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APRESENTACAO

O Manual de Aulas Praticas do LIPOA — Inspecéo de Leite e Derivados tem por
objetivo auxiliar no preparo de aulas praticas da cadeira de Inspecéo de Leite e seus

derivados do curso de Medicina Veterinaria, da Universidade Federal de Pelotas.

O Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Universidade
Federal de Pelotas (LIPOA-UFPel) € um importante espa¢co dedicado a busca por
seguranca alimentar e qualidade dos produtos de origem animal. Em funcionamento
desde 1998, funciona como uma importante ferramenta a vida académica de
graduandos e pos-graduandos da universidade atuantes na é&rea de inspecéo,
microbiologia, quimica e qualidade de alimentos, além de prestar servigos a comunidade
de toda a regido sul do Rio Grande do Sul. Sua estrutura oferece estagios voluntarios
vinculados aos projetos de ensino, pesquisa e extensdo desenvolvidos pelo grupo. Seu
corpo académico conta com professores doutores nas areas de inspecdo de leite,
carnes, pescados e seus sub produtos derivados. Maiores informagfes podem ser

obtidas no site  https://wp.ufpel.edu.br/inspleite/ e nas redes sociais

@veterinariapreventiva.ufpel

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
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ORIENTACOES GERAIS

Sendo as boas praticas de laboratorio (BPL), um sistema de qualidade que
engloba diferentes processos padronizados, a implantagdo de um roteiro de BPL exerce
um importante papel na conscientizagdo dos usuarios dos laboratorios sobre a
necessidade de se estabelecer determinados padrées de seguranca visando o bom
funcionamento do mesmo. A seguranca dos usuarios e do ambiente de trabalho sdo um
dos principais objetivos da implantacdo dessas medidas, bem como assegurar a
qualidade e validacdo dos resultados da pesquisa ou servico prestado nhas
dependéncias do laboratorio.

Regras gerais de conduta

A organizacdo das atividades e do ambiente de trabalho é uma ferramenta
primordial para a prevencao de acidentes relacionados a manipulagéo de substancias e
eguipamentos, incluindo riscos fisicos, quimicos e biol6gicos. Para tanto algumas regras
devem ser seguidas:

e Guardar objetos pessoais (bolsas, casacos, notebooks, etc.) em armarios, salas
e outras acomodacdes fora do ambiente do laboratorio.

e Levar para o laboratério apenas os objetos indispensaveis para a realizacao do
trabalho.

e Sempre utilizar-se dos equipamentos de protecdo individual (EPI’s) indicados
para o procedimento, bem como verificar a utilizagdo dos mesmos pelos demais
individuos presentes no laboratério.

e Em hip6tese alguma consumir ou armazenar alimentos, balas, chicletes ou
bebidas nas dependéncias do laboratério.

e Nao fumar.

¢ Nunca trabalhar com os cabelos soltos, principalmente ao redor do fogo.

e Evitar o uso de adornos, como relégios, pulseiras, anéis e outros durante o
trabalho no laboratorio.

o Evitar distrair-se, ou perturbar terceiros que estejam realizando algum trabalho
no laboratorio.

e Manter-se atualizado quanto aos procedimentos gerais de organizacdo do
laboratério, como o conhecimento dos locais corretos de armazenagem de
substancias e utensilios, formas de descarte, uso de etiquetas de identificagdo
etc.

e Caminhar com atencéo nas dependéncias do laboratorio e evitar correr.

e Sempre manter o ambiente de trabalho, os utensilios e os equipamentos
organizados e limpos ap0s o seu uso, a fim de evitar principalmente a

contaminacéo de posteriores manipuladores.

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
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Somente fazer uso de equipamentos e aparelhos do laboratério para o seu
propésito designado e apds ter compreensdo das respectivas instrucdes de
manuseio e seguranca dos mesmos.

Possuir conhecimento das propriedades fisicas e da toxicidade dos reagentes
antes de utiliza-los.

EPI'S utilizados no laboratério e/ou contaminados com materiais téxicos ou
patogénicos ndo devem ser utilizados em cozinhas, banheiros e salas de aula.

Evitar trabalhar sozinho, ou fora das horas de trabalho convencionais.

Responsabilidades do manipulador

Conhecer perfeitamente as técnicas a serem empregadas no procedimento, bem
como o correto manuseio dos equipamentos e substancias a serem utilizados.
Sempre utilizar o equipamento pessoal de protecdo de acordo com as
instrucdes.

Seguir cuidadosamente as regras e normas de seguranga presentes no manual.
Conhecer perfeitamente a localizagéo e funcionamento de todo os equipamentos
de emergéncia, bem como relatar todas as condi¢des de falta de seguranca, ou
acidentes e incidentes ocorridos no laboratorio.

Relatar ao responsavel pelo laboratério problemas de ordem organizacional,
estrutural, em equipamentos e materiais.

