MICROSCOPIA: ANALISE FISICA COMO INSTRUMENTO DE QUALIDADE
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A alimentacdo de animais, principalmente monogastricos, representa a maior parte do custo
de producéo. Pode-se afirmar que erros nas formulac6es de dietas ou emprego de ingredientes de ma
gualidade ou inadequados, acarretardo prejuizos inevitaveis.

A andlise laboratorial constitui o indispensavel suporte técnico para a garantia de qualidade
dos alimentos, quando produzida por laboratérios que fornecam resultados confiaveis e adequados
aos objetivos pretendidos.

Os trabalhos de Henneburg & Stohman (1860, 1864) que originaram o Sistema de Weende,
foram embasados nas determinacdes de umidade, proteina bruta, fibra bruta, extrato etéreo, cinzas e
extratos ndo nitrogenados (Fonnesbeck, 1976). Decorridos mais de 150 anos, uma série de
metodologias foram desenvolvidas, mas a maioria dos niveis de garantia de nutrientes estampados
nos rétulos de “concentrados”, “racdes” e “ingredientes de origem animal e vegetal”, sdo sustentados
pelas analises citadas com algumas variacdes e poucos acréscimos.

Segundo Austic & Scott (1991), mais de 36 nutrientes sdo necessérios na dieta de aves, em
concentracdes apropriadas e balanceadas, de maneira que possam maximizar a habilidade desses
animais em expressar seu potencial genético de crescimento e reproducéo.

Considerando os custos necessérios para realizacdo de todas as analises (equipamentos,
pessoal técnico bem treinado, tempo) e testes bioldégicos serem vidveis somente em situacdes
especificas por serem demorados e as vezes caros, a estimativa do valor nutritivo de um alimento
envolvendo analises complementares ao Sistema de Weende, ndo constitui tarefa rotineira.

O nutricionista conta, na maioria das situagbes, com 0s niveis de garantia estampados nos
rétulos dos produtos ou um pequeno grupo de resultados analiticos, envolvendo provas fisico-
quimicas, as vezes microbiolégicas e toxicolégicas, quando ndo esta recorrendo as tabelas de
composicdo de alimentos, nem sempre condizentes com a realidade dos ingredientes disponiveis na
regido.

A microscopia de alimentos para animais preenche boa parte desta lacuna e constitui
excelente ferramenta auxiliar na andlise laboratorial. Segundo Bonetto (s/d) além de fornecer dados
que ndo seriam possiveis por meio da andlise quimica, € um método rapido, barato, dispensa
equipamentos de alto custo e deve ser considerado o instrumento nimero um, onde determinadas
andlises quimicas séo limitadas.

A identificacdo e avaliacdo microscopica de ingredientes ou misturas que os contenham, séo
efetuadas principalmente por meio de dois métodos distintos: a observacdo das caracteristicas
externas ou das caracteristicas celulares. O primeiro método é o mais usado, requerendo pouca
preparacdo da amostra, e depende basicamente da habilidade do analista em identificar os
constituintes, pela sua forma, cor, tamanho do fragmento, textura, dureza, brilho, odor, sabor, provas
quimicas qualitativas, etc.

O outro método depende do conhecimento da estrutura celular de tecidos animais e vegetais.
Ambos podem ser usados independentemente, embora os melhores resultados sejam obtidos com a
sua combinacdo (AAFM, 1992).

Os seguintes materiais constituem o basico para o laboratério que se propde a trabalhar
apenas com a observacdo das caracteristicas externas: microscopio estereoscopico (8 a 50 x ou
mais); peneiras ou tamis de uso manual com malhas de 2,0, 1,0, 0,50 e 0,25 mm, colegcdo de
ingredientes, adulterantes, sementes de gramineas e leguminosas incluindo também as toxicas,
placas de Petri, pincas, estiletes, frascos conta-gotas, almofariz, reagentes especificos, outros.

COLHEITA E PREPARO DA AMOSTRA

A colheita da amostra deve ser convenientemente efetuada, obedecendo critérios de
amostragem conforme o tamanho do lote, em varios pontos do carregamento ou partida, de maneira
que possa refletir a real composicao do produto. A quantidade deve ser suficiente para realizacédo de
toda a parte analitica bem como armazenamento em arquivo, destinada a revisdo ou pericia. Faz-se o
quarteamento da amostra dividindo-a em porcbes e acondicionando de maneira a conservar “in
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natura” as caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas. Para produtos sélidos, adotar sacos
plasticos resistentes e, para liquidos, frascos plasticos ou vidro (MARA, 1992).

Chegando ao laboratério, uma das porgdes € destinada para andlises microbiologicas ou
toxicolégicas quando solicitadas e a outra é submetida a novo quarteamento encaminhando-se parte
para a moagem e posteriores andlises quimicas. O remanescente deste quarteamento é avaliado de
maneira macroscopica e preparado para as analises microscépicas.

