MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
GABINETE DO MINISTRO
INSTRUCAO NORMATIVA N° 25, DE 2 DE JUNHO DE 2011

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da
atribuicéo que Ihe confere o art. 87, parégrafo unico, inciso |1, da Constitui¢éo, tendo em vista o disposto
no Decreto n° 7.127, de 4 de marco de 2010, no Decreto n° 30.691, de 29 de marc¢o de 1952, no Decreto
n° 5.741, de 30 de marco de 2006, na Instrucdo Normativa MAPA n° 1, de 16 de janeiro de 2007, e 0 que
consta do Processo n° 21000.011272/2010-95, resolve:

Art. 1° Aprovar os Métodos Analiticos Oficiais Fisico-quimicos para Controle de Pescado e seus
Derivados, naforma do Anexo a presente Instrucdo Normativa.

Art. 2° Os métodos de que trata esta Instrucdo Normativa seréo adotados pel os L aborat6rios pertencentes
a Rede Nacional de Laboratérios Agropecuérios do Sistema Unificado de Atencéo a Sanidade
Agropecuaria.

Art. 3° Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicacéo.

WAGNER ROSSI

ANEXO

METODOS ANALITICOS OFICIAIS FISICO-QUIMICOS

PARA CONTROLE DE PESCADO E SEUS DERIVADOS

1. Normas de colheita de amostras

1.1. A colheita da amostra constitui a primeirafase da anélise do produto. Dentro desse conceito, 0
servigo de colheita deve estar bem integrado com o laboratério, devendo haver sincronismo entre a

remessa e a capacidade do laboratorio em executar as analises.

1.2. As amostras para andlises fisico-quimicas deverdo ser enviadas separadas dagquel as destinadas as
analises microbiol 6gicas.

1.3. As amostras devem ser enviadas em sua embalagem origina para evitar modificacdes em suas
caracteristicas.

1.4. As amostras para andlises fisico-quimicas deverdo ser acondicionadas em recipientes limpos e
integros (sem perfuragdes, rachaduras, etc.). A quantidade minimaa ser encaminhada ao laboratério deve
ser de 500 g (quinhentos gramas); nos casos em que forem solicitados os ensaios de fosforo e

metabi ssulfito, aumentar em 200 g (duzentos gramas) a quantidade de amostra para cada prova solicitada.
Quando o peso unitério ndo atingir o minimo estabel ecido neste subitem, deverdo ser colhidas tantas
unidades quantas necessérias para se obter aguel e quantitativo. Neste caso, cuidados especiais sdo
necessarios para que todas as unidades pertencam ao mesmo lote, partida, data de fabricacdo, etc., afim
de serem mantidas as caracteristicas de homogeneidade da amostra.

1.5. O ensaio de histamina requer uma amostra composta de 9 (nove) unidades embal adas separadamente
em guantidade superior a 500 g por unidade.

1.6. Para 0 ensaio de desglaciamento, a amostra deve ser composta de 6 (seis) unidades em sua
embalagem original, independentemente da quantidade em cada embal agem.

1.7. Em casos especiais, a amostra podera ser acompanhada de relatério adicional, contendo informactes



gue possam auxiliar o analista na condugéo do seu trabal ho.

1.8. As amostras deverdo ser acompanhadas de indicacdo precisa dos tipos de analises a serem realizadas.
1.9. Depois de colhidas, as amostras deverdo ser acondicionadas adequadamente para evitar qualquer
alteracdo nas mesmas até sua chegada ao laboratorio. Assim, as amostras de produtos facilmente
pereciveis deverdo ser acondicionadas em recipientes isotérmicos, embal adas em sacos plasticos
transparentes e acompanhadas de gel o ou outra substancia refrigerante, cuidando-se sempre para gue néo
haja contato destes com a amostra.

1.10. As amostras que devem chegar congeladas ao laboratério serdo acondicionadas em recipientes
isotérmicos com gelo seco. Nafalta deste, acondicionar a amostra (previamente embalada e
posteriormente embrulhada em papel aluminio ou plastico) em recipiente isotérmico com a adicdo de gelo
comum ou reciclavel.

1.11. Providéncias especiais deverdo ser tomadas para que o tempo decorrido entre a colheita da amostra
e sua chegada ao laboratério sgja o mais breve possivel, recomendando-se que sgja evitada a utilizagdo de
mecani smos que impliguem estocagem intermedidria entre o ponto de colheita e o laboratorio.

1.12. Somente serdo aceitas para analise amostras acondicionadas em embal agem lacrada pela pessoa que
efetuou a colheita, sugerindo-se paratal a utilizacéo de lacre ou outro tipo de fechamento hermético que
Nao possa ser violado sem que se torne evidente.

Tal providéncia se faz necessaria para evitar a substituicéo ou adulteracdo da amostra entre o ponto de
colheitae o laboratério, com reflexos no resultado da analise.

1.13. Todas as amostras que chegarem ao laboratorio em condi¢oes diferentes das preconizadas serdo
recusadas, cabendo ao laboratério notificar, das razbes da ndo aceitacdo, a pessoa gque realizou a colheita.

2. Andlise sensorial e preparo de amostra

2.1. Peixe fresco inteiro ou eviscerado

2.1.1. Caracteristicas sensoriais

2.1.1.2. Aspecto Na avaliagdo sensorial, o produto devera apresentar-se com todo o frescor da matéria
prima convenientemente conservada; devera estar isento de toda e qualquer evidéncia de decomposicéo,
manchas por hematomas, col oracdo distinta da normal para a espécie considerada, incisdes ou rupturas
das superficies externas:

a) Escamas: unidas entre si e fortemente aderidas a pele.

Devem ser tranglUicidas e com brilho metalico. N&o devem estar viscosas.

b) Pele: Umida, tensa e bem aderida.

¢) Mucosidade: em espécies que a possuem, deve ser agquosa e transparente.

d) Olhos. devem ocupar a cavidade orbitéria, serem brilhantes e salientes.

e) Anus: fechado.

f) Opérculo: rigido, deve oferecer resisténcia a sua abertura.

A face interna deve ser nacarada, 0s vasos sanguineos cheios e fixos.

g) Branquias: de cor rosa ao vermelho intenso, Umidas e brilhantes, auséncia ou discreta presenca de



muco.
h) Abdémen: tenso, sem diferenca externa com alinha ventral.

Na sua evisceracao, o peritdnio devera apresentar-se muito bem aderido as paredes, as visceras inteiras,
bem diferenciadas, brilhantes e sem dano aparente.

i) MUsculos. aderidos fortemente aos 0ssos da espinha dorsal €/ou cartilagens, de el asticidade marcante.
2.1.1.3. Odor Caracteristico da espécie.
2.1.1.4. Coloracéo Caracteristica da espécie.

2.1.2. Preparo de amostras Retirar por¢do da musculatura de vérias regides do peixe, picar e
homogeneizar. Analisar imediatamente.

2.2. Crustaceos
2.2.1. Caracteristicas sensoriais

2.2.1.2. Aspecto Deverd apresentar-se, no geral, brilhante e imido, tendo o corpo em curvatura natural,
rigida, articulos firmes, resistentes, com carapaca bem aderente ao corpo, olhos vivos e destacados.

2.2.1.3. Odor Caracteristico da espécie.

2.2.1.4. Coloragdo Caracteristica da espécie, sem qualquer pigmentacdo estranha.

2.2.2. Preparo de amostras Picar e homogeneizar uma por¢ao da musculatura. Analisar imediatamente.
Caso a amostra requeira processamento com casca e/ou cabega, indicar o referido procedimento no
resultado.

2.3. Moluscos bivalves (mariscos)

2.3.1. Caracteristicas sensoriais

2.3.1.2. Aspecto Devera apresentar-se com carne Umida, bem aderente a concha e de aspecto esponjoso.
2.3.1.3. Odor Agradavel e pronunciado.

2.3.1.4. Coloragdo a) Caracteristica da espécie.

b) Cinzenta clara nas ostras e amarelada nos mexilhdes.

