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RESUMO

Este trabalho tratou do estudo dos métodos mais
comuns para determinagao das bases nitrogenadas volateis (BNV)
em pescado, mediante ensaios de compéragéo quanto aos teores
de BNV em diferentes espécies de peixes, avaliados pelo méto
do de Lucke & Geidel, do Instituto de Fomento Pesqueiro do
Chile (IFOP) e IFOP- modificado neste trabalho. Paralelamente,
foi investigada a contribuigdo da hidrdlise da uréia, provoca
da pela etapa de destilagao do procedimento analitico, nos
teores de BNV em misculo de cacao.

Foi verificado que os teores de BNV variam con
forme a metodologia, a espécie de pescado e o estigio de dete
rioracgao.

Nos ensaios comparativos dos trés métodos para
determinacao de BNV em diferentes espécies, ao longo da esto
cagem em gelo, o emprego do método de Lucke & Geidel propor
cionou a obtengao de niveis de BNV sempre superiores aqueles
obtidos com os dois outros métodos.

Verificou-se que as bases nitrogenadas volateis,
com o método de Lucke & Geidel, continuavam a ser extraidas do
misculo mesmo apds 25 minutos de destilagcao enguanto que, com
o método do IFOP, com precipitacdo preliminar das proteinas ,
as bases eram destiladas totalmente do extrato de V‘Safdinha
nos primeiros 5 minutos.

As modificagoes rio método do IFOP, com a substi

tuicdo de acido tricloroacético por acido sulfiirico-sulfato de
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s6dio e de 6xido de magnésio por Borax, proporcionaram a quanti
ficagéo de teores de BNV 10% superiores aos do método original,
principalmente devido a substituigao do acido tricloroacético.

Nos ensaios com solugdes puras de uréia e na mis
tura com extratos de cacao a contribuig¢ao em nitrogénio amo
niacal, proveniente da hidrdlise da uréia durante a analise, al
cangou niveis de até 49,70% do total das bases nitrogenadas vola
teis dos extratos de miisculo de cagao.

No experimento com filés de sardinha ( Sardinella
b@abiﬂienéiél estocados em gelo, os teores iniciais de BNV, ob
tidos com os métodos de Lucke & Geidel, IFOP e IFPOP-modificado,
foram de 15,37, 8,46 e 9,98 mg, respectivamente. Essas diferencas di
minuiram com o avango da deterioragdo chegando quase a se anu
lar apos 30 dias de estocagem. Comportamento semelhante foi ob
servado nos ensaios relativos a sardinha inteira e tilapia ( T4
Lapia sp.).

De uma maneira geral a evoluqéo de BNV, em postas
de cagao, em fungao do tempo de estocagem ém gelo, mostrou um
comportamento exponencial. Pelo método de Lucke & Geidel os va
lores de BNV foram de 54,14mg, no 19 dia, e 361,42 mg no 119dia.

Em peixes de &gua doce, tildpia e curimbati ( Pro
chilodus sp.) a evolugao de BNV procedeu de forma lenta durante
a estocagem. Pelo método de Lucke & Geidel, os teores de BNV pa
ra a tilapia foram de 21,32 mg, no 19 dia, contra 32,56 mg no
219 dia e para o curimbati de 18,52 mg, no 19 dia, e 20,65 mg ,

no 119 dia.
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SUMMARY

The objective of this work was to investigate and
compare the methods of Lucke & Geidel, Instituto de Fomento Pes
queiro do Chile (IFOP) and IFOP modified in this study for‘ de
termination of volatile nitrogen bases (VNB) in different spe
cies of fish. At the same time, it was studied the effect of
hydrolysis of urea, caused by the distillation step, on the VNB
value of dogfish flesh.

It was shown that the VNB values were dependent

on the methodology used for analysis, species of fish and stor

age time on ice. .

Comparison among the three methods revelead ,
regardless of the species, that the method of Lucke & Geidel
gave higher VNB values than both the IFOP and the modified IFOP.

Studies on the evolution of volatile nitrogen ba
ses by the method of Lucke & Geidel showed that these compounds
continued to be distilled after 25 minutes of distillation .
When the IFOP method was used, with'previous protein precipita
tion, the VNB were completely distilled after 5 minutés.

In the IFOP method, the substitution of trichloro
acetic acid by sulfuric acid(2,5%)-sodium sulphate(7,5%) . and
magnesium oxide by a satured solution of Borax caused an increase

of 10% in the VNB values. This increase was mainly due to TCA

replacement,
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Model studies with pure urea solution and mix
ture of this solution with dogfish extracts revelead that the
hydrolysis of urea during the procedure contributed up to
49,70% of the total VNB of the extract. This hydrolysis was
caused by distillation in alkaline medium.

The initial valuesof VNB in sardine (Sardinefla
brasiliensis) fillets stored on ice, determined by the Lucke
& Geidel, IFOP and modified IFOP methods, were 15,37 mg ,
8,46 mg and 9,98 mg , respectively. These differences de
creased with time and were not significant after 30 days of
storage. This behaviour was similar for whole sardines and
tilapia (Tilapia sp.).

| Regardless of the method, during the storage on
ice the production VNB of dogfish slices increased in an ex
ponential manner. The Lucke & Geidel method gave values of
VNB of 54,14 mg and 361,42 in the 15t and 11™" days of stor
age, respectively.

In freshwater fish, tildpia and curimbata (Pro
chifodus sp.).the production of VNB during the storageron ice
increased slowly. The Lucke & Geidel method gave values of
VNB, for tildpia, of 21,32 mg and 32,56 mg in the 15t and 215t
day of storage, respectively. The VNB values, for curimbata ,

in the 1St and llth day of storage were 18,52mg and 20,65 mg,

respectively .



I. INTRODUGAO

O julgamento da qualidade ou o estabelecimento
de indices de frescor de pescado tem merecido, por parte dos
pesquisadores em todo mundo, uma atengao especial no sentido
de desenvolver ou aprimorar métodos que possam melhor avaliar
© grau de deterioragao. Ainda ndo foi encontrado um método de
avaliagao quimica ou fisica que possa, por si s3, definir a
condigao do material. HA sempre a necessidade de uma correla
¢ao com ensaios organolépticos, que por sua vez estao  sujei
tos a impressoes subjetivas por parte do elemento qualifica
dor.