A preparacao para o exame microscopico visa facilitar a visualizagdo dos fragmentos e pode
obedecer 0s seguintes processos:

a) Separacdo por peneiramento ou tamisacado: os ingredientes ou misturas contém
fragmentos de tamanhos diferenciados e quando separados da parte mais fina, normalmente
constituida de amido, facilitam a visualizagdo e ajudam a selecionar estruturas de tamanhos
especificos. Emprega-se preferencialmente um conjunto de peneiras de uso manual, com malhas de
2,0; 1,0; 0,50 e 0,25 mm com tampa e bandeja. Apos a separacéo, fazer a transferéncia das porcdes
retidas, inclusive da bandeja, para as placas de Petri. As amostras peletizadas recebem um
tratamento diferenciado, pois este sistema de processamento e outros semelhantes, une os
fragmentos com as cascas e a parte mais fina, impedindo a visualizagéo individualizada. A reversao
da peletizag&o as vezes resulta em melhores resultados que a desintegracdo da amostra em almofariz
ou moagem. O procedimento consiste em umedecer a amostra, fazendo agitagdes ocasionais com
uma espatula ou bastdo, até a sua completa desintegracdo. Isto ocorre normalmente no espaco de 1
a 2 horas e o material resultante é vertido em peneira com malha de 0,1 a 0,2 mm e lavado com agua.
O remanescente € transferido para um funil de suc¢éo provido com papel de filtro e apds a filtragem
da maior parte da agua, seca-se com acetona. Transferir o material para recipiente apropriado
(bandeja), aguardar a completa evaporacdo do solvente e levar para estufa de secagem com
ventilagdo forcada (65°C). O material seco deve ser fragmentado e em seguida tamisado,
procedendo-se da mesma maneira que o especificado para amostras fareladas. Recomenda-se a
analise do filtrado em paralelo, em virtude do carreamento de substancias sollveis em agua e
solventes orgéanicos.

b) Remocao da gordura: produtos com teores de gordura elevados séo de dificil separacéo
pelo sistema de tamisacgéo, além de fornecerem imagens pouco definidas ao microscopio. A maior
parte da gordura deve ser removida e, para isto, transfere-se a amostra para um frasco conico,
adiciona-se éter etilico, agita-se repetidas vezes e faz-se a filtragem. O solvente residual é evaporado
e em seguida procede-se ao peneiramento.

c) Flotagao: algumas andlises e produtos exigem a separacao da parte organica e inorganica
ou com maior densidade. O procedimento consiste em transferir pequena quantidade de amostra para
um tubo de ensaio, adicionar cloroférmio até proximo a borda do tubo e aguardar alguns minutos até a
completa separacéo das fases. Recolher o sobrenadante e transferir para um papel de filtro ou
absorvente. Descartar o solvente e com o auxilio de uma espatula recolher e transferir o precipitado
para outro papel de filtro ou absorvente. Efetuar os trabalhos que envolvam o emprego de solventes
em capela de exaustao.

Misturas de Ingredientes: 1-pesar cerca de 15 g de amostra e transferir para funil de
separagao (orificio da torneira @ 5 mm); 2-adicionar cerca de 80 mL de cloroférmio, homogeneizar e
aguardar a separacdo das fases; 3-drenar a fragdo precipitada sobre uma capsula e devolver o
excesso de cloroférmio presente na cépsula para o funil de separagéo; ocorrendo entupimento no
funil de separacao, utilizar uma haste metdlica fina para auxiliar a drenagem do material; 4-transferir o
conteddo da capsula para uma placa de Petri, previamente identificada com o nimero da amostra e
da fase correspondente; aguardar até a completa evaporacdo do solvente, podendo-se utilizar um
funil de Blchner acoplado a um frasco Kitasato, com o auxilio de vacuo; 5-adicionar ao funil de
separacdo contendo cloroférmio e a fragdo remanescente da amostra, niveis crescentes de éter
etilico ou éter de petréleo, fazendo agitacdo e aguardando que ocorra a precipitacdo de cada fase
com maior densidade; 6-drenar a fragdo precipitada sobre outra capsula e devolver o excesso da
mistura de solventes na cépsula, para o funil de separacao; 7-transferir o contelido da cépsula para
uma placa de Petri, previamente identificada com o nimero da amostra e da fase correspondente. e
aguardar até a completa evaporacdo; 8-repetir os procedimentos constantes nas etapas 5, 6 e 7
empregando éter etilico ou éter de petrdleo até a completa separacdo das fases com diferentes
densidades; havendo necessidade de reverter o processo antes da drenagem, adicionar u
cloroférmio, obedecendo os procedimentos de agitacdo e aguardando a separacgao; 9- completar a
secagem das amostras em estufa ventilada (temperatura entre 50 e 70 C° e tempo néo inferior a 30



minutos); 10- apds a secagem tamisar cada uma das fases separadamente em conjunto de peneiras
e transferir as porcdes retidas nas peneiras e bandeja para placas de Petri previamente identificadas.

d) Remocéo da gordura - produtos com teores de gordura elevados sdo de dificil separagao
pelo sistema de tamisacdo, além de fornecerem imagens pouco definidas ao microscopio. A maior
parte da gordura deve ser removida e, para isto, transfere-se a amostra para um frasco cénico,
adiciona-se éter etilico, agita-se repetidas vezes e faz-se a filtragem. O solvente residual é evaporado
e em seguida procede-se ao peneiramento.

e) Quantificacdo - o método mais empregado consiste em separar com o0 auxilio de mistura de
solventes de baixa e alta densidades (éter etilico ou petroleo e cloroférmio), os constituintes de uma
mistura com peso conhecido. A preparacdo da amostra deve ser criteriosa e a tarefa exige bastante
experiéncia do analista (Huss, 1979; Khajarern et al., 1987).