2.3.2. Preparo de amostras Picar e homogeneizar uma por¢éo da musculatura. Analisar imediatamente.
2.4. Cefaopodes (polvo e lula)

2.4.1. Caracteristicas sensoriais

2.4.1.1. Aspecto Devera apresentar-se com pele lisa e imida, olhos vivos e salientes nas oOrbitas, carne
consistente e el astica.

2.4.1.2. Odor Caracteristico da espécie.
2.4.1.3. Coloracdo Auséncia de qualquer pigmentacdo estranha a espécie.

2.4.2. Preparo de amostras Picar e homogeneizar uma porc¢éo da musculatura. Analisar imediatamente.



2.5. Filé de peixe resfriado ou congelado

2.5.1. Caracteristicas sensoriais

2.5.1.1. Aspecto Na avaliagdo sensorial, o produto devera apresentar-se com todo o frescor da matéria
prima convenientemente conservada; devera estar isento de toda e qualquer evidéncia de decomposicéo,
manchas por hematomas, coloracdo distinta a normal para a espécie considerada, incisdes ou rupturas.
2.5.1.2. Coloragdo Caracteristica da espéecie.

2.5.1.3. Consisténcia Firme, variando conforme a espécie.

2.5.1.4. Odor Caracteristico da espécie.

2.5.2. Preparo de amostras Descongelar em refrigerador ou a temperatura ambiente e descartar o liquido
do degelo. Picar e homogeneizar uma por¢éo da musculatura. Analisar imediatamente.

2.6. Pescado em conserva

2.6.1. Caracteristicas sensoriais

2.6.1.1. Aspecto Sem visceras, com excecdo de rins e gdnadas, com ou sem cabega, com ou sem cauda,
conservando ou ndo as escamas, segundo a classe e variedade da conserva, contendo, no minimo, 50% de

peixe no contetdo do envase.

a) Conservas de peixe eviscerado: 0s peixes eviscerados devem ser envasados ordenadamente e amaioria
das unidades contidas em um envase deve ser de tamanho uniforme.

b) Conservas de filé de peixe: o filé de peixe deve estar isento de coagul os sanguineos, guelras, visceras,
escamas e 0ssos da espinha dorsal, com ou sem pele e envasados ordenadamente. A maioria das unidades
contidas em um envase deve ser de tamanho uniforme, podendo ser adicionadas porcoes de filés de um
tamanho menor para completar o peso liquido.

¢) Conservas de medalh&o ou posta: 0 medalh&o ou posta deve estar livre de escamas, coagulos
sanguineos, guelras e visceras.

d) Conservas de pedaco de peixe: o pedaco de peixe deve estar livre de escamas, coagul 0s sanguineos,
guelras e visceras.

€) Conservas de peixe picado: o produto deve estar livre de pele, escamas, codgul 0s sanguineos, partes
Osseas, guelras e visceras.

f) Conservas de pasta de peixe: o produto, ha sua composi¢céo, deve estar livre de pele, escamas, coagul os
sanguineos, partes 6sseas, guelras e visceras.

2.6.1.2. Coloragdo Caracteristica da espécie, do tipo e classe do produto, livre de descoloractes e
enegrecimentos.

2.6.1.3. Consisténcia Caracteristica da espécie, do tipo e classe do produto. Caso o produto contenha
espinha dorsal, cauda ou nadadeira, estas devem ser de consisténcia macia.

2.6.1.4. Odor Caracteristico da espécie, do tipo e classe do produto, livre de odores estranhos.
2.6.2. Preparo de amostras

a) Peixe enlatado, moluscos e outros produtos marinhos enlatados: colocar todo o contetido da lata (carne



e liquido) em um misturador para obter uma massa homogénea. Analisar imediatamente.

b) Liquido (6leo) pode ser analisado separadamente drenando por 2 minutos em peneiraN° 8 a 12. No
caso de peixe envasado com sal ou salmoura, apds desprezar todo o liquido, enxaguar o sal aderido com
solucdo saturada de cloreto de sodio.

2.7. Peixe salgado e peixe salgado seco

2.7.1. Caracteristicas sensoriais

2.7.1.1. Aspecto O produto devera apresentar-se isento de larvas ou parasitos, sujidades, visceras ou
material estranho que possa comprometer a qualidade do produto e constituir prejuizo a salde.

2.7.1.2. Odor Caracteristico, proprio da espécie processada, isenta de odores estranhos tais como: mofo e
rango.

2.7.1.3. Coloracdo Caracteristica, sem ateracfes provocadas por: bactérias hal ofilicas (rosa e/ou
vermelha); fungos (manchas brancas e/ou marrom escuro); rango (amarelo e/ou laranja).

2.7.1.4. Consisténcia Firme, variando conforme a espécie do pescado.

2.7.2. Preparo de amostras Tomar vérias porcoes de diferentes regides do peixe, de acordo com o seu
tamanho, de maneira a obter-se uma amostra expressiva, retirar 0s 0ssos ndo comestivels e preservar a
pele. Passar a amostra 3 (trés) vezes em moedor de carne (disco com orificios de 1,5 a 3,0 mm de
diametro), remover e misturar as partes ndo trituradas a massa obtida, antes de repetir cada moagem.
Analisar imediatamente.

3. Métodos qualitativos

3.1. Avaliagdo de embalagem

3.1.2. Principio O método baseia-se na inspecao visual do produto em busca de defeitos que
comprometam aintegridade e a validade do produto acabado.

3.1.3. Campo de aplicagéo Conservas de pescados.
3.1.4. Materiais e equipamentos Nao aplicavel.
3.1.5. Reagentes e solucdes N&o aplicavel.

3.1.6. Procedimento de andlise

a) Inspecionar a embal agem externamente em busca de defeitos tais como: ferrugem, falhas de
recravagao, amassamento, vazamento e estufamento;

b) Em conservas, verificar a presenca de um vacuo detectével;

c¢) Observar as condicdes internas da lata, verificar se hafalhas no verniz ou pontos de oxidacéo
principalmente junto as costuras,

e se a estanhagem esta perfeita.
3.1.7. Expressdo dos resultados Reportar os defeitos encontrados ou sua auséncia.

3.1.8. Referéncias bibliogréficas BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa
Agropecuéria. Laboratério Naciona de Referéncia Animal.



M étodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia:

1981.

3.2. Nitratos

3.2.1. Principio Baseia-se nareacdo de oxidacdo da difenilamina, transformando- se em difenil-benzidina
e posteriormente em um composto quimoidal de coloracéo azul. A reagdo se processa preferencialmente

em presenca de cloretos.

3.2.2. Campo de aplicagéo Este método € aplicavel a pescado curado, conservas e semiconservas de
pescado.

3.2.3. Materiais e equipamentos

a) Balanca analitica com resolucéo de 0,1 g;

b) Banho-marig;

¢) Bal&o volumétrico de 250 mL;

d) Bastéo de vidro;

€) Béquer de 50 mL;

f) Erlenmeyers de 250 ou 500 mL;

0) Funil;

h) Papel defiltro qualitativo;

i) Pipetas graduadasde 1 e 10 mL;

j) Tubo de ensaio.

3.2.4. Reagentes e solucdes a) Acido sulfarico P.A.;
b) Difenilamina (C12H11 N);

¢) Solucédo de ferrocianeto de potéssio tri-hidratado (K4[Fe(CN)6]-3H20) a 15% (m/v);

d) Solucéo de sulfato de zinco hepta-hidratado (Zn- SO4-7H20) ou acetato de zinco di-hidratado
((CH3CO0)2 Zn-2H20) a 30% (m/v);

€) Solugéo de tetraborato de sodio deca-hidratado (Na2B407-10H20) a 5% (m/v).

3.2.5. Procedimento de andlise

a) Pesar entre 9 e 11 g de amostra homogeneizada em béquer de 50 mL.

b) Transferir para erlenmeyer de 500 mL com o auxilio de 100 mL de agua dei onizada quente.
¢) Adicionar 5 mL da solucdo de tetraborato de sodio a 5%.

d) Deixar em banho-maria por 15 minutos, agitando frequentemente.