Lavar as médos ao final dos procedimentos de laboratério e remover todo o
equipamento de protecdo incluindo luvas e aventais.

Desligar as luzes, o gas e equipamentos apds a sua utilizacdo, sempre
observando a necessidade e o uso dos mesmos por terceiros (no caso de
estufas, geladeiras, etc.).

Segquir os procedimentos de descarte adequados para cada reagente ou material

de laboratoério

e E importante ao usuario conhecer as principais indicacdes efou
sinalizagbes presentes no ambiente de trabalho. Esses pictogramas séo
empregados com a finalidade de informar de forma objetiva os riscos ou
os cuidados a serem adotados com a substancia, material ou ambiente.

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
Universidade Federal de Pelotas (LIPOA/2022)



15

ANALISES MICROBIOLOGICAS
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Introducao a microbiologia

Resumo

Nesta primeira aula, os docentes e residentes irdo demonstrar as normas gerais do

laboratério, os cuidados necessarios, ilustrar alguns equipamentos presentes, alertar

sobre os perigos do ambiente de aula pratica e demonstrar algumas técnicas que serao

utilizadas durante o semestre.

Técnica abordada

Serdo abordadas as seguintes técnicas:

Técnicas de pipetagem com pipetador automatico e também com pipeta
graduada de vidro;

Diluicbes em série e sua importancia;

Semeadura de superficie com al¢ca de Drigalski;

Semeadura de superficie por esgotamento;

Semeadura de profundidade;

Semeadura em tubo por agulhamento;

Montagem de material

Material necessario para uma bancada:

1 Pipetador monocanal;

1 Caixa de ponteiras;

1 Baldo volumétrico ou pipeta graduada de 25 mL em embalagem estéril;
1 Pera;

1 Erlenmeyer com 100 mL de amostra (leite);

1 Erlenmeyer com 225 mL de APT;

2 Tubos com 9 mL de APT;

1 Saco estéril com 4 alcas plasticas e 4 algas de Drigalski;
1 Alga de platina;

1 Alga agulha;

2 Placas com &gar PCA;

1 Placa em embalagem estéril;

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
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e 1 Erlenmeyer com agar PCA liquido;

e 1 Tubo com agar PCA inclinado.

Figura 1 - Material a ser disponibilizado para execucao de aula prética de reviséo.

Contagem de mesofilos

Resumo

Mesdfilos sdo um grande grupo de microrganismos, que tem como caracteristica
principal, a capacidade de se multiplicar em temperatura ambiente, uma temperatura

6tima de multiplicacao dos 30-36°C;
Sao indicadores de higiene;

Contagem até 300 colbnias;

Técnica abordada
Conforme a ISO 4833-1;

Usamos 3 dilui¢gbes, incluindo a zero;

Semeadura de profundidade com agar PCA (1 mL da diluicdo na placa estéril, verter o

meio na placa e homogeneizar em movimentos em forma de oito, suaves);
Incubacédo a 30°C por 72°C;

Contagem direta;

Montagem de material
e 1 Pipetador monocanal,

e 1 Caixa de ponteiras;

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
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e 1 Baldo volumétrico ou pipeta graduada de 25 mL em embalagem estéril;

e 1 Pera;

e 1 Erlenmeyer com 100 mL de amostra (leite);

e 1 Erlenmeyer com 225 mL de APT,;

e 1 Tubo com 9 mL de APT;

e 3 Placas estéreis embaladas;

e 1 Erlenmeyer com 100 mL de PCA liquido;

e Placas com col6nias, com 3 diluigbes subsequentes, onde pelo menos 2 placas

estejam no intervalo de contagem (semear do estoque);

Figura 2- Material a ser disponibilizado para execucéo de aula prética de contagem de
mesofilos.

Contagem de microrganismos da Familia

Enterebactereaceae

Resumo
E uma grande familia de bactérias, bacilos Gram negativos, que conseguem fermentar
glicose e sdo oxidase negativas;

Também é indicador de higiene;

Contagem de até 150 colonias;

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
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Entre seus representantes temos o0s coliformes totais, termotolerantes, E. coli,

Salmonella, Shigella, entre outros.

Técnica abordada
Conforme a ISO — 21528-2;

Séo feitas 3 diluigbes, incluindo a zero;

Semeadura por profundidade com 4gar VRBG com sobrecamada (1 mL da diluicdo na
placa estéril, verter o meio na placa e homogeneizar em movimentos em forma de oito,

suaves. Quando solidificar o meio, verter uma sobrecamada);
Estufa 37°C por 24 horas;

Escolher 2 placas para contagem, com até 150 colénias, de diluicbes subsequentes ou

de duplicata e realizar a contagem;

Nessa analise, € necessaria confirmagdo bioquimica, entdo sédo escolhidas 5 col6nias
de cada placa contada e passar para agar nutriente, que sera incubado por 24 horas a
37°C;