Um dos métodos quimicos que mais tem sido uti
lizado na avaliagao do grau de frescor de pescado esta rela
cionado com a determinagdo de bases volateis provenientes
da decomposigao de compostos nitrogenados, por agao de enzi
mas autoliticas e microbianas. Estas bases, constituldas prin
cipalmente por amonia e trimetilamina, aumentam progressiva
mente com a deterioragao, sendo determinadas no tecido muscu
lar sob a forma de bases nitrogenadas voliteis (BNV) .

A determinagao de BNV em pescado, embora seja
largamente utilizada, causa ainda controvérsia entre os pes
quisadores no sentido de se estabelecer limites superiores pa
ra o julgamento da condig¢do de "aceitavel/inaceitivel" dos

produtos marinhos consumidos pela populacao e da propria vali



dade dessa determinagao como indicador do grau de frescor em
diferentes especies. Contudo, o método tem sido oficializado
em varios palses por se tratar de um método rapido, simples e
ao alcance de qualquer laboratdrio de controle de qualidade.

Existe o convencimento de que a determinacgao
analitica das bases nitrogenadas vol3iteis pode ser aprimorada
para garantir que as bases tituladas correspondam verdadeira
mente aos compostos gerados pela deterioragao do pescado e
nao aos artificios do método analitico. Até hoje porém, nao
foram publicadas pesquisas no sentido de se avaliar a
influencia dos diversos parametros analiticos na exatidio da
determinagao, nem tampouco foram avaliadas de forma comparati
va as diversas modificagoes propostas para essa finalidade.

A presente pesquisa teve como objetivo:

a) Comparar o método convencional de Lucke & Geidel com
O proposto pelo Instituto de Fomento Pesqueiro do Chile (IFOP),
quanto d influencia do tempo de destilagao, volume destilado
e reprodutibilidade analitica .

b) Propor modificagbes para o método do IFOP, visando a
substituigdo de dcido tricloroacético e Sxido de magneésio que
sao reagentes relativamente caros.

c) Verificar a ocorréncia da hidrdlise da uréia durante
© teste e avaliar a contribuigao da amdnia resultante no teor
de BNV.

d) Comparar os métodos de Lucke & Geidel, IFOP e o méto
do modificado nesta pesquisa, em ensaios de preservagao de

pescado de origem marinha e de &gua doce, mantidos em gelo.



II, REVISAO BIBLIOGRAFICA

A. DETERIORAGAO DO PESCADO

Dentre os produtos de origem animal utilizados
na alimentagdo humana, o pescado & o mais susceptivel 3s al
teragbes provocadas por enzimas autollticas e acdo microbiana.
O grau de alteragao, no transcorrer do processo deteriorativo,
esta intimamente vinculado a diversos fatores como : espeéecie,
estagio de maturagao, sazonalidade, microflora natural, con
di¢oes de captura, processamento e estocagem,

O pescado, apOs a morte, continua a sofrer uma
série de modificagSes quimicas, flsicas e nicrobioldgicas que
resultam na deterioragdo do mesmo. A evolugdo do processo de
teriorativo ao longo da estocagem em gelo & caracterizado
principalmente pelo estado de rigon montis, acao bacteriana e
degradacao proteolitica .

LUDORF & MEYER (1973) relataram que o tempo de
rigidez & decisivo para a capacidade de conservagao do pesca
do, ja que em seu curso interrompem-se os fendmenos enzimati
cos e bacterianos responsaveis pela decomposigdo do tecido
muscular, sendo que a rigidez bloqueia por completo a permea
bilidade das células para a troca de substincias. Segqundo os
mesmos autores, apds a rigidez, inicia-se o desdobramento dos

derivados purInicos da adenosina trifosfato (ATP) por desami



nagao com a formagdo de amdnia e, simultaneamente, os micro
organismos podem desdobrar os aminoacidos livres formando amd
nia. Apds estas etapas acontece a protedlise propriamente di
ta, com a decomposicao do alimento.

A fragao lipIdica do misculo de pescado, sob
condig¢des de refrigeracao, raramente exibe alguma tendeéncia a
sofrer rancificagdo e hidrdlise enzimidtica  (LISTON et alid,
1963) . Os metabSlitos da degradagdo desta fragdo sd sio  per
ceptiveis num estdgio mais avancado da deterioracdo, quando a
contaminacdao bacteriana ja tornou o produto improprio para o
consumo (LUDORF & MEYER, 1973). Isto indica uma provavel com
peticdo das bactérias pelo oxigénio dos substratos (MARTIN et

alii, 1978).

1. Rigor-mortis

Tem sido proposto que o decréscimo de adenosi
na trifosfato (ATP) em misculo de pescado & a principal con
digao para o estabelecimento do estado de rigor mortis. O ini
cio do rigor pode ser retardado pela diminuicao do esforgo du
rante a captura, manuseio apropriado do pescado e rapido abai
xamento da temperatura do pescado apos a morte (ZAITSEV et

alidi, 1969).



O inicio e a duracdo do rigon-montis pode va
riar significativamente em diferentes espécies, dentro das
mesmas espécies e ainda em diferentes miisculos da mesma espé
cie. Em peixes como bacalhau, pescada, merluza e linguado ar
mazenados em gelo, o rigor pode comegcar de 1 a 3 horas apos a
morte e pode terminar num periodo de 1 a 3 dias de acordo com
a temperatura, estado de nutricao, método de captura, etc (PE
DRAJA, 1972).

A glucogendlise que se produz apds a morte ’
com o consequente decréscimo de pH, & pequena em pescado, ao
contrario do que sucede nos animais de abate. Atinge-se ,
desta maneira, valores de pH 6,2 e raras vezes, de 5,4 (LUDORF
& MEYER, 1973).

Em geral, enquanto avanca a deterioracgado bacte
riana, hd um aclimulo de produtos de natureza bisica, tais co
mo : trimetilamina, dimetilamina, amdnia e algumas bases orga
nicas, por isso, os valores de pH dos miisculos de pescado au
mentam de forma lenta no inicio e rapidamente no final da de
terioragao (TOMIYASU & ZENITANI, 1957). Um crescimento bacte
riano otimo ocorre entre pH 6,5 e 7,5 (MARTIN et alii, 1978).