€) Esfriar atemperatura ambiente e, com o auxilio de um funil e bastdo de vidro, transferir o contetido do
erlenmeyer, quantitativamente, para baldo volumétrico de 250 mL, lavando o erlenmeyer com
aproximadamente 50 mL de agua deionizada quente (60°C).

f) Deixar esfriar e adicionar 5 mL da solugdo de ferrocianeto de potassio a 15% e 5 mL da solucdo de
sulfato ou acetato de zinco a 30%, agitando por rotacéo apos a adicdo de cada reagente. Completar o
volume com agua.

) Filtrar em papel defiltro qualitativo, transferindo-se 5 mL do filtrado para um tubo de ensaio.

h) Adicionar cristais de difenilamina e 2 mL de écido sulfurico concentrado |entamente pela parede do
tubo.

3.2.6. Expressdo dos resultados Positivo: em presenca de nitratos havera formacéo de um anel azul na
interface entre o acido e o filtrado, cujaintensidade de cor € dependente da concentracéo de nitrato na
amostra. Se o resultado for duvidoso pelo aparecimento de coloragdo muito escura, faz-se umadiluicéo do
filtrado.

3.2.7. Referéncias bibliograficas BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa
Agropecuaria. Laboratorio Nacional de Referéncia Animal.

Métodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia:1981.

3.3. Nitritos

3.3.1. Principio Baseia-se nareacdo de diazotacdo de nitritos com acido sulfanilico e copulagdo com
cloridrato de alfa-naftilamina em meio acido, formando o &cido
alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-sulfénico de coloragéo rosa.

3.3.2. Campo de aplicacéo Este método é aplicavel a pescado curado, conservas e semiconservas de
pescado.

3.3.3. Materiais e equipamentos
a) Balanca analitica com resolucéo minima de 0,1 g;
b) Banho-maria;

c) Baldo volumétrico de 250 mL;
d) Bastéo de vidro;

€) Béquer de 50 mL;

f) Erlenmeyers de 250 ou 500 mL;
0) Funil;

h) Papel defiltro qualitativo;

i) Pipetas graduadasde 1 e 10 mL;
j) Tubo de ensaio.

3.3.4. Reagentes e solugdes



a) Solucédo de ferrocianeto de potéssio tri-hidratado (K4[Fe(CN)6]-3H20) a 15% (m/v);

b) Solucéo de sulfato de zinco hepta-hidratado (Zn- SO4-7H20) ou acetato de zinco di-hidratado
((CH3CO0)2 Zn-2H20) a 30% (m/v);

¢) Solucéo de tetraborato de sodio deca-hidratado (Na2B40O7-10H20) a 5% (m/v);
d) Solucdo de cloreto de afa-naftiletilenodiamina (C12H16CI2N2) a 0,5% (m/v):

Dissolver 0,500 g + 0,002 g de cloreto de alfa-naftiletilenodiamina em 100 mL de &gua. Estocar em frasco
ambar sob refrigeracéo. A solucéo deve ser desprezada quando apresentar alteracdo da coloracéo.

€) Solucdo de sulfanilamida (C6H8N202S) a 0,5% (m/v) em &cido cloridrico (HCI) (1+1):

Dissolver 1,250 g + 0,002 g de sulfanilamida em 250 mL de solugdo de acido cloridrico (HCI) (1+1). Esta
solucdo e valida por dois meses.

3.3.5. Procedimento de andlise

a) Pesar entre 9 e 11 g de amostra homogenei zada em béquer de 50 mL;

b) Transferir para erlenmeyer de 500 mL com o auxilio de 100 mL de &gua deionizada quente;

¢) Adicionar 5 mL da solug&o de tetraborato de sodio a 5%;

d) Deixar em banho-maria por 15 minutos, agitando frequentemente;

€) Esfriar atemperatura ambiente e, com o auxilio de um funil e bastdo de vidro, transferir o contetido do
erlenmeyer, quantitativamente, para baldo volumétrico de 250 mL, lavando o erlenmeyer com
aproximadamente 50 mL de agua deionizada quente (60°C);

f) Deixar esfriar e adicionar 5 mL da solugdo de ferrocianeto de potassio a 15% e 5 mL da solucdo de
sulfato ou acetato de zinco a 30 %, agitando por rotacdo apos a adi¢ao de cada reagente. Completar o
volume com agua;

) Filtrar em papel defiltro qualitativo, transferindo-se 5 mL do filtrado para um tubo de ensaio;

h) Adicionar 0,5 mL da solucdo de sulfanilamidaa 0,5 %, agitar e deixar reagir por 3 minutos,

i) Adicionar 0,5 mL da solugdo de cloreto de afa-naftiletilenodiaminaa 0,5 %, agitar e deixar em repouso
de 10 a 30 minutos.

3.3.6. Expresséo dos resultados Positivo: desenvolvimento de coloragéo rosa, cujaintensidade depende da
concentracao de nitrito na amostra.

Observacdo: Amostras que possuem nitrito em excesso proporcionam coloragao vermelha fugaz que
passa a amarel o pardo, podendo confundir-se com um resultado negativo.

3.3.7. Referéncias bibliogréficas BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa
Agropecuéria. Laboratério Naciona de Referéncia Animal.

M étodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia:

1981.

3.4. Prova de coccéo



3.4.1. Principio Fundamenta-se na avaliagdo das caracteristicas sensoriais da carne de pescado apds seu
aguecimento.

3.4.2. Campo de aplicagéo Este método é aplicavel a pescado fresco, resfriado e congelado.
3.4.3. Materiais e equipamentos a) Balanga com resolucdo de 1 g.

b) Bico de Bunsen ou placa aguecedora;

c) Erlenmeyer de 500 mL;

d) Vidro de reldgio.

3.4.4. Reagentes e solugdes Néo aplicavel.

3.4.5. Procedimento de andlise

a) Retirar por¢cdes musculares (entre 79 e 81 g) de varias partes da amostra e transferir para erlenmeyer de
500 mL,;

b) Adicionar &gua até cobrir a amostra, tampar com vidro de rel6gio e aquecer até o inicio dos primeiros
vapores,

) Retirar o vidro de rel6gio e avaliar os odores desprendidos.

3.4.6. Expressdo dos resultados Reportar os odores percebidos: caracteristico, amoniacal, sulfidrico,
rangoso ou outros (especificar).

3.4.7. Referéncias bibliograficas BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa
Agropecuaria. Laboratorio Nacional de Referéncia Animal.

Métodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia:

1981.
3.5. Prova para 6leo de oliva

3.5.1. Principio Baseia-se no aparecimento de fluorescéncia pelaincidéncia de luz ultravioleta no 6leo de
oliva.

3.5.2. Campo de aplicacéo Este método é aplicavel a conservas e semiconservas em 6leo de oliva.
3.5.3. Materiais e equipamentos

a) Camara ultravioleta ou lampada ultravioleta de 254 nm;

b) Béquer de 50 mL ou cristalizador;

c) Funil;

d) Papel de filtro qualitativo;

e) Provetade 50 mL.

3.5.4. Reagentes e solucdes N&o aplicavel.



3.5.5. Procedimento de andlise

a) Transferir 10 mL do dleo filtrado para béquer de 50 mL ou cristalizador;

b) Levar a cdmara ultravioleta ou adaptar uma lampada de ultravioleta em lugar escuro;
¢) Observar afluorescéncia.

3.5.6. Expressdo dos resultados Presenca: aparecimento de fluorescéncia avermel hada.

3.5.7. Referéncias bibliogréficas BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa
Agropecuéria. Laborat6rio Nacional de Referéncia Animal.

M étodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia:

1981.
4. Métodos gquantitativos
4.1. Acidez em &cido oleico

4.1.2. Principio Fundamenta-se na reacdo de neutralizacéo do écido oleico pelo hidréxido de sddio, em
presenca de fenolftal eina como indicador.