Para comprovacao bioquimica, é realizado a teste de fermentacdo da glicose, inocular

a coldnia em um tubo com &gar glicose (com indicador de pH purpura de bromocresol);

Para preparacdo do agar glicose, a cada 100 mL de &gar glicose, adicionar 0,2 mL de

purpura de bromocresol, pipetar em tubos sem inclinar;

Para aula, utilizar acido tartarico para simular resultado positivo no teste de fermentacao

da glicose;

O teste de oxidase ndo é realizado para aula, pois o resultado é negativo, ndo alterando
a cor da fita;

Montagem de material

e 1 Pipetador monocanal;

e 1 Caixa de ponteiras;

e 1 Baldo volumétrico ou pipeta graduada de 25 mL em embalagem estéril;
e 1 Pera;

e 1 Erlenmeyer com 100 mL de amostra (leite);

e 1 Erlenmeyer com 225 mL de APT;

e 1 Tubo com 9 mL de APT,;

e 3 Placas estéreis embaladas;

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
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e 1 Erlenmeyer com 150 mL de VRB liquido;
e Placas com col6nias, com 3 diluigbes subsequentes, onde pelo menos 2 placas
estejam no intervalo de contagem (semear do estoque);

e 2 Tubos com &gar glicose, um negativo e um positivo;

Figura 3- Material a ser disponibilizado para execucao de aula préatica de contagem da
Familia Enterobacteriaceae.

Coliformes totais, termotolerantes e E. coli

Resumo

Os coliformes totais sdo um subgrupo da familia Enterobacteriaceae, dentro deles estédo
os coliformes termotolerantes, e a E. coli € a sua principal representante em DTHA

(doencgas de transmisséo hidrica e alimentar).
Sao bacilos Gram negativos, fermentadores de lactose, produzindo acido e gas.

Os coliformes termotolerantes tém a capacidade de fermentar a lactose em

temperaturas mais elevadas, 45°C.

S&o indicadores de higiene.

Técnica abordada

Para coliformes totais — 1ISO 4831;

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
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Para termotolerantes e E. coli — APHA/2015;
Séo feitas 3 diluigbes;

Prova presuntiva — realizada em triplicata de tubos por diluicdo, com caldo lauril sulfato

e tubo de Durham invertido, tampa de bucha, serdo 9 tubos de lauril (3 por diluicdo);
Incubados a 37°C por 48 horas;

Como resultado da prova presuntiva, teremos alguns tubos positivos (com producéo de

gas e turvos) e outros negativos;

Tubos positivos serdo semeados para caldo verde brilhante e incubados a 37°C por 48
horas e também serdo semeados em caldo E.C, que serdo incubados a 45°C em banho
maria por 48 horas (todos com tubos de Durham invertidos dentro para verificar a

producao de gas);

Tubos positivos de VB serdo contabilizados para o resultado de coliformes totais por

namero mais provavel,

Tubos positivos de E.C serdo contabilizados para o resultado de coliformes

termotolerantes por nUmero mais provavel;

Os tubos positivos de E.C devem ser semeados em agar L-EMB, para verificagdo de

colbnias caracteristicas de E. coli;

(Se necessario podemos simular tubos positivos com a tiragem parcial de gas na

preparagdo dos tubos e turvamos o meio com 0,1 mL de leite).

Montagem de material

e 1 Pipetador monocanal;

e 1 Caixa de ponteiras;

e 1 Baldo volumétrico ou pipeta graduada de 25 mL em embalagem estéril;

e 1 Pera;

e 1 Erlenmeyer com 100 mL de amostra (leite);

e 1 Erlenmeyer com 225 mL de APT,;

e 2 Tubos com 9 mL de APT;

e 1 Grade com 9 tubos com caldo lauril sulfato com tubos de Durham invertidos;
e 1 Grade com 5 tubos com caldo lauril sulfato positivos e 4 negativos;

e 1 Grade com 5 tubos com caldo verde brilhante e 5 tubos com caldo E.C (pode

ser o lauril de novo, pois é da mesma coloracao);

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
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e 1 Grade com 4 tubos de caldo verde brilhante positivos e 1 negativo, 2 tubos de
caldo E.C positivos e 3 negativos, ou outras variacbes para as diferentes
bancadas;

e 1 Placa com colbnias caracteristicas de E. coli em &gar L-BEM para

demonstragéo (estoque de aula);

Figura 4- Material a ser disponibilizado para execucao de aula pratica de NMP

de coliformes e E. coli..

Contagem de bolores e leveduras

Resumo

Séo indicadores de higiene;
Estdo disseminados no ambiente de produgéo e nas cAmaras de maturacgao;

Sao indesejaveis em alimentos, pois produzem diversas enzimas que podem causar

sua deterioragéo.

Algumas espécies de bolores sdo produtoras de micotoxinas, que sdo prejudiciais a

salde.