EXAME PRELIMINAR

O exame macroscoépico é efetuado ao mesmo tempo em que a amostra é preparada para o
exame microscopico. Esta fase pode revelar a presenca de contaminagfes, materiais estranhos,
homogeneizacéo inadequada e particularidades como sabor, odor e aparéncia tipica do produto.

A presenca de grumos nos ingredientes ou suas misturas pode ser indicativa de fungos ou
acaros, devendo este material ser cuidadosamente separado para a investigacdo microscopica.
Quando ndo ocorre a detecgcdo, as possiveis causas podem ser: excesso de umidade, que
normalmente reduz a estabilidade do produto durante a estocagem, a presenca de gordura ou de
ingredientes viscosos como o melacgo.

A cor pode ser indicativa do excesso ou falta de aquecimento durante o processamento
industrial; existindo este tipo de suspeita, como exemplo soja ou seus subprodutos, recomendam-se
as andlises de atividade ureética e solubilidade protéica em KOH a 0,2%. A coloracdo marrom-escura
e a presenca de fragmentos carbonizados sdo encontrados na maioria dos produtos submetidos a
sistemas de secagem direta, podendo as vezes ser visualizados sem o auxilio do microscopio.

Informacdes adicionais podem ser obtidas com o odor e sabor. Os odores mais encontrados e
suas indicacdes sdo o0s seguintes: ranco ou sabdo - degradacdo de gordura; amobnia, sulfeto de
hidrogénio - degradacdo de proteina; mofo - presenca abundante de fungos; queimado -
superaquecimento. Odores indicativos de deterioragdo podem tornar-se mais pronunciados quando
uma pequena quantidade do material suspeito é ligeiramente aquecido (30°-40°C) em recipiente
fechado ou misturado com &gua (40°-50°C) de maneira a formar uma pasta; cobre-se com vidro de
relégio, aguarda-se algum tempo e faz-se a avaliacéo (Huss, 1975).

A avaliacdo de grdos atacados por pragas deve ser criteriosa, pois a perda da protecao
natural da semente predispde ao desenvolvimento de fungos, as vezes produtores de micotoxinas.
Acaros, insetos ou fragmentos que indicam a sua presenca nos alimentos devem constituir objeto de
alerta, pois em funcdo de sua rapida multiplicagdo acarretam prejuizos econdmicos e do valor
nutricional em curto espaco de tempo. Dejecdes de aves, morcegos e ratos sdo mais facilmente
detectadas a microscopia e normalmente séo carreadores de patdgenos.

EXAME MICROSCOPICO

As recomendacfes da AAFM (1992) indicam que as fracdes peneiradas devem ser
espalhadas em pedacos de papel (ou placas de Petri) e examinadas com aumentos de 10x a 20x,
iniciando-se da fracdo mais grossa. A pesquisa é executada de uma extremidade a outra e com o
auxilio de pinca e estilete separa-se o examinado, de maneira que todos os fragmentos sejam
observados em camada fina. Pincas pontiagudas e afiadas sdo recomendadas para a retirada de
pequenos fragmentos e posterior exame de textura, dureza, estrutura, provas quimicas e outras
caracteristicas. Adulterantes sdo as vezes finamente moidos para escapar a detec¢ao, necessitando-
se recorrer a um segundo exame com aumento de 100x, usando-se microscépio composto.

CARACTERISTICAS DE ALGUNS INGREDIENTES

Estimativa de producdo de misturas de ingredientes para o0 ano 2015 — 68,7 milhdes
toneladas, com as seguintes destinacdes: avicultura corte — 47,2%; avicultura postura — 8,0%;
suinocultura — 22,8%; bovinocultura leite — 7,7%; bovinocultura corte — 4,0%; “pet food” — 3,5%;
equinocultura — 0,8%; aquacultura — 1,4%; mistura mineral — 3,5%; outros — 1,2% (Sindira¢des, 2015).



Os ingredientes descritos a seguir foram escolhidos em fun¢&o da sua maior participacdo no total de
misturas produzidas no Pais ou detec¢do de problemas no produto.

Carne e 0ssos, farinha

Produto obtido durante o processamento industrial de carcacas de mamiferos, resultante da
coccao, secagem e moagem de tecidos.