4.1.3. Campo de aplicacéo Este método é aplicavel a conservas e semiconservas de pescado em 6l eo.
4.1.4. Materiais e equipamentos

a) Balanca analitica com resolucédo de 0,0001 g;

b) Buretade 10 mL;

c¢) Erlenmeyer ou béquer de 150 mL;

d) Provetade 100 mL.

4.1.5. Reagentes e solugdes

a) Solucéo alcodlica de fenolftaleina (C20H1404) a 1% (m/v);

b) Solucéo padronizada de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 mol/L;

¢) Solucédo de acool etilico (C2H50H) e éter etilico (C4H100) (1+2) (v/v) neutralizada;

d) Adicionar gotas de solucéo alcodlica de fenolftaleinaa 2 % e neutralizar com solucéo de hidroxido de
sodio 0,1 mol/L até coloracéo résea persistente por aproximadamente 30 segundos.

4.1.6. Procedimento de anadlise a) Pesar 5 g + 0,0050 g do 6leo em erlenmeyer ou béquer de 150 mL;

b) Adicionar 40 mL da solucéo &l cool-éter recém-neutralizada e algumas gotas da solucéo alcodlicade
fenolftaleina a 1%;

c¢) Titular com solucédo de hidréxido de sddio 0,1 mol/L até aparecimento de coloracéo rosea persistente
por aproximadamente 30 segundos.

4.1.7. Expressao dos resultados Acidez em &c. oleico/100g =V - 0,1 - f - 282,45 - 100/(m - 1000) Em que:



V = volume da solucdo de hidréxido de sddio 0,1 mol/L gasto natitulacgo, em mL;
f = fator de correcdo da solugdo de hidréxido de sodio 0,1 mol/L;

m = massa da amostra, em gramas;

0,1 = concentragdo em mol/L da solugdo de hidroxido de sodio;

282,45 = massa molar do &cido oleico.

Observacdo: Expressar os resultados com duas casas decimais.

4.1.8. Referéncias bibliograficas BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Naciona de Defesa
Agropecué&ria. Laboratério Naciona de Referéncia Animal.

M étodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia: 1981.

4.2. Anidrido sulfuroso e sulfitos 4.2.1. Principio O método mensura sulfitos livres e ndo livres, como os
produtos provenientes de adi¢des carbonilicas, em alimentos. Uma amostra € aguecida em presenca de
&cido cloridrico, convertendo os sulfitos em SO2, levados por um fluxo de nitrogénio até uma solucéo de
perdéxido de hidrogénio na qual sdo oxidados a H2S04. O teor de sulfitos na amostra é entdo obtido a
partir datitulagdo com uma solucéo padronizada de NaOH.

4.2.2. Campo de aplicacdo Aplicavel a pescados com teor de sulfitos superior a 10 mg/kg, mesmo em
presenca de outros compostos sulfurosos volaeis.

4.2.3. Materiais e equipamentos

a) Aparelho de Monier-Willians conforme figura a seguir:

Aparelho de Monier-Willians:
(A) tubo de vidro com junta para borbulhamento de gés;

(B) funil de adi¢cdo com junta esmerilhada;



(C) bal&o de fundo redondo de 1000 mL com trés bocas;

(D) tubo de vidro com junta para borbulhamento de gés;

(E) condensador de bolas;

(F) tubo de vidro em "U" com junta esmerilhada;

(G) recipiente receptador (pode ser utilizado um erlenmayer).

b) Balanca analitica com resolucéo minimade 0,1 g;

¢) Banho de circulagéo capaz de manter a &gua de resfriamento a uma temperatura inferior a 15°C;
d) Buretade 10 mL;

€) Manta aquecedora;

f) Nitrogénio de alta pureza;

g) Processador de alimentos ou liquidificador.

4.2.4. Reagentes e solucdes

a) Etanol 99%;

b) Solucdo de acido cloridrico 4 mol/L;

¢) Solucdo indicadora de vermelho de metila;

d) Solucéo padronizada de hidréxido de sodio 0,01 mol/L;

€) Solucdo de perdxido de hidrogénio a 3%.

4.2.5. Procedimento de andlise

a) Montar o Aparelho de Monier-Willians, certificando-se de que as juntas ndo permitam vazamentos,
b) Conectar o0 banho de circulacdo ao condensador (E) e inicie o fluxo do liquido refrigerante;
¢) Adicionar ao bal&o de trés bocas (C) do aparelho 400 mL de agua deionizada;

d) Adicionar ao funil de separacéo (B) 90 mL de HCI 4 mol/L;

€) Adicionar ao frasco receptor (G) 30 mL de H202 3% previamente titulados com uma solucéo 0,01
mol/L de NaOH até a coloragéo amarela utilizando o indicador vermelho de metila;

f) Conectar 0 gés N2 ao borbulhador (D) einiciar o fluxo, mantendo-o em aproximadamente 200 mL/min;
g) Aguardar cerca de 15 minutos para a desoxigenagdo do sistema;

h) Transferir 50 g da amostra para o processador de alimentos, adicionando 5 mL de etanol e 95 mL de
agua. Triturar até que o0s pedacos possam passar pelajunta 24/40 do bal&o de trés bocas (C);

i) Adicionar rapidamente esta mistura ao baldo de trés bocas (C) do aparel ho;

j) Através da conexao (A), aplicar N2 sobre o HCI contido no funil de separacéo (B);



k) Abrir atorneirado mesmo, adicionando-o ao sistema.
Fechar avavula quanto restarem cerca de 3 mililitros do &cido;

[) Ligar o aquecimento a uma poténciatal que entre 80 e 90 gotas/min do condensado retornem do
condensador (E) ao baléo (C);

m) Deixar o contetido do baldo (C) em ebulicdo por 1h40min;

n) Recolher o receptor (G), titulando-o com solucéo de NaOH 0,01 mol/L até que o ponto final amarelo
persista por mais de 20 segundos.

4.2.6. Expresséo dos resultados SO2 = 32,02 - V - 0,01 - f - 1000/m Em que:
32,02 = miliequivalente-grama do SO2;

V = volume de Solucdo de NaOH 0,01 mol/L gasto natitulagdo, em mL;
0,01 = concentragdo da Solugdo de NaOH, em mol/L;

f = fator de correcdo para a Solucdo de NaOH;

m = massa de amostra utilizada, em g.

4.2.7. Referéncias bibliograficas AOAC International. Official Methods of Analysis of AOAC
International, Official Method 990.28. 18 ed. Gaithersburg: 2010.

4.3. Cloretos

4.3.1. Principio Em umatitulagdo de precipitacdo, os cloretos séo convertidos em AgCl insoltvel pela
adicdo de nitrato de prata em pH levemente alcalino utilizando o cromato de potéssio como indicador.

O fina datitulacéo € visualizado pela formagdo de um precipitado vermelho-tijolo de cromato de prata.

4.3.2. Campo de aplicacéo Este método é aplicavel a pescados curados, conservas e semiconservas de
pescado.

4.3.3. Materiais e equipamentos

a) Agitador magnético;

b) Balanca analitica com resolucédo de 0,0001 g;
¢) Banho-marig;

d) Forno mufla;

€) Bal&o volumétrico de 100 mL;

f) Bastéo de vidro;

g) Bico de Bunsen ou chapa aquecedora;

h) Buretade 25 mL;

i) Cadinho de porcelana;



j) Erlenmeyer de 125 mL;

k) Funil;

I) Papel defiltro qualitativo;

m) Pipeta graduadade 5 mL;

n) Pipetavolumétricade 10 mL.

4.3.4. Reagentes e solugdes

a) Solucdo de acido nitrico (HNO3) (1+9);

b) Solucéo de cromato de potassio (K2CrO4) a 5% (m/v);
¢) Solucédo de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 mol/L;

d) Solucéo de nitrato de prata (AgNO3) 0,1 mol/L.