Técnica abordada
Conforme a ISO 6611

A amostra nessa analise é de doce de leite, entdo vamos necessitar pesar o produto
para fazer a primeira dilui¢&o;
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Vao ser feitas 2 diluicdes, 107" e 1073

Semeadura de profundidade, com agar BDA (a metodologia oficial indica a utiliza¢do de
agar YGC ou agar OGYE);

A metodologia nos pede que seja em duplicata de placas;

Contar placas no intervalo de 10 a 150 colénias;

Montagem de material

e 1 Pipetador monocanal;

e 1 Caixa de ponteiras;

e 1 Saco estéril em um Becker;

e 1 Balanca;

e 1 Pote de doce de leite;

e 1 Colher embalada em saco estéril;

e 1 Erlenmeyer com 225 mL de APT,;

e 1 Tubocom 9 mL de APT;

e 4 Placas estéreis embaladas;

e 1 Erlenmeyer com 100 mL de PCA liquido;
e Placas com colbnias, com duas diluicbes em duplicata, onde pelo menos 2

placas estejam no intervalo de contagem;

Figura 5- Material a ser disponibilizado para execucao de aula prética de contagem de
bolores e leveduras.
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Contagem de Staphylococcus Coagulase Positiva

Resumo

Sao mesodfilos, cocos Gram positivos, que produzem a enzima coagulase;

H& uma correlacdo com Staphylococcus que produzem a enzima coagulase e a

producdo de enterotoxinas, que causa intoxicacdo em seres humanos.

Técnica abordada
Conforme a ISO 6888-1

Seréo realizadas 3 diluicdes, sendo a primeira j4 preparada com um derivado lacteo,

como queijo;

Preparacéo do agar Baird Parker — 300 mL do meio base autoclavado + 15 mL da
emulsdo de gema de ovo (1 gema com 60 mL de agua estéril) + 3 mL de telurito de

potassio;

Semeadura de superficie com alca de Drigalski, entdo preparar 3 placas estéreis com
agar pronto, inocular 0,1 mL da diluicdo e espalhar com a al¢a de Drigalski, para o

crescimento de colbnias por toda a placa, tendo a contagem como objetivo;

Depois da contagem de colbnias tipicas e atipicas separadamente, serdo selecionadas
5 colbnias tipicas e 5 coldnias atipicas por placa contada (contar 2 placas de dilui¢cbes
subsequentes, com intervalo de 10 a 300 colbnias) para serem semeadas em caldo BHI,

gue sera usado para o teste de coagulase;

Preparar uma grade com 10 tubos de BHI turvos (que podera ser simulado utilizando a
mesma solucdo usada para o APT + 0,1 mL de iogurte) para realizar o teste de

coagulase;

Para o teste de coagulase, preparar 10 eppendorfs com 0,3 mL da solugdo de APT
(simulando plasma de coelho, onde, durante a aula académicos irdo adicionar 0,1 mL
do BHI turvo);

Para simular o resultado, temos eppendorfs prontos com agar simulando a coagulase e

alguns somente com a solugcédo de APT (caixa de coagulases aula);

Montagem de material

e 1 Pipetador monocanal;

e 1 Caixa de ponteiras;
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e 1 Saco estéril com a diluigdo 10™ pronta, 225 mL de APT, com 25 g de iogurte
um Becker;

e 2 tubos com 9 mL de APT;

e 3 Placas com Agar Baird Parker;

e 5 Alcgas de Drigalski em embalagem estéril;

e 3 Placas com colbnias caracteristicas que pelo menos 2 estejam no intervalo de
contagem;

e 10 Tubos de BHI turvos;

e 10 Eppendorfs com 0,3 mL de solucdo APT,;

e 10 Eppendorfs com o resultado, alguns positivos e outros negativos;

Figura 6- Material a ser disponibilizado para execucao de aula prética de contagem de
Staphylococcus coagulase positiva.

Pesquisa de Salmonella spp.

Resumo

Leite e derivados estao muitas vezes, envolvidos com surto de Salmonelose;

Bactéria de importancia para saude publica, se detectarmos uma célula dessa bactéria

na nossa amostra, ja significa risco para a populagéo;

Bacilos Gram negativos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae, ndo esporulados,

méveis (maioria), anaerobios facultativos, mesofilos (5 a 47°C);

Técnica abordada
Conforme a ISO 6579-1

1. Pré-enriquecimento
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Diluicao 10™ que € incubada a 37°C;
N&o sao realizadas diluicdes pois 0 objetivo € a deteccdo da bactéria e ndo a contagem;

Jé deixamos pronto, 225 mL de APT, com 25 gramas de um derivado lacteo, para o qual

a pesquisa € solicitada em legislacao;
2. Enriquecimento seletivo

Inoculamos 1 mL do pré-enriqguecimento em 10 mL de caldo Tetrationato, incubamos a
37°C por 24 horas;

