurico concentrado e
0,5ml. de solucao de amido a 0,5%;
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e Titular com solugao de iodo 0,1N até aparecimento de coloracao
azul.

5.5.3.1. Cilculo
V x £x0,32

p

%dioxido de enxofre =

Onde:
V = mililitros de solugao de iodo 0,1N gastos na titulagao
f = fator de solucdo de iodo 0,1N

p = peso da amostra em gramas
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