4.3.5. Procedimento de analise a) Pesar em cadinho de porcelana 2 g = 0,005 g de amostra
homogenei zada;

b) Levar o conjunto ao bico de Bunsen ou chapa aquecedora até a carbonizacéo completa;
¢) Incinerar em cadinho de porcelana entre 530 e 550°C até obter cinzas claras (cerca de 4 horas);

d) Néo havendo clareamento das cinzas, adicionar 2 a 3 gotas de &gua, secar em placa aquecedora ou
estufaa 105°C £ 2°C e levar ao forno mufla até obter cinzas claras.

€) Adicionar ao cadinho 2 a 3 gotas de solugdo de &cido nitrico (1+9) parafacilitar a dissolucéo das cinzas
e 10 mL de agua deionizada quente;

f) Agitar com bastdo de vidro efiltrar, recebendo o filtrado em erlenmeyer de 125 mL;
g) Lavar bem o cadinho e o papel de filtro com aproximadamente 20 mL de &gua deionizada quente;
h) Ajustar o pH do filtrado entre 7,0 a 10,5 com solucgéo de hidréxido de sddio 0,1 mol/L;

i) Adicionar 1 mL de solucéo de cromato de potassio a 5% e titular com solucéo de nitrato de prata 0,1
mol/L até o surgimento dos primeiros precipitados persistentes de coloracdo vermelho-tijolo;

}) Fazer uma prova em branco.

4.3.6. Expressao dos resultados % de cloretosem NaCl = (V - Vb) - 0,1 - f - 58,5 - 100/(m - 1000) Em que:
V = volume da solucédo de nitrato de prata 0,1 mol/L gastos natitulagdo, em mL;

Vb = volume da solucéo de nitrato de prata 0,1 mol/L gastos natitulacdo do branco, em mL;

f = fator de corregcdo da solucdo de nitrato de prata 0,1 mol/L;

m = massa da amostra, em gramas;

0,1 = concentracéo em mol/L da solucdo de nitrato de prata;

58,5 = massa molar do cloreto de sadio.



4.3.7. Referéncias bibliograficas BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa
Agropecuéria. Laboratério Nacional de Referéncia Animal.

M étodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia:

1981.
SKOOG, D. A. et dli. Fundamentos de Quimica Analitica, 8% ed. S0 Paulo: Thonson Learning, 2007.
4.4. Desglaciamento

4.4.1. Principio O método baseia-se naremocao em condic¢des controladas do glaciamento da amostra
para determinagdo do peso do produto desglaciado e percentual de glaciamento.

4.4.2. Campo de aplicagdo Pescados congel ados glaciados.

4.4.3. Materiais e equipamentos

a) Balanga com resolucdo de 0,1 g;

b) Termbmetro com resolucgéo de 0,1°C, abrangendo a faixa 0°C a 30°C;

¢) Recipiente paral el epipédico com um volume superior a 10 vezes o peso bruto da amostra;

d) Peneiracom malhade 2,4 mm em ago inoxidavel;

€) Crondmetro.

4.4.4. Reagentes e solugdes N&o aplicavel.

4.4.5. Procedimento de andlise

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

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

¢) Com o produto ja sem embalagem, acomoda-|o em uma peneira e submergir o conjunto em um
recipiente contendo um volume aproximado de &gua de 10 vezes 0 peso da amostra, observando o volume
minimo de 10 litros. O banho deve estar a umatemperatura de 20°C + 2°C;

d) Manter o conjunto peneira mais produto submerso até a percepcao tatil de que todo o glaciamento foi
retirado, evitando-se o descongelamento;

€) Retirar o conjunto peneiramais produto e deixar escorrer por 50 segundos + 10 segundos. Parafacilitar
adrenagem, a peneira devera permanecer inclinada em um angulo entre 15° e 17°. A &gua aderida na
superficie da amostra deve ser removida com o auxilio de toalhas de papel, evitando-se pressionar a
amostra;

f) Pesar a amostra desglaciada determinando, com isso, 0 peso do produto desglaciado (Ppd);

0) Repetir este procedimento para as 5 amostras restantes.

Observagoes:



. Para amostras de camardo, € recomendavel que a peneira seja pesada antes do banho e a amostra
desglaciada pesada em conjunto com a mesma, subtraindo-se o peso da peneira do peso obtido para
obtencdo do Ppd da amostra.

. Durante o periodo de transporte e transferéncia das amostras até o laboratorio e durante a sua
armazenagem, a temperatura do produto ndo podera ser superior a-6°C. No momento do ensaio, a
amostra deve estar a uma temperatura entre -6°C e -12°C.

4.4.6. Expressdo dos resultados Determinar o peso do produto glaciado para cada amostra subtraindo-se
do peso bruto o peso da embalagem correspondente:

Ppg = PB - PE
a) Reportar 0 "peso glaciado” (PG) como a média dos PPg:
PG=7Ppg/n

b) Reportar 0 "peso desglaciado" (PD) como a média dos Ppd:

PD = 2Ppd/ n

c) Determinar o percentual de glaciamento utilizando a seguinte formula:
% de glaciamento = APG - PD) / 7PG

Observacdo: Expressar os resultados com uma casa decimal.

4.4.7. Referéncias bibliograficas Codex Alimentarius Standard. Codex Standard for Quick Frozen
Lobsters - Codex Stan 95 rev. 2. Roma: FAO/WHO, 2004.

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

Codex Alimentarius Standard.

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

AOAC International. Official Methods of Analysis of AOAC International, Official Method 963.18. 18
ed. Gaithersburg: 2010.

4.5. Fosforo total

4.5.1. Principio O método baseia-se na conversdo fésforo presente na amostra em ortofosfato. A reagcéo
deste com molibdato em meio &cido produz um complexo misto molibdato/fosfato que, na presenca do
ion vanadato, forma o &cido molibdovanadofosforico de cor amarelada. A intensidade da cor amarelaé
proporciona a concentracdo de ions fosfato na amostra e quantificada espectrof otometricamente a 420

nm.

4.5.2. Campo de aplicacdo Este método é aplicavel a pescados e seus derivados.

4.5.3. Materiais e equipamentos

a) Balanca com resolugédo de 0,0001 g;

b) Bal6es volumétricos de 100, 200 e 1000 mL;



c) Béguer de 250 ou 300 mL;

d) Cadinho de porcelana;

€) Espectrofotémetro de absor¢éo molecular;

f) Forno mufla com programacao de temperatura;
g) Funil;

h) Papel defiltro qualitativo;

i) Pipetas graduadas ou pipetador automatico;

j) Pipetas volumétricasde 1, 2, 5e 10 mL;

k) Placa aquecedora;

I) Provetas,

m) Vidro derelégio.

4.5.4. Reagentes e solucdes

a) Solucdo acido cloridrico 1+3;

b) Acido Nitrico;

¢) Fosfato de potéssio monobésico;

d) Solucéo de Metavanadato de aménio (NH4V O3):

Dissolver 1 g de metavanadato de aménio em 125 mL de &gua quente, deixar esfriar e adicionar 125 mL
de &cido perclorico a 70%.

€) Solucéo de Molibdato de ambnio:
Dissolver 20 g de molibdato de aménio tetrahidratado em 200 mL de &gua quente e deixar esfriar.
f) Solucéo de molibdovanadato:

Adicionar gradualmente a solugdo de molibdato a solucéo de metavanadato sob agitacdo e completar para
1000 mL.

g) Solucéo padrdo de fosforo:

Solugdo estoque (2 mg de P/mL ) - solubilizar em &gua deionizada exatamente 8,788 g de fosfato de
potassio monobésico previamente seco em estufa a 105°C por duas horas, transferir para bal&o
volumétrico de 1000 mL e completar o volume com agua deionizada e homogenei zar.

h) Solucéo de trabalho (0,1 mg de P/mL) - Diluir 50 mL da solugdo estoque em 500 mL de agua
deionizada e 10 mL de acido sulfarico 20 mol/L, transferir para baldo volumétrico de 1000 mL e
completar 0 volume com égua deionizada e homogeneizar.