Caracteristicas macroscopicas/microscépicas: a cor varia do marrom-claro ao marrom-escuro,
dependendo do percentual de ossos, gordura, contaminacBes e processamento. A textura,
uniformidade e tamanho dos fragmentos (<2,5 mm) também séo variaveis. O produto é gorduroso e o
odor deve ser de carne e gordura cozidos, sem ranco. A observacdo microscépica com pequeno
aumento, permite verificar que a parte mais fina € granular e as maiores tém a superficie rugosa,
ligeiramente engordurada, com quantidades variaveis de graos finos aderidos. Freglientemente a
mesma amostra pode conter fragmentos de cores variaveis. Os fragmentos de 0ssos sédo brancos ou
amarelados e diferenciam-se dos 0ssos de aves porque estes se fragmentam em lascas com bordas
angulares (AAFM, 1978). A separacao da parte organica e inorgéanica (flotagéo) facilita a visualizacao.

Contaminag8es/adulteragbes/processamento: a presenca de sangue, pélo, casco, chifre,
couro, conteddo ruminal sdo admissiveis nas quantidades inevitaveis aos bons métodos de
processamento (MA, 1989; AAFM, 1992). Fragmentos superaquecidos, couro oriundo de curtumes
(tratado com o6xido crdmico ou acido tanico), farinha de penas, farinha de ostras, areia, terra e o
excesso dos “admissiveis”, sdo normalmente encontrados.

A qualidade da farinha de carne e 0ssos deve ser avaliada principalmente pela quantidade e
tipos de contaminacdes e adulteracbes (AAFM, 1992). A andlise de solubilidade em pepsina a 0,2%
(AOAC, 1990; MARA, 1992), constitui um dos parametros de avaliacdo de subprodutos de origem
animal, mas segundo Johnston & Coon (1979) e outros autores, este percentual de diluicdo da
pepsina nao é sensivel para a distingéo entre farinhas de boa e ma qualidade. O Compéndio Brasileiro
de Alimentagdo Animal (Sindirac8es, 2013) recomenda o0 emprego de solucéo de pepsina 0,002% e
conforme Bellaver et al. (2000) o uso da pepsina na concentracdo de 0,0002% melhora a
sensibilidade do processo.

Soja, farelo

Produto resultante da moagem do grao de soja, ap0s processo industrial de extracdo do éleo
com solvente e posterior tostagem.

Caracteristicas macroscopicas/microscopicas: o grdo de soja € eliptico, ligeiramente
achatado, com aproximadamente 6-10 mm de didmetro. A cobertura € lisa, brilhante e firme; a cor
amarela é predominante na maioria das espécies. O hilo tem a forma eliptica com aproximadamente
3x1 mm, na cor preta ou marrom-escura, com a borda e ranhura elevadas; em um dos extremos
encontra-se a micropila, pequeno orificio através do qual a raiz primaria da semente jovem emerge. A
superficie externa da casca apresenta depress@es semelhantes a picadas, distanciadas de 0,1 a 0,2
mm, caracteristicas da soja. A superficie interna é quase branca, ligeiramente estriada, porosa,
espessura de aproximadamente 0,1 mm e aparéncia esponjosa. Os fragmentos do farelo de soja tém
a forma irregular e achatada, bordas arredondadas, aparéncia translicida, superficie cerosa e variam
da cor creme ao marrom-claro (Bonetto, s/d; AAFM, 1978; AAFM, 1992). A deteccdo de soja nos
alimentos pode ser efetuada com o auxilio de provas quimicas e possibilita visualizar farelos de soja
tratados e ndo tratados convenientemente, em misturas que os contenham (Huss, 1975). A prova ndo
€ aplicavel quando existe superaquecimento.

Contaminag¢@es/adulteracdes/processamento: excesso de cascas, fragmentos
superaquecidos, areia, terra, residuos de cultura, farelo de amendoim, etc.

Trigo, farelo

Produto obtido no processamento industrial do grdo de trigo, consistindo de pericarpo,
aleurona, fragmentos de gérmen e pequena quantidade de grdos. Segundo Nunes (1991), farelo e
farelinho correm nos moinhos em bicas separadas, entretanto no mercado brasileiro a rotina é a sua
mistura, formando um produto Unico

Caracteristicas macroscopicas/microscopicas: a cor da semente de trigo varia do amarelo ao
marrom. O grdo é duro, profundamente sulcado e comprimento de 6 a 8 mm. Os fragmentos do grao
sé@o reconhecidos nas misturas, pelo farelo aderido ou pela dureza do endosperma. O trigo é mais



dificil de moer que outros grdos. O germe que é separado no processo de moagem é facilmente
reconhecido pela sua cor amarelo-clara e aspecto oleoso, que pode ser comprovado pressionando-o
com uma pinga. Os fragmentos de farelo séo encontrados na maioria dos produtos derivados do trigo,
e sdo usados para identificagcdo. A cor varia do branco ao marrom-avermelhado, sdo delgados,
levemente rugosos, podendo ter tricomas. A presenca de amido na forma sélida e cor branco-
brilhante, aderidos na superficie interna do pericarpo, € o indicador mais significativo para
identificacdo em pequeno aumento (AAFM, 1978; AAFM, 1992; Bonetto, s/d).