O estado de nr4igor-mortis parece dificultar a
agao bacteriana provavelmente pela propria rigidez do musculo,
portanto, um maior periodo de rigor & desejdvel do ponto de
vista da qualidade microbioldgica e para se conseguir esse ob
jetivo devem ser empregados métodos apropriados de captura ,

manuseio e estocagem (PEDRAJA,1972).



2. Acao bacteriana

ApGs a morte do pescado (ou outro animal), a
defesa humoral contra a invasio bacteriana para de operar e
as barreiras mecanicas, tais como pele e membranas, gradual
mente perdem sua impermeabilidade (LISTON et alii, 1963) e 3
a 5 dias & uma estimativa razo3vel para a penetragao das bac
térias da pele para o miisculo (MARTIN et alii, 1978).

As bactérias que com maior frequéncia partici
pam da alteragdo do pescado sio aquelas localizadas na mucosa
que recobre a superficie externa do corpo e as do trato intes
tinal. Predominam espécies de Pseudomonas e as seguem em im
portancia alguns membros dos géneros Achnomobacten e FlLavobac
tendium. Menos frequentemente sio encontradas Miecrococcus, Ba

cillus, Eschernichia, Proteus, Sarcina, Sennatia e CLostridium.
O sabor de terra ou mofo que o pescado is vezes apresenta &
atribuido ao crescimento de SZrneptomyces no fundo da agua e &
absorgao de seu odor caracterIstico pelo pescado (FRAZIER ,
1976) .

No transcorrer do rigor-mortis ha uma pequena
mudanca no numero de bacteéerias presentes, a chamada fase"lag",
que & seguida por um periodo de crescimento gradual, associa
do com mudangas organolépticas no pescado. A segquir, a popula

¢do bacteriana entra numa fase mais ou menos exponencial, fa

se "log" de crescimento, correspondendo ao inicio da aparicao



de substdncias indicadoras da putrefagao. Essa fase & de curta
duragdo e € sucedida por uma fase terminal, mais ou menos esta
ciondria, do crescimento bacteriano na qual & pequena a mudan
¢a no nimero de populagdes bacterianas (LISTON et afii, 1963).
Segundo MARTIN et alid (1978), a fase "lag" pode variar de 1
dia em pescado 3 temperatura ambiente até 4 a 5 dias sob esto-
cagem em gelo .

Os primeiros nutrientes utilizados pelos micro
organismos, no misculo de pescado, sao os compostos nitrogena
dos nao proté&icos (NNP) e apos esgotar esses substratos as pro
teases microbianas produzidas pelos microorganismos geram oli
gopeptideos e aminoicidos livres como nova fonte de suprimento
para o seu desenvolvimento (LUDORF & MEYER, 1973; LASZL0,1975).
Alguns metabolitos da atuagao microbiana s3o: amonia, sulfeto
de hidrogenio, didxido de carbono, indol, mercaptanas, aminas
(trimetilamina, cadaverina, putrescina), acidos graxos inferio

res e aldeidos (FRAZIER, 1976) .

3. Degradacao proteolitica

A atuagdo enzimatica sobre as protefnas do teci
do muscular de pescado tem sido considerada como um dos fato

res que causam a rapida deterioracio apds a captura.



O baixo nivel de tecido conectivo em pescado
(2 a 3% em teledsteos e cerca de 10% em cartilaginosos), embo
ra vantajoso do ponto de vista da digestibilidade, torna o mﬁg
culo menos protegido do ataque enzimatico quando da ruptura ce
lular durante a estocagem ou do processamento (PEDRAJA, 1972),.
O tecido conectivo do pescado fornece uma fraca protegao, vis
to que falta nele a resistente elastina e o colageno por sua
vez € um excelente meio para a proliferagao bacteriana (LU
DORF & MEYER, 1973).

O tecido muscular do pescado possui catepsinas
muito ativas, bem como peptidases. Por sua vez, a tripsina dos
intestinos pode atravessar a parede abdominal e atingir os te
cidos musculares. Estas enzimas podem gerar aminoacidos e pep
tideos que podem servir de substrato para o desenvolvimento de
microorganismos (SIEBERT, 1962).

A agao de enzimas autoliticas em miisculo de ca
marao produz um aumento da atividade das enzimas bacterianas ,
visto que estas nao s3ao capazes de atacar protefnas nativas .
As enzimas proteoliticas presentes no miisculo assumem, entao,
um papel importante na deterioragao pois constituem-se no pri
meiro elo da degradagdo de macromoléculas a polipeptideos, os
quais sao posteriormente hidrolisados a aminoacidos livres que
enriquecem o substrato natural e ficam assim disponiveis para
© crescimento dos microorganismos (PEDRAJA, 1970).

Na fase inicial do processo de deterioracdo ha

pouca atividade proteolitica por parte dos microorganismos ’



que utilizam os compostos mais simples, com produgao de bases
(amOnia e trimetilamina) e aAcidos volateis (LEITAO, 1977). A
atividade proteolitica de enzimas microbianas tem lugar numa
etapa posterior, primariamente como um meio de reposicao de
aminoidcidos no substrato (TOMIYASU & ZENITANI, 1957).

A quantidade de aminodcidos livres aumenta pro
gressivamente durante os primeiros estagios apds a captura e
estocagem em gelo, como resultado da hidrdlise autolftica das
proteinas nativas e polipeptideos. Entretanto, apds alcangar
um pico, o contetido de aminoicidos livres torna a decrescer
notando-se um aumento correspondente de amdnia. Posteriormen
te, ha um aumento tanto em amdnia quanto em aminoacidos, pre
sumivelmente causado pelo aumento da hidrdlise protéica devi

do @ agao bacteriana (PEDRAJA,1970; TOMIYASU & ZENITANI,1957).

B. BASES NITROGENADAS VOLATEIS (BNV)

Os compostos nitrogenados ndo protéicos (NNP),
nos misculos de pescado, estdo dissolvidos nas células do plas
ma e no fluido intercelular. Eles sio prontamente extrataveis
se os misculos s3do tratados com Agua. Na maioria dos peixes ,
eles constituem uma pequena fragdo do material nitrogenado do
misculo. Neste grupo de subst3ncias est3o inclufdos: bases ni
trogenadas, aminoadcidos, amidas e derivados guanidinicos, imi

dazdlicos e purinicos (ZAITSEV et alii, 1969).