4.5.5. Procedimento de andlise a) Pesar 2,0 g da amostra em béquer de 150 mL. Levar a mufla e aumentar
gradualmente a temperatura até 550 - 600°C, calcinando a amostra por 4h a esta temperatura;



b) Adicionar 40 mL de &cido cloridrico 1+3 e algumas gotas de acido nitrico, levar a ebulicéo em placa
aquecedora, deixar esfriar;

c) Filtrar para bal&o de 200 mL, completar o volume com égua deionizada e homogeneizar;

d) Pipetar uma aliquota desta solucdo para bal&o volumétrico de 100 mL de modo que a solucdo final
tenha ndo mais que 1,5 mg de P/mL. Adicionar 20 mL da solug&o de molibdovanadato, completar o
volume com agua deionizada e aguardar 10 minutos,

€) Preparar a curvade calibracéo a partir de aliquotasde 1, 2, 5, 7 e 10 mL da solucéo de trabalho de
fosforo em bal&o volumétrico de 100 mL. Adicionar 20 mL da solucéo de molibdovanadato, completar o
volume e homogenei zar.

f) Estas solugdes possuem estabilidade limitada, devendo ser utilizadas imediatamente e descartadas |ogo
apos 0 UsO.

g) Fazer aleitura no espectrofotdmetro em 420 nm utilizando branco contendo 20 mL da solucéo de
molibdovanadato e 80 mL de &gua deionizada;

h) Obter a concentragdo em mg de P na aliquota a partir da curva de calibragéo.

4.5.6. Expressdo dos resultados P total em g/lkg de P205=W - Vse - 2,29/(m - Va) Em que:
W = mg de fésforo na aliquota, obtido da curva de calibracéo;

Vse = volume da solucdo estoque, em mL;

Va= volume daaliquota, em mL;

m = massa da amostra, em g, 2,29 = fator de conversdo para P205.

4.5.7. Referéncias bibliograficas AOAC International . Official Methods of Analysis of AOAC
International, Official Method 965.17. 18 ed. Gaithersburg: 2010.

4.6. Histamina e outras aminas biogénicas (cadaverina, putrescina, espermidina, espermina) 4.6.1.
Principio

Basela-se na extracdo acida das aminas, derivacdo antes da coluna e fora de linha com cloreto de dansila
em pH alcalino, seguido de separacéo e quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiénciacom
Gradiente de Eluicdo e Deteccéo Ultravioleta- CLAE/UV.

4.6.2. Campo de aplicacdo Pescado resfriado, congelado, curado, conservas e semiconservas de pescado.
4.6.3. Materiais e equipamentos

a) Agitador tipo vortex;

b) Balanca analitica com resolucdo de 0,0001 g;

¢) Banho de &gua quente com capacidade aproximada de temperatura de 60°C;

d) Buretade 50 mL;

€) Centrifuga Refrigerada (4°C) com rotores paratubos de 50 e 15 mL e velocidade até 6000 RPM;

f) Coluna para CLAE Kromasil C18 ou Nucleosil C18 (5 um, 100 A, 25 cm x 4.6 mm) - Fase Reversa;



g) Concentrador-evaporador de amostras com temperatura de ~60°C;

h) Homogenei zador/triturador tipo Turrax com velocidade até 20.000 RPM;

i) Mesa Agitadora Orbital com timer;

j) Micropipeta de volume variavel de 100 a 1000 pL com incremento de escalade 1,0 pL;
k) Pré-coluna Brownlee C18 ou Nucleosil C18 (5 pm, 100 A, 3cm x 4.6 mm);

I) Seringas com capacidade aproximada de 1,0 mL;

m) Sistema de Cromatografia L iquida de Alta Eficiéncia, dotado de Bomba Binéria ou superior para
Gradiente de Eluicdo Binério, Detector Ultravioleta e Injetor automéatico - CLAE/UV;

n) Tubos de centrifuga de 15 e 50 mL em polipropileno (PP) transparente;
0) Tubosdeensaio de5 mL;

p) Unidade filtrante com membrana de PTFE, poro 0,45 mm, didmetro de 13 a 15 mm, para uso com
seringa.

4.6.4. Reagentes e solucdes

a) Acetona UV/CLAE - Grau Espectroscopico;

b) Acetonitrila UV/CLAE - Grau Espectroscopico;

¢) Solucdo de Acido Perclérico a0,2 mol/L;

d) Solucéo de Cloreto de Dansila (C12H12CINO2S) 7,50 g/L de acetona (armazenar a5 - 10°C);

€) Solucdo padréo de Cadaverina (C5H14N2.2HCI) a 1,0 g/L em HCI 0,1 mol/L (armazenar a5 - 10°C);
f) Solugéo padréo de Espermina (C10H26N4.4HCI) a 1,0 g/L em HCI 0,1 mol/L (armazenar a5 - 10°C);
0) Solucéo padréo de Espermidina (C7H19N3.3HCI) a 1,0 g/L em HCI 0,1 mol/L (armazenar a5 - 10°C);
h) Solucéo padréo de Histamina (C5H9N3.2HCI) a 1,0 g/L em HCI 0,1 mol/L (armazenar a5 - 10°C);

1) Solugéo padréo de Putrescina (NH2(CH2)4NH2.2HCI) a 1,0 g/L em HCI 0,1 mol/L (armazenar a5 -
10°C);

J) Solucdo de L-Prolina (C5HONO2) a 100 g/L (armazenar a5 - 10°C);
k) Solucdo saturada de bicarbonato de sodio (armazenar a5 -10°C);

I) Solucéo de &cido cloridrico a0,1 mol/L;

m) Tolueno UV/ CLAE - Grau Espectroscopico.

4.6.5. Procedimento de anadlise @) Deixar aamostra atingir atemperatura de refrigeracéo (~10°C) somente
0 tempo necessario para adquirir consisténcia de corte;

b) Desembalar a amostra, retirar aponevroses, gorduras e 0Ssos,

¢) Tomar porcdes da musculatura de varias regides do pescado e cortar a amostra em pedagos menores



para homogenei zar;
d) Transferir uma peguena quantidade para o homogeneizador tipo Turrax, triturar e descartar;

e) Transferir o restante da amostra para 0 homogeneizador tipo Turrax, triturar recolhendo em pote
plastico com tampa ou saco plastico devidamente identificado;

f) Amostras de enlatados devem passar pelo mesmo procedimento de trituracdo/homogenei zacdo. Neste
caso o liquido constante na lata deve ser homogeneizado junto com toda parte solida;

g) Pesar, imediatamente ap6s a homogenei zacdo da amostra, 5,0 g da amostra em tubo de centrifuga de 50
mL, evitando que a amostra entre em contato com a borda do tubo;

h) Pesar duas por¢des de 5,0 g de uma matriz branca para histamina e demais aminas biogénicas,
fortificando uma delas para o célculo da recuperacéo. A fortificacdo deve estar em uma concentracdo que
esteja compreendida na curva de calibracéo a ser utilizada;

i) Pesar 5,0 g de matriz brancaem 5 tubos de centrifuga de 50 mL para construgdo da curva de calibragéo.
Fortificar com solucdes de histamina e demais aminas bi ogénicas adicionando aiquotas das solucdes dos
padrdes para obtencdo das seguintes concentracoes:

o LQ (limite de quantificacdo do método), como primeiro ponto da curva, 25, 50, 100 e 150 mg.kg-1.
Outras concentragdes podem ser utilizadas desde que estabel ecidas em procedimento prévio de validagdo
do método;

j) Adicionar aos tubos 10,0 mL de &cido perclorico 0,2 mol/L. Agitar, inicialmente, em vortex por 30
segundos e depois agitar em mesa agitadora por 10 minutos para extragdo das aminas;

k) Nas amostras fortificadas com as solucfes padréo, o volume de acido perclérico 0,2 mol/L aser
adicionado deve considerar o volume dos padrdes adicionados, obtendo-se sempre um volume final de
10,0 mL. Por exemplo, parafortificar a matriz branca com 250 L de solucéo padrdo, deve-se adicionar
9,75 mL de &cido perclorico 0,2 M;

[) Centrifugar a 6000 x g por 10 minutos a temperatura de 4°C;

m) Coletar 200 pL do sobrenadante para tubo de centrifuga de 15 mL. Adicionar 400 pL de solugdo saturad
de bicarbonato de sddio agitar rapidamente para misturar, e em seguida adicionar 800 uL de Solucéo de
Cloreto de Dansilg;

n) Agitar em vortex por aproximadamente 30 segundos e deixar ao abrigo daluz em banho de agua
guente a aproximadamente 60°C por 5 minutos,

0) Retirar do banho e adicionar 200uL de solugdo de LProlina.