Contaminac¢@es/adulteracdes/processamento: excesso de cascas, residuos da cultura, terra,
areia, trigo mourisco, triguilho, acaros, etc.

Milho e subprodutos

O grédo de milho destinado para consumo animal deve ser isento de sementes todxicas e
residuos de pesticidas e enquadrar-se nos tipos 1, 2 e 3 da Resolugcédo 103 do CONCEX: matérias
estranhas, impurezas e fragmentos (max.): tipo 1 - 1,5%; tipo 2 - 2,5%; tipo 3 - 3,0%; avariados total:
11%; 18% e 24% respectivamente; ardidos e brotados (max.): 3%; 6% e 10% respectivamente (MA,
1989).

Caracteristicas macroscopicas/microscopicas: as variedades mais utilizadas sdo de cor
amarela, podendo se distinguir pela dureza e cor do grédo. O formato é semelhante a um dente, sendo
coberto por um pericarpo com aparéncia cerosa, lisa, delgada, semitransparente e pequenos sulcos
lineares semelhantes a unha. O endosperma cérneo esta localizado principalmente na parte posterior
e longitudinal do grao, e o endosperma farinaceo branco circunda a parte posterior do germe. O milho
ndo perde as suas caracteristicas basicas quando moido, podendo ser identificado em fragmentos de
tamanho e forma irregulares; o germe pode ser encontrado separadamente, assim como fragmentos
do pericarpo (AAFM, 1978; AAFM, 1972; Bonetto, s/d).

Contaminagfes/adulteracbes/processamento: excesso de sabugo, palha, sementes de
gramineas e leguminosas, sementes toxicas, milho tratado para plantio (corado vermelho), presenca
de fungos, &caros, insetos etc.

Alguns subprodutos do milho perdem as caracteristicas do grao, como é o caso dos farelos de
gluten 21 e gluten 60, oriundos da producéo de amido. O primeiro é obtido apds a extragdo da maior
parte do amido, do gliten e do germe e tem como caracteristicas principais peliculas de forma
retangulares, vitreas e algumas transltcidas. O gluten 60 é obtido ap6s a remoc¢éo da maior parte do
amido, do germe e do pericarpo, tendo como caracteristica principal granulos esféricos de cor
amarela a alaranjada. A presenca de fragmentos superaquecidos € um ponto importante a ser
pesquisado nestes ingredientes.

Os farelos de germe, germe desengordurado e milho degerminado, constituem outros
subprodutos do milho disponiveis no mercado e séo facilmente identificados quando se conhece as
caracteristicas basicas do milho gréo.

Arroz, farelo

Sao especificados 2 tipos no Brasil: integral e “desengordurado”. O primeiro consiste do
pericarpo, estando presentes germe e pequena quantidade de fragmentos de cascas, provenientes
exclusivamente do processo normal de obtencdo. Poderdo ainda estar presentes, em pequena
participagdo, quirera ou arroz quebrado e, em certos casos, onde o polimento € mais acentuado, o
préprio gréo de arroz finamente moido. O farelo “desengordurado” é obtido pelo processo de extragao
do ¢6leo contido no farelo de arroz integral (MA, 1989).

Caracteristicas macroscépicas/microscépicas: 0 arroz tem a casca na cor creme a marrom,
com sombreamento cruzado na superficie externa; sdo rugosas e asperas ao tato. O gréo é liso,
alongado e eliptico ao corte transversal, cor branco-brilhante, translicido a opaco, com dois sulcos
longitudinais paralelos em cada superficie plana. O embrido ocupa 1/3 do comprimento e se localiza
na superficie plana, na base do grdo. Os fragmentos de grdo auxiliam na identificacdo, mas o
sombreamento cruzado da casca constitui o principal indicativo da presenca de subprodutos de arroz,
quando se trabalha com pequeno aumento (AAFM, 1978; AAFM, 1992; Bonetto, s/d).

Contaminag¢@es/adulteracdes/processamento: excesso de cascas, terra, areia, sementes de
gramineas e leguminosas, residuos da cultura, acaros, etc.



Aves, subprodutos

Sao especificados 3 subprodutos de aves no Brasil: farinhas de residuo de abatedouro,
visceras e penas. A farinha de residuo de abatedouro é resultante da prévia hidrélise de penas limpas
sobre as quais, em fase posterior do processamento, sdo adicionadas visceras sem conteldo
intestinal e demais residuos do abate de aves e submetidos a coccdo; farinha de visceras € o
resultante da coccdo de visceras de aves sem conteudo intestinal, sendo permitido a inclusdo de
cabecas e pés; farinha de penas hidrolisadas é o resultante da cocgdo sob presséo, de penas limpas
e nao decompostas, obtidas no abate de aves.