No grupo das bases nitrogenadas estiao os compos
tos volateis que podem caracterizar mudangas quimicas que ocor
rem em misculo de pescado durante a deterioracao. Ao longo da
estocagem em gelo, o contelido das bases nitrogenadas volateis
aumenta progressivamente em fungiao dos processos enzimiticos e
microbianos sendo, assim, {itil na avaliagcdo do frescor do pes
cado (SHEWAN et alii, 1971).

Dentro da denominagao genérica de bases nitroge
nadas volateis, encontram-se diferentes substancias, principal
mente em ordem de importdncia : amonia, trimetilamina, dimeti
lamina, etilamina e monometilamina (REPOSI, 1968).

A quantidade de bases nitrogenadas volateis em
misculo de pescado muito fresco, logo apds a captura, costumei
ramente nao excede o valor de 15 a 20 mg de nitrogéenio por
100 g de miisculo. A principal substancia presente € a amdnia
(3 2 20 mg); hd também uma pequena quantidade de trimetilamina
(2 a 2,5 mg em peixe marinho e 0,5 mg em peixe de agua doce) ,
enquanto que a monometilamina e dimetilamina apenas ocorrem em

tragos (menos que 0,1 mg) (ZAITSEV et alidi, 1969).

1. AmOnia

A formagao de amdnia geralmente esta correlacio
nada com a degradagao do ATP, degradacdo de aminodcidos e hi

drolise da uréia.



a. Degradacao do ATP

A éxata concentragao de amonia em miisculo de
pescado fresco depende da extensao com que a adenosina 5'-tri
fosfato tenha sido desaminada antes da morte. Tal desaminagao,
se nao ocorreu {in vivo, toma lugar rapidamente apds a morte
(JONES, 1961). O ATP & normalmente degradado dentro de 1 a 2
dias, em peixes estocados a 0QC (STONE, 1971).

A degradagdo do ATP em misculo de pescado & re
presentada, de maneira simplificada, a seguir (CATTANEO et

alii, 1979; CHEUK et alii, 1979; KASSERSARN et aldii, 1965) :

ATP

}

ADP

///////\\\\\il-desaminase

ADENOSINA

Adenosina desamina;%)\\\\ //////

INOSINA
HIPOXANTINA
XANTINA

{
ACIDO ORICO

O caminho principal de formagao de amdnia varia

de acordo com a espécie de pescado (STONE, 1971; STONE, 1970 ;
FLICK & LOVELL, 1972) .-



A ocorréncia de um alto nivel de uréia no miiscu
lo, sangue e orgdos & uma caracterIstica dos peixes elasmobran
queos, onde espécies marinhas (tubardo, raia) apresentam de 1
a 2,5% e espécies de agua doce ao redor de 1% (BALDWIN, 1967).
Em outras espécies comerciais, o nivel de uréia geralmente @&
desprezivel (bacalhau 1,9 mg%, arenque 4,0 mg% e eglefin 14,5
mg$) (SIMIDU, 1961).

A sintese de uréia pela acdo da arginase sobre
a arginina, em elasmobranqueos, nao se restringe somente ao fi
gado, como ocorre em animais terrestres mas também atinge todo
o corpo, onde € encontrada arginase em quantidades elevadas. A
grande quantidade de uréia presente nestas espécies sugere que
esta substancia pode ter um papel importante no metabolismo .
Geralmente, tem sido aceito que a uréia & responsavel pela re
gulacao osmética dos fluidos do corpo e também como um produto
da detoxificagd3o da amdnia (BALDWIN, 1967; SIMIDU, 1961).

Durante algum tempo pensou-se que a urease do
proprio misculo fosse responsavel, por si sd, pela formagao de
amonia em elasmobranqueos, mas a sua pequena quantidade no mis
culo e testes com antissépticos revelaram que a decomposigao da
uréia era causada principalmente pela urease de origem bacte
riana (TOMIYASU & ZENITANI, 1957).

A presenga de arginase em cauda de camarao tem

sido detectada, de modo que a formagao de amdnia via arginina



pode potencialmente acontecer através da uréia e urease bacte

riana (YEH et afii, 1978).

O principal caminho de liberagdo de amdnia a
partir de amino3cidos pode ser representado como seque, embora
© processo de desaminagdo possa variar em fungio da diferencia

G3o bacteriana (TOMIYASU & ZENITANI, 1957):

aminodcido desaminase
R—CHZCH(NHZ)COOH -~ R-cnzcocoon + NH3

aminoacido descarboxilase

4 amina oxidase

A
2CHZNH2 - R~CH2COOH + NH3

R-CH

No comego do estagio de deterioragao, os amino
dcidos s3ao convertidos is correspondentes aminas pelas descar
boxilases bacterianas, pelo menos em condigdes Acidas, e entdo
a amonia & liberada da amina, principalmente por uma amina oxi
dase. Esta Gltima enzima estd apta para agir sob larga varia
¢ao de pH, desde levemente icido a bisico.

Algumas reagoes de aminoacidos com a formagao

de amonia sdo mostradas a seguir (LASZLO, 1975) :



a) H H.O 0
| - 2 ] - +
CH3:$-COO +xa\\ :—CHB-C-COO + NH4
NH3 NAD NADH + H
L-alanina piruvato
b) H Piridoxal-PO3™, H,0 0
H3§-<|:-coo' > CH;-C-COO™ + NH
CHZ-S-H
L-cisteina piruvato
c) ? ? 2 H,0
CH4-C-C00™ + 2 HyN-C-C00™ ———» 3 CH,-CO0™ + 3 NH),
*NH H
3
L-alanina glicina acetato
d) ? _ H,0
-C-CO00 >
| 2,1 7N |
NH FAD FADH
3 2
I |
H H
Triptofano +
0
piruvato Cli3-C-Co0
+
NH,

4

+
4

+ HZS

Cco

indol



2. Trimetilamina

A mais conhecida das aminas volateis € a trimeti
lamina que € derivada possivelmente, em parte, por enzimas auto
liticas mas, certamente, pela agao bacteriana sobre o &xido de
trimetilamina, um composto que esta presente nos misculos de
pescados marinhos (SIMIDU, 1961). Os peixes de agua doce geral
mente contém baixo teor de 6xido de trimetilamina tornando, por
tanto, a quantificacao de trimetilamina inviadvel como parametro
de avaliagao de frescor nessas espécies (CONNEL, 1975).