Agitar em vortex por aproximadamente 30 segundos e deixar ao abrigo daluz atemperatura ambiente por
30 minutos;

p) Adicionar 1 mL de tolueno, agitar novamente em vortex por 1 minuto e centrifugar a 6000 x g por 10
minutos a temperatura de 4°C, para separacdo das fases,

) Recuperar afase organica (sobrenadante) com auxilio de pipetador automatico paratubo de ensaio de 5
mL. Levar ao concentrador de amostras e evaporar por adi¢ao de fluxo de nitrogénio por 10 a 15 minutos
a uma temperatura de aproximadamente 60°C;

r) Dissolver o extrato com 600 L de acetonitrila. Filtrar em unidade filtrante com membrana de PTFE
direto parao frasco (vial) do cromatégrafo;



s) Obter os cromatogramas das amostras, da curva de calibragdo e amostras para cél culo da recuperacdo
no Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia equipado com coluna de fase reversa C18 (5 um, 100 A, 25
cm x 4,6 mm), deteccéo no UV a 254 nm, utilizando injecéo de 20 L e o seguinte gradiente:

Tempo, min Agua, %  [Acetonitrila, %
0 40 60
6 25 75
8 25 75
13 5 95
20 5 95
21 40 60
30 40 60

4.6.6. Expresséo dos resultados

a) Utilizar o método dos minimos quadrados e a érea dos picos para obtencéo da curva de calibracdo a
partir dos cromatogramas obtidos das amostras fortificadas em "5h". O coeficiente de correlacéo (r) da
curva de calibracdo deve ser superior a 0,95, caso contrario, a curva deve ser repetida.

b) Calcular, utilizando a curva padr&o, a concentragdo das aminas nas amostras branca e fortificada
obtidas em "5¢g", obtendo-se o fator de recuperacéo.

) A partir da curva padréo, obter a concentracéo das aminas em mg/kg, corrigindo-os pelo fator de
recuperacao.

d) Amostras com concentragfes superiores ao maior ponto de concentragdo dos padrfes da curva devem
ser diluidas com acetonitrila até que estejam compreendidas na faixa linear da curva de calibracéo
utilizada.

4.6.7. Referéncias bibliogréaficas Malle P., Vale M. e Bouquelet S. Assay of biogenic aminesinvolved in
fish decomposition. J. AOAC Internat. 1996, 79, 43-49.

Duflos G., Dervin C., Malle P. e Bouguelet S. Relevance of matrix effect in determination of biogenic
aminesin plaice (Pleuronectes platessa) and whiting (Merlangus merlangus). J. AOAC Internat.

1999, 82, 1097-1101.
4.7. Lipidios

4.7.1. Principio Fundamenta-se na extracdo dos lipidios em solvente apropriado e posterior determinacéo
gravimétrica.

4.7.2. Campo de aplicagdo Este método é aplicavel a pescados e seus derivados.
4.7.3. Materiais e equipamentos
a) Balanca analitica com resolucéo de 0,001 g;

b) Banho-maria;



c) Estufa;

d) Extrator de Soxhlet;

€) Algodéo desengordurado;

f) Dessecador com silica gel ou cloreto de cdlcio anidro;

g) Provetade 25 mL.

4.7.4. Reagentes e solucBes Eter de petroleo (faixa de ebulicio entre 30 e 60°C) ou nhexano (C6H14).
4.7.5. Procedimento de andlise

a) Pesar 5 g £ 0,005 g de amostra, secar em estufa a 105°C durante 2 horas ou usar a amostra apos a
determinacéo da umidade;

b) Transferir a amostra seca para um cartucho de extragdo com auxilio de um bast&o de vidro e uma
porcéo de algodéo desengordurado;

c¢) Cobrir aamostra no cartucho com o algodéo, colocandoo no extrator de Soxhlet acoplado ao baldo
previamente seco em estufa a 105°C por 1 hora e pesado;

d) Extrair com solvente por um periodo minimo de 3 horas,

e) Desacoplar o baldo do extrator, retirar o cartucho com a amostra e recuperar o solvente;
f) Evaporar o solvente em banho-maria a 65°C e secar em estufa a 105°C por 1 hora;

0) Esfriar em dessecador e pesar. Repetir a operacao até peso constante.

Observacao: Poderdo ser utilizados sistemas automatizados baseados no mesmo principio desde que
conhecidos os desvios em relago ao presente método.

4.7.6. Expressao dos resultados % de lipidios = ( Mas+b - Mb) - 100/ Ma Em que:
ma = massa da amostra, em gramas,

mas+b = massa da amostra seca + bal&o, em gramas;

mb = massa do bal&o, em gramas.

4.7.7. Referéncias bibliograficas

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria. Laborat6rio Nacional
de Referéncia Animal.

M étodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia: 1981.

4.8. Nitrogénio total e proteinatotal
4.8.1. Principio Baseia-se na transformagéo do nitrogénio da amostra em sulfato de aménio por meio da
digestéo com écido sulfurico e posterior destilacdo com liberacgo da ambnia, que é fixada em solucdo

acida e quantificada por titulometria acido-base.

4.8.2. Campo de aplicagdo Este método é aplicavel a pescados e seus derivados.



4.8.3. Materiais e equipamentos

a) Aparelho ou bloco digestor e destilador macro ou micro- Kjeldahl;
b) Balanca analitica com resolucdo de 0,0001 g;

c) Béquer de 250 mL;

d) Buretas de 25 ou 50 mL;

e) Erlenmeyers de 125 ou 250 mL;

f) Espétula;

g) Gral de porcelana com pistilo;

h) Papel indicador universal de pH;

i) Papel de pesagem (papel vegetal livre de nitrogénio);

j) Pipetagraduadade 1 mL;

K) Pipetas volumétricasde 2 e 10 mL;

I) Provetas de 50, 100 e 250 mL;

m) Tubo de Kjeldahl.

4.8.4. Reagentes e solugdes

a) Acido sulfurico (H2SO4) p.a.;

b) Antiespumante (talco, parafinaou silicone);

¢) Mistura catalitica:

Misturar em gral de porcelana 10 partes de sulfato de potassio (K2S04) p.a. ou sulfato de sddio anidro
(Na2S04) p.a. ou bissulfato de potéssio (KHSO4) p.a. e uma parte de sulfato de cobre |l pentahidratado
(CuS04.5H20) p.a. até obtencéo de um pé fino.

Pode-se utilizar misturas comerciais prontas de mesma formulagéo.
d) Solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) a 50% (m/v);

€) Solucdo de &cido borico (H3BO3) a 4% (m/v):

f) Indicador misto: Pesar 0,132 g de vermelho de metila (C15H15N302) e 0,06 g de verde de
bromocresol (C21H14Br405S).

Dissolver em 200 mL de acool etilico (C2H50H) a 70% (v/v). Filtrar se necessario e guardar em frasco
ambar.