Caracteristicas macroscopicas/microscépicas: as farinhas de subprodutos de aves possuem
textura mais suave do que as farinhas de carne ou carne e 0ssos, embora a cor seja similar; o odor é
tipico. Os produtos sao identificados pela presenca dos seguintes constituintes: penas, 0Ssos,
escamas dos pés e pernas, bicos, unhas, cascas de ovos (residuos de incubatorio) etc. Algumas
penas apds o processamento se assemelham a pélos e outras a tubos plasticos; a aparéncia é vitrea,
variando a cor do amarelo-ouro ao marrom, dependendo do tipo de processamento e material
utilizado; a hidrélise completa modifica a sua estrutura normal, embora o canhao (raque) mantenha as
caracteristicas; a presenca de barbas e barbulas podem ser indicativos de processamento
insuficiente. As escamas quando presentes sao ligeiramente curvadas nas bordas, predominando a
cor amarelo-clara. Os fragmentos de bico e unha s&o semelhantes a unha humana. Residuos de
incubatério diferenciam dos demais, pela presenc¢a de cascas de ovos, e sdo reconhecidos por sua
estrutura calcaria quebradica e superficie porosa. As paredes dos 0ssos de aves sdo mais finas e
quebram mais facilmente que os ossos de mamiferos, fragmentando em lascas com bordas
angulares (AAFM, 1978; AAFM, 1992; Bonetto, s/d).

Contaminag¢@es/adulteracdes/processamento: fragmentos superaquecidos, areia, terra, casca
de arroz, presenca de constituintes ndo especificados para o produto (Ex. farinha de penas com
visceras).

Peixe, farinha

Produto resultante da coccéo, secagem e moagem do peixe inteiro, cortes ou ambos, com ou
sem a extracdo de parte do dleo.

Caracteristicas macroscoépicas/microscoépicas: a cor pode variar do amarelo-claro ao marrom.
A maioria das amostras s8o untuosas, com odor intenso de peixe, auxiliando a identificacdo nas
misturas, mesmo em pequenas quantidades. Os fragmentos mais finos séo granulares e os maiores
sao rugosos, conservando parcialmente a estrutura fibrosa. Os o0ssos tém aparéncia perolada, alguns
sédo finos e pontiagudos e outros tém o formato de vértebra; podem ser opacos ou translicidos,
encontrando-se também fragmentos na cor ambar. As escamas sao chatas ou curvas, translicidas e
com anéis concéntricos. Os 0Ss0s e as escamas sdo constituintes impares que indicam a presenga
do produto. Dentes, otdlito e cristalino dos olhos podem ser encontrados (AAFM, 1978; AAFM, 1992).

Contaminag¢@es/adulteracdes/processamento: fragmentos superaquecidos, couro oriundo de
curtumes (tratado com éxido crémico ou tanino), farinha de penas, areia, etc.

Sangue, farinha

Produto resultante do processamento do sangue fresco e limpo, empregando tambor rotativo
ou “spray dryer”.

Caracteristicas macroscépicas/microscépicas: os fragmentos de farinha de sangue seca em
tambores rotativos, sdo normalmente esféricos, variando o tamanho e forma, podendo apresentar
bordas pontiagudas. A coloragdo é vermelha escura a negro purpura; superficie lisa, opaca ou quando
friccionados em papel ficam brilhantes. S&o resistentes a fragmentagéo e apresentam brilho vitreo no
seu interior e fraturas conchoidais.

A farinha de sangue obtida através do sistema “spray dryer” € uniforme, apresentando fragmentos
pequenos e esféricos, quebrando-se com facilidade.

Contaminac¢@es/adulteracdes/processamento: conteldo rumenal, ossos, pélos, fragmentos
superaquecidos, cloreto de sédio, fragmentos de insetos, etc.



Macroelementos, fontes

= Sal (NaCl) - Cristais cubicos ou granulares, transparentes ou translicidos quando em fragmentos
maiores. Confirmar com prova quimica qualitativa para cloreto.

= (Gesso - Baixa dureza, coloracBes branca, cinza, amarela ou marrom, apresentando ao
microscopio clivagem bem desenvolvida em uma das diregBes e baixo relevo. Confirmar com
provas quimicas qualitativas para sulfato e calcio.

= Ostras, farinha — Fragmentos resistentes, opacos a semitranslicidos, coloragdes branca, cinza ou
résea, superficie lisa podendo apresentar linhas concéntricas ou paralelas, alternando raias claras
e escuras e bordas as vezes serrilhadas. Confirmar com provas quimicas qualitativas para
carbonato e célcio.

= Ossos, farinha — Os fragmentos de tecido 6sseo esponjoso apresentam espacos medulares
amplos formando trabéculas, enquanto o tecido compacto ndo tem esta caracteristica; os canais
de Havers e Volkmann sdo mais facilmente visualizados na farinha calcinada. A coloracdo dos
fragmentos varia de branca a amarela (autoclavada) e branca-opaca a cinza-escuro (calcinada); a
resisténcia a fragmentagdo é maior na farinha autoclavada. Tecidos muscular e conjuntivo sdo
encontrados na farinha autoclavada, com formatos irregulares, semitransparentes, amarelados,
superficie lisa ou ndo e também presenca de sangue, pélo, casco e chifre.