Inoculamos 0,1 mL do pré-enriqguecimento em 10 mL do caldo Rappaport, incubamos a
41°C por 24 horas;

N&o ocorre alteracdo nesses caldos apds a incubacgao;;
3. Isolamento

Semeadura por esgotamento em agar XLD e agar BPLS, dividir a placa em 2, para

semear de um lado o Rappaport e do outro o Tetrationato;
Trazer uma placa de cada com coldnias tipicas;

4. Testes Bioquimicos
Tubo com agar nutriente semeado;

TSI —tubo com o agar inclinado + tubo caracteristico de Salmonella (base amarela com

rampa avermelhada);
LIA —tubo com agar inclinado + tubo caracteristico de Salmonella (roxo);

Ureia — tubo com agar ureia (agar ureia amarelo) + tubo positivo para mostrar como nao

é (rosa);

5. Teste sorolégico
Cepa de Salmonella em agar nutriente para o teste;
Soro polivalente somético;

O residente realiza o teste para evitar o risco de contaminacdo dos académicos;

Montagem de material

e 1 Pipetador monocanal;

e 1 Caixa de ponteiras;
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e 1 Saco estéril com algas de platina;

e 1 Saco estéril com a diluicao 10™ pronta, 225 mL de APT, com 25 g do derivado
em um Becker;

e 1 Tubo com 10 mL de caldo Rappaport;

e 1 Tubo com 10 mL de caldo Tetrationato;

e 1 Placa com Agar XLD para semear e 1 placa com colénias caracteristicas;

e 1 placa com Agar BPLS para semear e 1 placa com col6nias caracteristicas;

e 1 Tubo de &gar nutriente semeado;

e 1 Tubo com &gar TSI inclinado para semear e 1 caracteristico;

e 1 Tubo com agar LIA inclinado para semear e 1 caracteristico;

e 1 Tubo com &gar ureia para semear e 1 positivo para demonstrar como néao €;

e Lamina para o teste soroldgico;

e Soro polivalente;

e Cepa de Salmonella semeada em agar nutriente para o teste;

e 1 Tubo com solugéo salina;

Figura 7- Material a ser disponibilizado para execucao de aula préatica de pesquisa de
Salmonella.

Pesquisa de Listeria monocytogenes

Resumo

E uma bactéria amplamente disseminada no meio ambiente;
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Com capacidade de multiplicacdo em diversas situacdes de temperatura, pH, atividades
de &gua, entre outros adversidades;

Sao bacilos Gram positivos, anaerdbios facultativos, capazes de causar listeriose em

humanos;

Técnica abordada
Conforme a 1SO 11290-1

1. Enriquecimento seletivo primério

25 gramas de iogurte em 225 mL de caldo Half-Fraser (APT mais concentrado), ja

preparado no saco estéril;
Incubado a 30°C por 24 horas;
2. Enriguecimento seletivo secundario

Caldo Fraser (APT mais concentrado), 0,1 mL do enriguecimento seletivo primario, em

10 mL de caldo Fraser;
Incubado a 30°C por 24 horas. Escurece, entéo caldo Fraser escurecido (café);
3. Isolamento e selecéo
Usaremos dois meios de cultura e faremos semeadura de superficie por esgotamento;
1 placa com ALOA (vamos usar PCA para simular o ALOA) e uma placa com Palcam;

1 placa de ALOA com colbnias caracteristicas e 1 placa de Palcam com colbénias

caracteristicas (semear do estoque);

4. Testes bioquimicos
Tubo com agar nutriente semeado para realizar as provas bioquimicas;
Folder que mostra o Gram, teste da motilidade e teste da hemdlise;

Para caracterizar o género Listeria, vamos fazer o teste da catalase, com a cultura que

estard no agar nutriente, em lamina, com 1 gota de perdxido de hidrogénio;
Semear em um tubo com &gar SIM, por agulhamento, para teste de motilidade;
Tubos com teste de motilidade caracteristico;

Para caracterizar a espécie, temos o teste de carboidratos, entdo 1 tubo para Ramnose

e um para a xilose, que também serdo semeados com a cultura do agar nutriente;
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1 tubo positivo (amarelo) para Ramnose e 1 tubo negativo para a xilose (vermelho);

Placa com agar sangue para semeadura por esgotamento e uma para demonstrar;

Montagem de material

1 Pipetador monocanal;

1 Caixa de ponteiras;

1 Saco estéril com algas de platina;

1 Saco estéril com a diluigdo 10™ pronta, 225 mL de Half-Fraser, com 25 g de
iogurte em um Becker;

1 Tubo com 10 mL de caldo Fraser e 1 tubo com Fraser escurecido;

1 Placa com PCA simulando o ALOA e uma placa de ALOA com crescimento
caracteristico;

1 Placa com Palcam e uma placa com crescimento caracteristico;

1 Tubo de agar nutriente semeado;

Agua oxigenada;