O Oxido de trimetilamina € encontrado no miisculo
de diferentes espécies de teleosteos em quantidades de 100 a
1.080 mg%, em cartilaginosos, de 250 a 1.430 mg% e em peixes de
agua doce e migratdrios (salm3o), em quantidades de até 185 mgs.
O contelido de Gxido de trimetilamina varia de acordo com a ida
de do peixe e estagcao do ano. O misculo lateral escuro do peixe,
geralmente contém mais O6xido de trimetilamina do que a carne
branca (ZAITSEV et alii, 1969).

Alguns experimentos sugerem que o Oxido de trime
tilamina & exclusivamente de origem ex3gena e, em tal caso, pa
rece originar-se do zooplancton. Este composto , fisiologicamen
te, funcionaria como regulador da pressao osmotica do musculo
(SIMIDU, 1961) e forma de detoxificagdao da amdonia (BALDWIN,1967).

Em 1939, D.W. Watson, segundo TOMIYASU & ZENITA-
NI (1957), propos a seguinte sequencia, para a transformagdo de

oxido de trimetilamina (TMAO) para trimetilamina (TMA) :



AHZ(doador de H) + (CH3)3NO-———> A + (CH3)3N + H.O

2

TMAO TMA

estabelecendo que glicose, glicogénio, . lactato

e piruvato poderiam ser doadores.

COBB et afii (1973) e CASTRO (1975) verificaram
a inviabilidade do uso do teste de determinagao de TMA como in
dice de qualidade para camario conservado em gelo, pois consta
taram que a agua de degelo arrastava grande parte da trimetila
mina do misculo. No trabalho de CASTRO (1975), com camardo se
te barbas (Xiphopeneus kroyeri) em gelo, observou-se lavagem

de até 97% da TMA total produzida.

3. Dimetilamina

A dimetilamina encontra-se em gquantidades infe
riores a 0,1 mg% em espécies marinhas e de agua doce . (ZAITSEV
el alii, 1969), sendo mais frequente em gadideos (RITSKES,1975).

O precursor da dimetilamina ainda nao & bem co
nhecido, mas segundo LASZLO (1975) , pode ser o Ooxido de trime
tilamina.

O aumento do conteddo de dimetilamina se 4a lo
go no inicio da deterioragao, anterior ao acréscimo de trimeti

lamina (JONES, 1967) .



C. DETERMINAGAO DE BNV COMO TESTE DE FRESCOR

As pesquisas envolvendo a determinagao de amonia
e de bases nitrogenadas volateis (BNV) como parametros de ava
liacdo do grau de deterioragao em pescado, segundo FARBER(1965)
vém, desde o sé&culo passado, constituindo-se num dos primeiros
métodos quimicos a serem empregados.

Existe muita controvérsia entre os pesquisadores
no sentido de se estabelecer limites superiores de BNV para ava
liar o grau de frescor de pescado. As sugestoes para tal Indice
variam de 20 a 60 mg de nitrogénio volatil por 100 g de misculo
de pescado, dependendo da espécie em estudo (FARBER, 1965; ANTO
NACOPOULOS, 1973).

No Japao, a determinagdo de BNV & utilizada qua
se que exclusivamente como Indice quimico para estimar o grau
de frescor de pescado de todas as espécies (exceto tubarao)e e
empregado um método oficial que limita a condigao de aceitabili
dade até 30 mg (COBB & VANDERZANT, 1975; TOMIYAMA et alii,1956) .
Este limite também & utilizado por org3os oficiais na Alemanha
(ANTONACOPOULOS, 1973), Argentina (LUPIN & TRUCCO, 1978) e Aus
tralia (COBB & VANDERZANT, 1975).

No Brasil, o tebr de BNV em pescado deve ser in
ferior a 30 mg N/100 g de misculo, para a caracterizagao do pes
cado fresco (BRASIL, 1974), sendo sugerido o método de microdi
fusao, muito embora o INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1976) utilize o mé

todo de Lucke & Geidel, modificado.



A determinagao de compostos nitrogenados basicos
volateis, embora seja largamente utilizada na estimativa da
qualidade do pescado fresco, nao é muito recomendivel para a
detecgao de material decomposto em produtos como: enlatados ’
salgados e salgados dessecadbs, porgue alguns desses compostos
sao formados durante o processamento (HILLIG et alii, 1958 ;

FARBER & FERRO, 1956; LUPIN & TRUCCO, 1978).

1. Métodos para determinacio de BNV

Os métodos analiticos para a quantificacdo de
BNV em pescado sofreram, ao longo do tempo, uma série de modi
ficagoes que visavam, além de uma anilise mais acurada dos com
postos nitrogenados volateis, uma diminuicao do tempo de anali
se e de sua aplicagao eficiente em plantas industriais e or
gaos oficiais de inspegao.

Um dos métodos mais utilizados é aquele que foi
proposto por Lucke & Geidel, 1935, e que & descrito por PEAR
SON (1976) . Consiste basicamente na utilizacdo de um aparelho
de destilagao macro-Kjeldahl, sendo que o miisculo triturado &
destilado diretamente com 6xido de magnésio como agente alcali
no.

O método de microdifusiao, sequndo STANSBY et af.
(1944), vem da modificacao feita por Beatty & Gibbons em 1936,
para utilizacao em pescado, a partir da técnica de microdifu

sao desenvolvida por CONWAY & BYRNE (1933). Utiliza-se um ex



trato tricloroacético do miisculo e carbonato de pot3ssio como
agente alcalino.

STANSBY el afii (1944) propuseram a extragao
preliminar das bases nitrogenadas, do miisculo, com uma solu
gao de alcool etflico. A determinacdo era realizada em um apa
relho de destilacao macro-Kjeldahl.

TOMIYAMA et alii (1956) sugeriram a utilizagao
de um aparelho de destilacao a vacuo, diminuindo o tempo de
destilagao para 5 minutos. A precipitacdo preliminar das pro
teinas foi realizada com sulfato de magnésio em meio acido a
PH 2 e na destilagao utilizou-se hidrdxido de sddio.

GAGNON & FELLERS (1958) utilizaram também a
destilagao direta do miisculo e hidrdxido de sddio.