= Fosfatos, rocha (apatita) e industrializados — Os fragmentos de apatita sdo geralmente
xenomorficos, as vezes aciculares, brilho vitreo, incolores ao microscopio e cor de interferéncia
cinza sob polarizagdo cruzada, relevo alto e fraturas conchoidais quando fragmentados; néo
reagem com solucdo de nitrato de prata 10%. Os fosfatos industrializados (bicélcico,
monoam©®nico e supertriplo) sdo xenomorficos, amorfos, apresentando cor de interferéncia cinza-
escuro sob polarizacdo cruzada; reagem com solugdo de nitrato de prata 10% desenvolvendo cor
amarela e formando agulhas.

= Calcarios, calcitico e dolomitico - O calcario calcitico € geralmente incolor, podendo variar a cor
conforme as impurezas; ao microscopio € incolor, com clivagem bem definida em duas dire¢des
(losangular); relevo apresenta grande variagdo conforme a orientacdo do mineral em relagdo ao
polarizador, varias cores em uma mesma particula, predominando o tom bege quando em
lAminas delgadas. O calcario dolomitico pouco difere do calcitico ao microscépio com polarizagéo.
Fazer provas qualitativas para calcio e carbonato; o calcario dolomitico apresenta menor
efervescéncia inicial do que o calcitico.

IDENTIFICA(;AO DE SUBPRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL EM MISTURAS

A encefalopatia espongiforme bovina (vaca louca) associada & doencga de Creutzfeldt-Jakob
em humanos, resultou, entre varias providéncias, em legislacdes proibindo o uso de determinados
subprodutos de origem animal na alimentacdo de ruminantes.

Entre as metodologias mais utilizadas para este tipo de finalidade encontram-se as protéicas
(ELISA e SDS-PAGE), DNA (dot blot e PCR) e microscépica, que oferecem sensibilidade de
aproximadamente 0,1% para produtos de origem bovina tratados termicamente (Momcilovic &
Rasooly, 2000). Segundo 0s mesmos autores, a microscopia € objetiva, exige pouca preparagdo da
amostra e equipamentos baratos; citam ainda as conclusdes obtidas em controle interlaboratorial
envolvendo 28 laboratérios da Unido Européia: a) limite de detecgdo de fragmentos 6sseos - 0,1% ou
menos; b) as quantificacfes s6 poderdo ser efetuadas quando da presenca dos referidos fragmentos;
¢) o método isolado ndo permite diferenciacdo entre espécies e d) exigéncia de razoavel competéncia
do analista.

Os procedimentos para a validagdo do método no LANAGRO/MG, empregando niveis
conhecidos de diferentes subprodutos de origem animal (0,05% a 0,8%) em ra¢des nado peletizadas
para bovinos, com ou sem a presenca de 0SSOS ha sua composicdo, permitem sugerir os
procedimentos a seguir, que diferem do recomendado na literatura: a) utilizar capsula de porcelana ou
vidro borossilicato em vez de tubo; b) pesar cerca de 15 g de amostra; c) separar as fases por
flotacdo, obedecendo os passos descritos (vide colheita e preparo da amostra) e se necessario
separar os constituintes conforme MAPA,2003; d) apds a secagem da/s fase/s sobrenadante/s e do
precipitado, separar por tamisacédo inicialmente o precipitado (vide colheita e preparo da amostra); e)
transferir as porcdes retidas nas peneiras, inclusive bandejas para placas de Petri; f) repetir o mesmo
procedimento com a/s fase/s sobrenadante/s; g) levar ao microscopio, examinar cada uma das
fracOes e se necessario empregar provas quimicas qualitativas para confirmacao.



PROVAS QUIMICAS

A identificacdo e confirmacdo da presenca de ingredientes, aditivos ndo nutrientes,
contaminagBes e adulteragBes, nem sempre sdo possiveis de serem efetuadas com a simples
visualizacao através do microscopio estereoscopico ou composto.

O emprego de provas quimicas qualitativas ajuda o microscopista nesta tarefa e séo
aplicaveis a varios compostos organicos e inorganicos. Estas provas envolvem a reacdo de uma
pequena quantidade de amostra com um reagente, de maneira a formar um complexo de cor
caracteristico, possivel de ser observado ao microscépio.

Os testes podem ser efetuados retirando-se fragmentos e transferindo-os para papel de filtro,
vidro de relégio, placa de Petri, laminas, placa de porcelana com 6 ou 12 concavidades etc.,
dependendo do tipo de prova. Pingas, pequenas espatulas e frascos conta-gotas para
armazenamento dos reagentes Sao necessarios.

Para algumas analises, um ou dois testes séo suficientes, enquanto para outras, diversos
reagentes devem ser usados no estabelecimento do padréo de cor resposta, para o qual é Unico ou
distinto suficiente para uma identificacéo.

O produto estando presente em fragmentos pequenos e em pouca quantidade, a sensibilidade
pode ser melhorada usando papel de filtro impregnado com reagente; o aumento da superficie
favorece a reacdo e as cores sdo localizadas, distintas e ndo desaparecem rapidamente como
ocorrem nas placas.

Algumas provas, reagentes e reacfes correspondentes, sem abordar em detalhes o preparo
de material e descricdo das metodologias, constam na Tabela .