1 Lamina limpa;

1 Tubo com &gar SIM e 1 tubo com motilidade caracteristica;

2 Tubos com vermelho de fenol, simulando o teste de carboidratos;

1 Tubo positivo de Ramnose e 1 negativo de Xilose;

1 Placa de agar sangue;

1 Placa de agar sangue com hemdlise completa;

Figura 8- Material a ser disponibilizado para execucao de aula pratica de pesquisa de

Listeria monocytogenes.
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ANALISES FISICO-QUIMICAS
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Determinacao da Densidade do Leite

Amostras

Com a densidade elevada — Simulacéo: adicionar 1 grama de sal para cada 300 mL de

leite;

Com a densidade diminuida — Simulagao: adicionar 35 mL de agua para cada 300 mL

de leite;
Técnica
Inserir o Termolactodensimetro na proveta com no minimo 300 mL de leite;

Verificar a temperatura no termdémetro;

Verificar a densidade nos graus do lactodensimentro;

Montagem de material

e 1 Proveta com leite normal;

e 1 Proveta com leite com adi¢édo de agua;

e 1 Proveta com leite com adi¢c&o de sal;

e 1 Termolactodensimetro;

e Papel descartavel para secar o termolactodensimetro;
e Borrifador com alcool para sua limpeza;

e Tabela de conversao para a temperatura de 15°C;
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Figura 9- Material a ser disponibilizado para execucao de aula préatica de determinacao
da densidade.
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Acidez e termoestabilidade do Leite

Amostras

Alcalina — Simulag&o: 5 mL de solucdo base para 250 mL de leite;

Acida — Simulag&o; 4 mL de &cido oxalico em 250 mL de leite;

Técnica abordada

1. Teste do alcool alizarol

Adicionar 2 mL da amostra + 2 mL da solugdo de alcool/alizarol 72% em uma placa de
petri;

2. Titulacdo de acidez

Consiste na titulacdo, utilizando como indicador a fenolftaleina, de uma porcao da
amostra por uma solucéo alcalina de concentracdo conhecida, o hidréxido de sodio
0,1N;

Solucéo alcodlica de fenolftaleina 1%;
Solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol/L - 0,444 g em 100 mL;

Preparo da amostra — 20 mL da amostra (homogeneizada) + 40 mL de agua destilada

+ 2 mL da solucéo de fenolftaleina;

Preparo do padrao de coloragéo - 20 mL da amostra diluida em 40 mL de &4gua + 100

pL da solucéo de fucsina.

Solucédo de fucsina P.A. (C.I. 42510): Dissolver 0,06 g de fucsina em 50 mL de alcool
etilico absoluto contendo 0,5 mL de &cido acético p.a. Completar o volume para 100 mL

com alcool etilico.

Titular com o auxilio de uma pipeta graduada, o hidréxido de s6dio na amostra até

chegar na coloracao padréo;

Verificar quanto de hidroxido de sodio foi utilizado para aplicagéo na formula;

Montagem de material

e 1 Pipetador automatico monocanal;
e 1 Caixa de ponteiras;

e 1 Erlenmeyer com leite normal;

e 1 Erlenmeyer com leite alcalino;

e 1 Erlenmeyer com leite &cido;
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e 1 Tubo com 6 mL de solucéo alizarol;

e 3 Placas vazias;

e 1 Bureta com hidréxido de sodio;

e 1 Solucdo padréo feita com o leite normal;

e 3 Becker pequenos vazios;

e 3 Pipetas de 20 ou 25 mL;

e 1 Pera;

e 1 Erlenmeyer com agua destilada (minimo 200 mL)
e 1 Proveta de 100 mL;

Figura 10- Material a ser disponibilizado para execucao de aula prética de
determinacgdo da acidez e termoestabilidade do leite.

Determinacao de gordura, EST e ESD

Amostras

Proveta com no minimo 400 mL da amostra, homogeneizada, em temperatura perto dos

15°C - retirar da geladeira quando comecar a parte teorica da andlise;

Becker pequeno com 60 mL da amostra para o analisador;

Técnica

Em um butirdmetro, adicionar 10 mL de &cido sulfarico para andlise de leite (esta escrito
no frasco, qual funciona), depois, adicionar 11 mL da amostra, pela parede do
butirbmetro para ndo ocorrer a mistura (essa reacdo libera calor, cuidado), na

sequéncia, adicionar 1 mL de alcool isoamilico e caso esteja frio, podemos adicionar 0,5
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mL de &gua para auxiliar na visualizag&o do resultado. Homogeneizar com cuidado e o
auxilio de um pano molhado até dissolver o coagulo. Centrifugar o butirmetro com a
rolha voltada para baixo, por 5 minutos, depois disso, podemos observar a quantidade

de gordura no gradiente do butirébmetro;

Para obter a quantidade de sdlidos totais e sélidos desengordurados, obter a densidade,
com o auxilio do termolactodensimetro e usar o disco de Ackermann para encontrar o

resultado.