ANTONACOPOULOS (1973,p.256) alterou o método
de Lucke & Geidel diminuindo o tempo de destilacdo para 10 mi
nutos.

No método proposto pelo Instituto de Fomento
Pesqueiro do Chile (IFOP), em 1971, descrito por MORGA(1975),
utilizou-se a precipitagao preliminar das proteinas com Acido
tricloroacético e destilagdo de uma aliquota com 6xido de mag
nésio, recolhendo-se aproximadamente 150 mL de destilado.

BILLON et alii (1979) sugeriram um método no
qual a destilagao & feita com injecao direta de vapor e um
extrato tricloroacético do misculo de pescado. O agente alca
linizante & o hidrdxido de s3dio e o tempo de destilacdo foi
substituido por uma quantidade de 40 mL de destilado recolhi-

do.



GIANNINI et alii (1979) sugeriram o recolhimen
to de uma quantidade fixa de destilado. Para o método de Lu
cke & Geidel foi proposta uma quantidade de 180 mL e para o
de Antonacopoulos, 250 mL. Com esses cuidados verificou-se ,

entre o métodos, uma dispersio inferior a 3% .

2. Variacoes dos métodos analiticos

As diferencgas entre os métodos analfticos ba
seiam-se fundamentalmente em trés aspectos: a)preparo da amos
tra, b) agente alcalinizante para liberar as bases voliteis e,
procedimento para deslocar a fragdo volitil.

A andlise pode ser realizada utilizando-se o
misculo triturado diretamente ou um extrato desproteinizado .
A hidrdlise de protefnas e de outros compostos nitrogenados
pode contribuir com um acréscimo de compostos nitrogenados vo
lateis por efeito dos agentes alcalinos empregados, portanto,
essa interferéncia deve ser minimizada. Dentre os agentes qui
micos utilizados na precipitacao preliminar das proteinas, em
pregados na determinagdo de BNV, citam-se: 3cido tricloroacé
tico, dcido fosfotungstico e &lcool etilico (STANSBY et ali4,
1944) .,

O agente alcalino empregado para liberar as ba

ses volateis pode interferir na determinagao do teor de BNV

em fungao do pH ou de sua forca como base. Compostos como o



6xido de magnésio (PEARSON, 1976), hidrdxido de sddio (BILLON
et alii, 1979) e carbonato de potassio (CONWAY & BYRNE, 1933)
sao exemplos ja utilizados em diversos métodos.

O procedimento analitico para deslocar as ba
ses volateis para o meio receptor pode interferir no tempo de
analise e, basicamente, pode ser realizado por: a) aeragao |,
b) difusao e ¢) destilagao simples, a vapor e a vacuo.

STANSBY et alii (1944) descrevem vantagens e

desvantagens de alguns métodos de determinacao de BNV:

a) Microdifusao
vantagens: economia de tempo com a possibilidade de reali
zar testes miltiplos, baixa temperatura asseqgu
rando decomposicao minima de compostos nitroge
nados .
desvantagens: caréncia de alta precisao, equipamento espe
cial, grande cuidado na limpeza de materiais
e na titulagao (microbureta).
b) Aeracgao
vantagens: baixa temperatura, facil preparo da amostra
desvantagens: equipamento especial, longo tempo de aeracao.
c) Destilagao direta do misculo
vantagens: tempo curto de andlise
desvantagens: excessiva formagao de espuma, dificuldade pa
ra a limpeza rdpida do aparelho, alta tempe
ratura com a possibilidade de degradagao de

compostos nitrogenados.



ITI. MATERIAIS E METODOS

A, MATERIAIS

1. Matéria-prima

Neste trabalho foram utilizados peixes de origem
marinha, sardinha (Sardinefla brasifiensis) e cacao (familia
Squalidae) (NELSON, 1973) e de &gua doce, tilapia (T4{Lapdia sp.)
e curimbata (Prochifodus sp.).

Com excessao da tildpia, os demais peixes foram
adquiridos junto a estabelecimentos comerciais, na cidade de
Campinas-SP, em condigCes normais de comercializacao em  diver
sas épocas do ano. O cagdo foi adquirido ja cortado em postas e
© curimbata, eviscerado. O material foi conduzido para o labora
torio e estocado em caixa isotérmica com gelo picado ou em re
frigerador.

As tilapias foram obtidas em Maio-1981, de uma
lagoa pertencente a Fazenda Santana, localizada em Valinhos-SP.
Foram capturadas por meio de redes e transportadas imediatamen-
te para o laboratdrio. Os peixes foram separados em dois gru
pos . O primeiro, com cerca de 100 exemplares, foi estocado em
gelo e acompanhou-se a evolucdo de BNV em fungcdo do tempo de es
tocagem. O segundo grupo, cerca de 20 exemplares, foi analisado
imediatamente para se saber o teor de BNV logo apos a morte do

pescado a um tempo zero de estocagem.



2. Reagentes

Oxido de magnésio, PA

Acido bérico, PA

Vermelho de metila, PA

Verde de bromocresol, PA

Alcool etilico absoluto

Acido cloridrico, PA

Hidroxido de sddio, solugao padrao 0,IN (MERCK)
Acido tricloroacético, PA

Acido sulfirico, PA

Sulfato de s6dio anidro, PA

Tetraborato de s8dio decaidratado (Borax), PA
Carbonato de sodio, Pa

Hidroéxido de sddio, PA

Cloreto de amonio, PA

Hidrocloreto de trimetilamina, PA

Uréia, PA

Parafina em bloco

Equipamentos

Moedor de carne FILIZOLA
Liquidificador SUNBEAN, IMPERIAL VIII
Refrigerador Gelomatic-Freezer 360
Balanga analitica AINSWORTH

Balanga semi-analitica SAUTER
pH-metro B-221 Micronal

Destilador (vide Figura 1)
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B. METODOS

l. Preparo dos reagentes

a. Solucao de acido tricloroacético 5%

EEIE T ms b an s Emem  cnem e an an e —— ——— - — — — —— -

Foram pesados 50 g de &cido tricloroacético e o

volume completado para 1000 mL com agua destilada.

As solugoes foram preparadas com acido sulfirico
concentrado e sulfato de sddio anidro e o volume completado pa

ra 1000 mL com agua destilada, conforme o Quadro 1.

c. Solucao de acido bSrico com indicador misto

Foram pesados 150 mg de verde de bromocresol e
300 mg de vermelho de metila e dissolveu-se cada indicador
em 100 mL de alcool etflico absoluto.