TABELA | - Provas, reagentes e reacfes

PROVAS REAGENTES REACOES/CORES
Amonia Nessler marrom-avermelhado
Célcio dissolver em. HCI 1.1, adic. sol. sat. Oxalato amdnio + ppt branco
1 gota NH4OH
Cloreto Sol. alcol. nitrato de prata 10% branco/expande
Sulfatos nitrato de prata 10% agulhas brancas
Sulfatos 1 gota HCI 1.1 + 1gota de BaCl, 10% ppt branco
Fosforo dissolver em. HCI 1.1; adic 3 gotas molibdato amoénio azul

Fosfatos ind.
Carbonatos
Ossos

Celulose x Pelo

Cascol/chifre
Gelatina

Cistina
pelos)

(penas,

Sangue

Sangue

Uréia

Co, CueFe

Co, Cu, Fee Mn

Zinco

lodato

Furazolidona
Acido ascérbico
Violeta genciana

Menadiona

25% + 1 gota sol
metilaminofenol

reag. Sulfato de p -

nitrato de prata 10%

1 gota HCl 11

HCl 11

(100g ZnCl, + 60mL H,0) + 20g Kl + 0,5g |

acido acético glacial 1:1 + H,O/apés 1 hora
Idem

2 g acetato de chumbo + 100 mL NaOH 10%;
aquecer cuidadosamente

Transferir p/ lamina + 1 gota H>SOs; cobrir c/
laminula e levar ao microscopio imuno fluorescéncia
(580 a 650 nm)

tetrametilbenzidina (1 g/100 ml &cido acético) Dil. 150
ml H>.O

1) Sol. urease 0,2%; 2) 0,15 g azul de bromotimol
c/2,4 ml NaOH 0,1N; completar p/50ml H,0O; 3) papel
de filtro tiras; 4) mist. 1+2 em béquer umedecendo
tiras; secar. Umedecer tiras c/ HO, pulverizar
amostra sobre as tiras.

1) Sol. tartarato Na e K 20%; 2) sol. Sal-R-nitroso
0,2%. Umedecer papel filtro c/1; pulverizar amostra;
acrescentar gotas de 2

Solubilizar 0,003 g ferrocianeto de K em 10 gotas
H,O; pulverizar amostra na solug¢éo

1) Sol NaOH 2N; 2) adicionar 10 mg
difeniltiocarbazona em 100 ml tetracloreto de
carbono. Umedecer papel de filtro c/1; pulverizar
amostra; adicionar 1-2 gotas sol. 2

Acido hipofosforoso (30%-32%) e papel de amido.
Umedecer papel de amido com acido; pulverizar
amostra

Solucéo alcodlica sat. nitrato de prata

agulhas amarelas
efervescéncia rapida
efervescéncia lenta
Celulose — purpura
Pelo - cor do reagente
resistente

macio

marrom escuro

fluorescéncia vermelha

azul ao redor particula

azul (mancha)

rosa, marrom e verde-azulado

verde, turquesa, marrom-
avermelhado, azul e branco

fucsia

azul-parpura

amarelo-claro
ppt azul-escuro
mancha purpura

vermelho-tijolo

Fonte: Butolo, 2002; AAFM, 1978; Huss, W, 1975; Khajarern et al., 1987; AAFM, 1992.



As frequéncias de contaminagfes/adulteracdes e problemas de processamento em
subprodutos de origem animal e vegetal mais analisados no LANAGRO/MG, constam nos Anexos | e
Il.

Outros ingredientes disponiveis no mercado, as técnicas microscépicas detalhadas, as
combinacdes com provas quimicas e as descricdes de ambito celular, poderdo ser complementadas
com as referéncias citadas.
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ANEXO | — Contamina¢des/adulteracbes/problemas de processamento em subprodutos de

origem vegetal

Ingrediente —  Algodao, Arroz, Gluten21 Milho, Soja, Trigo,

Cont./Adult./Proces.d farelo farelo farelo farelo farelo

Acarol/inseto + ++ —+ t

Amendoim, far. +

Aquecim. exces./insuf. ++ ++ ++

Areia/terra + ++ + + +

Arroz, casca +

Cascas, excesso +++ + +

Residuo cultur/limpeza ++ + +++ + ++

Semente estranha + + ++ + +
compos./téxic

+ Baixa

++ Moderada

+++ Alta

ANEXO II — Contamina¢des/adulteracbes/problemas de processamento em subprodutos de

origem animal

Ingrediente - Carne/ Ossos, Ostras, Penas, Sangue, Visceras,
Cont./Adult./Proces.d Ossos,far farinha Farinha  farinha farinha farinha
Aquecim. exces./insuf. ++ ++ ++ + ++
Areia/terra + + + +
Arroz, casca + +
Calcério + + +
Casco/chifre ++ +++

Conteldo ruminal + ++
Couro/colageno +++ ++

Hidrolise incompl. ++

Ossos + ++ ++
Ostras +++

Penas ++ T+
Sal + +
Sangue/Visceras + + ++

+ Baixa

++ Moderada

+++ Alta
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