Montagem de material

e 1 Proveta com 400 mL da amostra;

e 1 Becker pequeno com 60 mL da amostra;
e 1 Becker pequeno com 4gua morna para lavagem do analisador;
e 1 Proveta pequena com agua;

e 1 Butirdbmetro;

e Acido sulfirico para anélise de leite;

e Alcool isoamilico:

e 1 Pipeta de 10 mL para o acido;

e 1 Pipeta de 11 mL para a amostra;

e 1 Pipetador automético monocanal;

e 1 Caixa de ponteiras;

e 1 Pano umedecido;

e Disco de Ackermann;

e Termolactodensimetro;

e Tabela conversora de temperatura para densidade;

Figura 11- Material a ser disponibilizado para execucao de aula prética de
determinacdo de gordura, EST e ESD.
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Residuos de inibidores no leite

Amostras

Primeira linha da grade — duas amostras de leite normais;
Segunda linha da grade — uma amostra de leite e uma de iogurte;

Terceira linha da grade — uma amostra de leite normal e uma de iogurte com 2 gotas de

fucsina;

Técnica abordada

2 amostras iniciais, que ja sofreram o processo térmico de 80°C por 15 minutos para

eliminar os competidores que possam estar presentes;

Sera adicionar 1 mL da cultura em cada tubo que depois ira para banho-maria por 3

horas;

Voltamos com os tubos prontos, um positivo para residuos (com leite fluido) e um

negativo (com iogurte);
Adicionar 0,3 mL de CTT em cada tubo (que sera agua para simulacao);

Voltamos com um tubo positivo (com leite fluido) e um negativo (com iogurte + 2 gotas

de fucsina, para estar com a coloragéo rosa, indicando que houve a reducéo do CTT);

Cultura — 10 mL de iogurte + 30 mL de agua destilada;

Montagem de material

e 2 Tubos com 10 mL de leite;

e 2 Tubos com 11 mL de leite;

e 1 Tubo com 11 mL de iogurte;

e 1 Tubo com 11 mL de iogurte + 2 gotas de fucsina;
e 1 Tubo com agua, simulando o CTT;

e 1 Tubo com a cultura;

e 1 Pipetador automatico monocanal;

e 1 Caixa com ponteiras;

e 1 Placa com teste de antibiograma para ilustrar o teste de discos;
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Figura 12- Material a ser disponibilizado para execucao de aula prética de

pesquisa de residuos.

Pesquisa de enzimas

Amostras

1. Peroxidase
1 amostra de leite pasteurizado
1 amostra de leite UHT
2. Fosfatase alcalina
Andlise totalmente simulada:
Entdo serdao 3 amostras de leite;
3 amostras de leite com agua pra simbolizar a amostra com o substrato;

3 amostras com os resultados, 2 cinzas (negativo e controle) e 1 azul (positivo);

Técnica abordada

1. Peroxidase

Vamos adicionar 2 mL de guaiacol 1% em cada amostra (10 mL, ja aquecida em banho-
maria a 45°C por 5 minutos) + 3 gotas de agua oxigenada, a amostra de leite
pasteurizado, formara um anel laranja, indicando a presenca de peroxidase, o que é
esperado.

Este Guia foi elaborado para uso interno e exclusivo do Laboratério de Inspegdo de Produtos de Origem Animal da
Universidade Federal de Pelotas (LIPOA/2022)



39

2. Fosfatase alcalina

Serdo 3 tubos de amostra, que irdo adicionar o substrato (Agua com leite), essa solucdo

irA para o banho-maria e voltamos com ela pronta, sem alteracgéo;

Em seguida, sdo adicionadas 6 gotas da solucéo reagente (dicloroquinona) e 2 gotas

do catalizador (sulfato de cobre);

Levamos para o banho-maria e voltamos com o resultado, dois tubos cinza (negativo e

controle) e um tubo azul (positivo);

A solucao reagente é feita com um composto amarelado (acido piprico) e agua, para

simular a dicloroquinona;

A solucéo catalizadora é feita com agua e azul de metileno para simular o sulfato de

cobre;

Os tubos negativos séo feitos com 0,5 mL de leite + 5 mL do substrato + uma pitada de

tinta guache preta;

O tubo positivo é feito com 0.5 mL de leite + 5 mL de substrato + 3 gotas de azul de

metileno solucao;

Montagem de material

1. Peroxidase

e 1 Tubo com 10 mL de leite pasteurizado;

e 1 Tubo com 10 mL de leite UHT;

e 1 Tubo com no minimo 5 mL de guaiacol 1%;
e Agua oxigenada 10 volumes;

e 1 Pipetador monocanal;

e 1 Caixa de ponteiras;