Foram pesados 200 g de dcido bdrico e o volume
completato para 1000 mL de solugdo. A esta solucdo foram adi
cionados 15 mL da solug3o de verde de bromocresol 0,15% e 5 mL

de solugao de vermelho de metila 0,30%.

Foram pesados 50 g de Borax e o volume completa

do para 1000 mL com agua destilada.



QUADRO 1, Quantidade de H2804 concentrado e Na2804 anidro,

necessaria para preparagao de 1,000 mL de solugao

Solugao H,S0, (g9) Na,sO, (g)
H,S0,5%-Na,S0,7,5 50 75
H2$O45%—Na25045% 50 50
H2SO45%-NaZSO42,5% 50 25
HZSO42,5%—NaZSO410% 25 100
HZSO42,5%—NaZSO47,5% 25 75
HZSO42,5%—NaZSO 5,0% 25 50
H,S0,2,5%-Na,S0,2,5% 25 25
H28041,25%—Na280410% 12,5 100
H,S0,1,25%-Na,S0,7,5% 12,5 75
sto41;25%—Nazso45% 12,5 50
H,S0,1,25%-Na,S0,2,5% 12,5 25
H,S0,2,5% 25 -
H,S0,1,25% 12,5 =
NaZSO4lO% - 100

- 200

Na280420%




e. Solucdo de hidrSxido de sddio 10%

Foram pesados 100 g de NaOH e o volume completa

do para 1000 mL com Agua destilada.

Foram pesados 100 g de Na2CO3 e o volume comple

tado para 1000 mL com &gua destilada.

9. Solugdo de cloreto de amdnio 0,1%

Foram pesados 100+1lmg de NH4C1 e 0 volume ajus

tado para 100 mL com agua destilada.
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Foram pesados 100 + 1 mg de (CH3)3N.HC1 e o volu
me ajustado para 100 mL com 3qua destilada.

i. Solugap de uréia 0,8%

Foram pesados 400 + 1 mg de (NHZ)ZCO e o volume ajustado

para 500 mL com agua destilada.

Foram diluidos 6,5 mL de HCl concentrado (36,5 -
37%) em 2000 mL de dgua destilada e padronizou-se com solugao
de NaOH 0,02 N , preparada por ‘diluicao de uma solucao padrao

0,1.N (MERCK).



2. Preparo das amostras para determinacio de BNV,

a. Homogeneizacao da amostra

O pescado inteiro foi lavado, descamado, evisce
rado e filetado. Os filds foram mofdos num moedor de carne em
pregando um disco com furos de 3 mm e uma aliquota da massa
triturada foi submetida imediatamente 3 destilacao direta do
midsculo ou preparada na forma de extrato, segundo o método a

ser testado.

Foram pesados 50 g da massa triturada e adicio
nou-se 150 mL de solugao extrativa.

A mistura de amostra e solugdo extrativa foi ho
mogeneizada em liquidificador por 1 minuto:e filtrada com pa
pel filtro qualitativo em um sistema a vicuo. O residuo foi
reextraido, por 30 segundos no mesmo copo, com 50 mL de solu
gao extrativa e filtrado no mesmo sistema filtrante. O volume
total filtrado foi ajustado a 250 mL por lavagem do residuo
final com a solugiao extrativa. Os extratos foram conservados

em refrigerador até o momento das anilises.



3. Determinacao de bases nitrogenadas volateis (BNV)

Para a determinagao de BNV, foi utilizado o mé
todo de Lucke & Geidel, descrito por PEARSON (1971), do Ins
tituto de Fomento Pesqueiro do Chile (IFOP), descrito por
MORGA (1975) e o método do IFOP modificado nesta pesquisa. Os
dois primeiros métodos tiveram algumas modificag¢oes no que
diz respeito a aparelhagem de vidro e reagentes quimicos.

Foi empregado um aparelho de destilacgao, con
forme o esquema mostrado na Figura 1, que constava de umauma
fonte de vapor com resistor eldtrico, baldo de destilagao com
trampa, condensador e juntas esmerilhadas. A fonte de vapor
tinha duas saidas reguliveis que eram conectadas a dois apa
relhos iguais, de modo que pudessem ser realizadas analises
em duplicata, ao mesmo tempo .

O destilado era recolhido em acido bdrico 2%

com indicador misto e titulado com Acido cloridrico 0,02 N.



Montar um aparelho de destilagdo macro-Kjeldahl.
Macerar mecanicamente 10 g de peixe triturado com 100
mL de dgua. Transferir o contefido para o balio de des
tilagao lavando com mais 200 mL de &gua.

Adicionar 2 g de 6xido de magnésio e um agente anties
pumante (silicone ou dlcool octilico).

Receber o destilado em frasco contendo 25 mL de solu
¢ao de dcido bdrico 2% e algumas gotas de indicador
(vermelho de metila), tal como o usado na determina
cao de proteinas.

Aquecer o balao de destilagdo & ebuligdo e destilar
por 25 minutos.

Lavar o condensador com dgqua destilada e titular o)
destilado com solugdao de &cido sulfiirico 0,05M(0,1N).

Cilculo:
(A - B) xN x 100
P

BVT =

(A - B) = gasto de H,S0, na titulacao menos o branco
N = normalidade do acido sulfirico

P

peso de pescado na aliquota destilada (10qg)

O resultado € expresso em mg N/100 g de pescado.



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

b. Método do Instituto de Fomento Pesqueiro do Chile (IFOP)

A 50 g do miisculo homogeneizado adicionar 150 mL de &cido
tricloroacético 5%. Homogeneizar por 1 minuto a 8.000 rpm.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Filtrar em papel de filtro. Ajustar a 250 mL num balio vo

lumétrico lavando o filtro.

Em um bal3o de destilagdo adicionar 20 mL do filtrado, 150
mL de dgua destilada e 2 g de MgO. Fechar o bal3o e ague

cer .

Receber o destilado em erlenmeyer contendo 20 mL de acido
bdrico a 1% com indicador misto (vermelho de metila e ver

de de bromocresol).
Destilar aproximadamente 150 mL.

Titular com HC1l 0,02N ate que se verifique a viragem da

cor azul para rosa.