O indicador misto podera ser incorporado a solucéo de écido boérico a 4% na proporcéo de 8 mL por litro.

g) Solucdo padréo de acido sulfurico (H2S04) 0,05 mol/L ou solucdo padrdo de &cido cloridrico (HCI)
0,1 mol/L;



4.8.5. Procedimento de andlise

4.8.5.1. Micro e semimicro Kjeldahl:

a) Pesar entre 0,5 e 0,8 g de amostra e transferir para tubo de Kjeldahl;
b) Adicionar 2,5 g de mistura cataliticae 7 mL de &cido sulfurico p.a;

¢) Aguecer em bloco digestor, a principio, lentamente, mantendo a temperatura de 50°C por 1 horaou
dependendo das instrucdes do fabricante;

d) Elevar gradativamente a temperatura até atingir entre 400 e 410°C;

€) Quando o liquido se tornar limpido e transparente, de tonalidade azul-esverdeada, retirar do
aguecimento, deixar esfriar e adicionar 10 mL de agua;

f) Acoplar ao destilador um erlenmeyer contendo 20 mL de solucéo de &cido bérico a4% com 4 ou 5
gotas de solucéo de indicador misto;

g) Adaptar o tubo de Kjeldahl contendo a amostra digerida ao destilador e adicionar a solucéo de
hidréxido de sodio a 50% até que a mesma se torne negra (cercade 20 mL);

h) Proceder a destilacdo por tempo suficiente para que toda a aménia seja destilada. A solucéo receptora
deve ser mantida fria durante a destilagéo;

i) Titular com solugdo de &cido sulfurico 0,05 mol/L ou soluc&o de écido cloridrico 0,1 mol/L atéa
viragem do indicador.

4.8.5.2. Macro-Kjeldahl:
a) Pesar em balanca analiticaentre 1,0 e 1,2 g de amostra e transferir para tubo de Kjeldahl;
b) Adicionar 5 g de mistura catalitica e 20 mL de acido sulfurico p.a;

¢) Aguecer em bloco digestor, a principio, lentamente, mantendo a temperatura de 100°C por 1 hora ou
dependendo das instrucdes do fabricante;

d) Elevar gradativamente a temperatura até atingir entre 400 e 410°C;

€) Quando o liquido se tornar limpido e transparente, de tonalidade azul-esverdeada, retirar do
aguecimento, deixar esfriar e adicionar 50 mL de agua;

f) Acoplar ao destilador um erlenmeyer contendo 25 mL de solucéo de &cido bérico a4% com 4 ou 5
gotas de solucéo de indicador misto;

g) Adaptar o tubo de Kjeldahl contendo a amostra digerida ao destilador e adicionar a solucéo de
hidréxido de sodio a 50% até que a mesma se torne negra (cerca de 40 mL);

h) Proceder a destilacdo por tempo suficiente para que toda a amonia seja destilada. A solucéo receptora
deve ser mantida fria durante a destilagéo;

i) Titular com solucdo de &cido sulfurico 0,05 mol/L ou solugdo de écido cloridrico 0,1 mol/L atéa
viragem do indicador;

|) Efetuar analise em branco com os reagentes.

Observagoes:



1. Verificar as condi¢des do aparelho de destilagdo com solucéo padréo de sulfato de amonio
((NH4)2S04), cujarecuperacdo deve ser de no minimo 99,5% em nitrogénio.

2. Verificar o desempenho do sistema (digestéo e destilacdo) utilizando uma misturade 0,2 g delisinae
0,8 g de sacarose. A recuperacdo deve ser de no minimo 98% em nitrogénio.

3. Poderdo ser utilizados sistemas automati zados baseados no mesmo principio desde que conhecidos os
desvios em relacéo ao presente método.

4.8.6. Expressao dos resultados para HCI: % de nitrogénio total =V - 0,1 - f - 14,0067 - 100/(m - 1000)
paraH2S04: % de nitrogénio total =V - 0,05 - 2 - f - 14,0067 - 100/(m . 1000) % de proteinatotal = % de
nitrogénio total x 6,25 Em que:

V = volume da soluc&o de &cido sulfurico 0,05 mol/L ou solugdo de écido cloridrico 0,1 mol/L gasto na
titulac&o, apds a correcdo do branco, em mL;

0,1 = concentragao do acido cloridrico;

0,05 = concentragdo do &cido sulfurico;

f = fator de correcdo da solucéo de acido utilizado;
14,0067 = massamolar do nitrogénio;

m = massa da amostra, em gramas,

6,25 = fator de conversdo de nitrogénio total em proteina.

4.8.7. Referéncias bibliograficas AOAC International . Official Methods of Analysis of AOAC
International, Official Method 981.10. 18 ed. Gaithersburg: 2010.

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria. Laborat6rio Nacional
de Referéncia Animal.

M étodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia:

1981.
4.9. Residuo mineral fixo

4.9.1. Principio Fundamenta-se na eliminacéo da matéria vol&til organica e inorgéanica a temperatura de
550°C. O produto obtido € denominado de residuo mineral fixo.

4.9.2. Campo de aplicacdo Este método é aplicavel a pescado salgado, seco e salgadoseco.
4.9.3. Materiais e equipamentos

a) Balanca analitica com resolucéo de 0,0001 g;

b) Estufa;

¢) Forno muflg;

d) Placa aguecedora;



e) Cadinho de porcelana;

f) Dessecador com silica gel ou cloreto de calcio anidro;
g) Tenaz metdlica.

4.9.4. Reagentes e solugdes N&o aplicavel.

4.9.5. Procedimento de andlise

a) Aguecer o cadinho de porcelana em forno mufla entre 530 e 550°C durante 30 minutos, esfriar em
dessecador e pesar;

b) Pesar 2 g = 0,0050 g de amostra homogenei zada;

¢) Levar o conjunto a placa aquecedora até a carbonizacéo completa;

d) Incinerar em forno mufla entre 530°C e 550°C até obter cinzas claras (cerca de 4 horas);

€) N&o ultrapassar 550°C para evitar perda de cloretos. Nao havendo clareamento das cinzas, adicionar 2 a
3 gotas de agua, secar em placa aquecedora ou estufa a 105°C + 2°C e levar ao forno mufla até
clareamento das cinzas,

f) Esfriar em dessecador e pesar.

4.9.6. Expressao dos resultados % de residuo mineral fixo = (mc+c - mc) . 100/ma Em que:

ma = massa da amostra, em gramas;

mc+c = massa das cinzas + cadinho, em gramas,

mc = massa do cadinho, em grameas.

4.9.7. Referéncias bibliograficas BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Naciona de Defesa
Agropecudria. Laboratorio Nacional de Referéncia Animal.

M étodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia:

1981.
4.10. Umidade e volateis
4.10.1. Principio Fundamenta-se na perda de dgua e substancias volateis a 105°C.

4.10.2. Campo de aplicacdo Este método € aplicavel a pescado salgado, seco e salgadoseco e derivados de
pescado.

4.10.3. Materiais e equi pamentos

a) Balanca analitica com resolucdo de 0,0001 g;

b) Estufa;

¢) Dessecador com silica gel ou cloreto de calcio anidro;

d) Pesa-filtro ou cdpsula (de ago inoxidavel, aluminio ou porcelana);



€) Tenaz metalica.

4.10.4. Reagentes e solugdes Nao aplicavel.

4.10.5. Procedimento de andlise

a) Colocar o pesa-filtro ou cipsula em estufaa 105 + 2°C durante 1 hora, esfriar em dessecador e pesar;
b) Pesar 5 g =+ 0,0005 g de amostra homogeneizada;

c) Levar aestufa por 3 horas. Esfriar em dessecador e pesar;

d) Levar o conjunto a estufa por mais uma hora, esfriar em dessecador e pesar;

€) Repetir esta operacdo até obter massa constante.

4.10.6. Expressdo dos resultados % de umidade e voléteis = (mas+c - mc) - 100/ma Em que:
ma = massa da amostra, em gramas;

mas+c= massa das cinzas + cadinho, em gramas;

mc= massa do cadinho, em gramas.

4.10.7. Referéncias bibliogréficas

BRASIL. Ministério da Agricultura. Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria. Laboratorio Nacional
de Referéncia Animal.

Métodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes: 11 - Métodos
fisicos e quimicos. Brasilia: 1981.
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