2. Fosfatase alcalina

e 3 Tubos com 0,5 mL de leite;

e 1 Erlenmeyer com 100 mL de substrato;

e 1 Pipeta graduada de 5 mL;

e 1 Pera;

e 3 Tubos com 0,5 mL de leite + 5 mL de substrato;
e 1 Conta-gotas com solugdo reagente;

e 1 Conta-gotas com solugéo catalizadora;

e 1 Tubo positivo (azul);
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e 2 Tubos negativos (cinza);

Figura 13- Material a ser disponibilizado para execucéo de aula pratica de pesquisa de
enzimas.
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Pesquisa de fraudes

Neutralizantes de acidez

1. Bicarbonato

e 2 Tubos com 10 mL de &lcool absoluto

e 1 Tubo com 10 mL leite;

e 1 Tubo com 10 mL de leite + 1 pitada de bicarbonato;
e Acido rosolico;

e 2 Placas vazias;

Colocar uma amostra em cada placa, adicionar o alcool e depois adicionar 3 gotas do

acido rosolico;
Positivo — coloragéo rosa;

Negativo — coloracéo laranja;

Bicarbonato

L e it
S i de Hesd

‘mnmw
Prsn

Figura 14- Material a ser disponibilizado para execucao de aula pratica de pesquisa de
bicarbonato.

Reconstituintes de densidade

1. Amido
e 1 Tubo com 10 mL de leite (com bucha);
e 1 Tubo com 10 mL de leite + uma pitada de amido (com bucha);

e 1 Conta-gotas com lugol;
Esquentar as amostras e resfriar, em seguida adicionar 5 gotas de lugol;
Positivo — anel azulado;

Negativo — inalterado;
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Figura 15- Material a ser disponibilizado para execugéo de aula préatica de pesquisa de

amido.

2. Sacarose

e 1 Tubo com 5 mL de leite (com bucha);

e 1 Tubo com 5 mL de leite + uma pitada de agucar (com bucha);
e 2 mL de acido sulfarico 50%;

e Conta-gotas com resorcina 1%;

Adicionar o acido sulfirico em cada amostra e depois 5 gotas de resorcina, aguecer na

lamparina;
Positivo — coloracéo avermelhada;

Negativo — inalterado;

Sacarose

= 5mida it
2 mL de dcio suliios.
« 5.gotas de resarcing
Aquecer

Posito: varmeis
Negatio: inalterado.
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Figura 16- Material a ser disponibilizado para execucao de aula prética de pesquisa de

sacarose.

Cloretos

1 Tubo com 10 mL de leite;

1 Tubo com 10 mL de leite + uma pitada de sal;
Frasco com nitrato de prata;

Conta-gotas com cromato de potassio 5%;

1 Pipeta de 5 mL;

1 Pera;

Adicionar 4,5 mL de nitrato de prata em cada amostra, depois adicionar 5 gotas de

cromato de potassio em cada uma;

Positivo — amarelo;

Negativo — laranja;

Figura 17- Material a ser disponibilizado para execucao de aula pratica de pesquisa de

cloretos.

Substancias conservadoras

1.

Cloro

1 Tubo com 5 mL de leite;

1 Tubo com 5 mL de leite + 0,5 mL de hipoclorito;
Frasco com iodeto de potassio 7,5%;

1 Pipetador monocanal;

1 Caixa de ponteiras;

Adicionar 0,5 mL de iodeto de potdssio em cada amostra;
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Positivo — amarelo;

Negativo — inalterado;

Figura 18- Material a ser disponibilizado para execucao de aula préatica de pesquisa de

cloro.
2. Formol
Nao temos formol no laboratério, simulamos o resultado!

e 2 Tubos com 5 mL de leite;

e Acido sulftrico 50%;

e 1 Erlenmeyer com agua, simulando o cloreto férrico;

e 1 Pipetador monocanal,

e 1 Caixa de ponteiras;

e 1 Tubo negativo, s6 com o precipitado do acido e 1 tubo com adi¢éo de 0,1 mL
de fucsina e 3 gotas de azul de metileno para simular o positivo (deixados na

pia, juntamente com o Becker usado para aquecer);

Adicionamos 2 mL de &acido sulflrico em cada amostra + 1 mL de cloreto férrico e

aguecemos, na hora que for aquecer, trocar os tubos.
Positivo — lilas;

Negativo — inalterado;
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Figura 19- Material a ser disponibilizado para execucéo de aula pratica de pesquisa de

formol.

3. Per6xido de hidrogénio

e 1 Tubo com 5 mL de leite;

e 1tubo com 5 mL de leite + 5 gotas de agua oxigenada 10 volumes;
e Conta-gotas com iodeto de potassio 40%;

Adicionamos 3 gotas de iodeto de potassio em cada amostra;
Positivo — amarelo;

Negativo — inalterado;

Agua
oxigenada

Figura 20- Material a ser disponibilizado para execucao de aula prética de
pesquisa de peroxido de hidrogénio.
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