Formula para cilculo:

mg de N volatil/100 g de pescado=—C XN X 14 ' 1,9
P

7]
i

volume de HC1 0,02 N gasto

N = normalidade do HC1l

v}
]

peso de pescado na allquota destilada.



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

Montar um aparelho de destilacao conforme o esquema mos
trado na Figura 1 .

Pesar 50 g de misculo de pescado triturado e .adicionar
150 mL de solugdo de icido sulflirico 2,5%-sulfato de sd
dio 7,5% .

Macerar a mistura em um homogeneizador por 1 minuto e
filtrar em um sistema a vicuo.

Retirar o residuo e macerar com 50 mL de solucao extra
tiva por 30 segundos. Passar a mistura pelo mesmo siste
ma filtrante anterior. Ajustar o volume total filtrado
para 250 mL por lavagem do residuo final com a solucgao
extrativa.

Transferir 25 mL do filtrado para o baldo de destilacao
e adicionar 25 mL de solugdo saturada de Borax.

Ligar o gerador de vapor e receber 50 mL de destilado
em um frasco contendo 25 mL de solucao de dcido bdrico
2% com indicador misto (vermelho de metila e verde de
bromocresol)

Titular o destilado com acido cloridrico 0,02 N ,

Calculo:

BNV (mg N/100 g de pescado)=_C XN x 14, o

normalidade do HC1l P

volume de HC1l gasto na titulac3do

O Z
o

P = peso de pescado na aliquota (5 g)



do IFOP .

a. Influéncia do tempo de destilacdo e do volume de des-
tilado
Para verificar a influéncia do tempo de desti
lac3do e do volume destilado, as bases nitrogenadas volateis
foram quantificadas recolhendo-se aliquotas de destilado a in
tervalos de tempo pré-fixados. Os liquidos coletados foram
quantificados quanto ao volume e ao gasto de icido cloridrico

na titulagdo de BNV,
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Para o método com destilacdo direta do miisculo
de sardinha foram utilizadas 10 aliquotas de amostras tritura
das e as analises foram realizadas aos pares. As amostras que
nao estavam sendo utilizadas naquele momento foram colocadas,
ja pesadas, no refrigerador para evitar-se o acréscimo de BNV
devido @ temperatura ambiente.

Foram preparados 10 extratos de sardinha com
dcido tricloroacético 5%. Os extratos também foram mantidos
sob refrigeragdo até o momento das anilises.

A analise estatIstica foi realizada segundo

OSTLE (1963).



5. Estudos para modificacio do método do IFOP.

a. Substituicao de acido tricloroacético por acido sulfd-

Os extratos contendo as bases nitrogenadas vola
teis de mlisculo de sardinha foram preparados utilizando-se S50g
de amostra triturada e 150 mL de solugoes extrativas .,

Para determinacdo de BNV, foram destiladas all

quotas de 20 mL de extrato, em duplicata.

A viabilidade da substituigdo de MgO por Borax
foi verificada através de ensaios de recuperagao de nitrogénio
volatil em solugSes puras de cloreto de amdnio (NH,C1) e hidro
cloreto de trimetilamina ( (CH3)3N.HC1 ) , em extratos de sar
dinha e nas misturas das solugOes puras com os extratos.

Foram destilados, individualmente, 10 mL de so
lugoes puras contendo 10,0 mg de NH401 e 10,0 mg de (CH3)3NHC1,
20 mL de extratos (equivalente a 4 g de pescado) e a mistura
das trés amostras com as mesmas proporgoes anteriores. Para o
deslocamento do nitrogénio Voiétil (NV) foram usados Mgo(2 g )

e solugcdao de Borax saturada (25 mL).



c. Substituicido de Sxido de magnésio por outros agentes

Extratos de sardinha foram preparados com écl
do tricloroacetico 5% e com Acido sulfiirico 2,5%-sulfato de
sodio 7,5%, conforme Item 2.b., sendo os mesmos destilados
em presenca de solugao saturada de Borax (25 mL), Sxido de
magnésio (2 g), carbonato de s8dio 10% (25 mL) e hidrdxido de
sédio 10% (25 mL) separadamente. Mediu-se o pPH em todas as so

lugGes puras e na mistura com os extratos, apods a destilacao.

Foram preparados 10 extratos com cada solugao
de acido tricloroac@tico 5% e 10 com acido sulfiirico 2,5%-sul
fato de s6dio 7,5%, conforme Item 2,b., sendo que os extratos
tricloroacéticos foram destilados com &xido de magésio e os ex
tratos com acido sulfurico em presenca de solucao saturada de
Borax .

A analise estatIstica foi realizada segundo

OSTLE (1963) .



6. Avaliacdo da hidrdlise da uréia e de sua contribuicdo no

teor gg BNV,

a. Hidrolise da_uréia em soluces puras

Aliquotas da solugdo padrdo de urdia contendo
40 e 80 mg de uréia (5 e 10 mL de solucdo padrdo) foram subme
tidas 3 destilagdo com os mesmos agentes alcalinizantes wutili

zados no item 5.c. e mediu-se o pH de forma analoga,

Os extratos de misculo de cacao foram prepara
dos conforme Item 2.b., utilizando-se acido tricloroacetico 5%
e acido sulfiirico 2,5%-sulfato de sddio 7,5% .

Aliquotas de 40 e 80 mg de urdia foram adiciona
das a 20 mL de extratos e destiladas em presenca dos mesmos
agentes alcalinizantes wutilizados no Item anterior. As quanti
dades de ureia adicionadas correspondiam a 1 e 2% do peso de

pescado na aliquota destilada (4 g) .



7. Determinacao de BNV em pescados estocados em gelo.

As determinagGes de BNV em pescados estocados
em gelo foram realizadas utilizando-se os tras metodos anali

ticos descritos no Item 3 .

a. Preparo do pescado para conservacao em gelo

Sardinha em filées

Visto que a intengdo deste ensaio foi estabe
lecer as diferencas entre os métodos para determinacao de
BNV, foi considerado mais conveniente evitar-se os erros de
amostragem do que respeitar as condigoes reais de estocagem,
Por isso, os peixes foram primeiramente filetados e dividi
dos em lotes , contendo cada um 5 filds. Os filas foram colo
cados em sacos de polietileno semi abertos de modo a permi
tir o contato com o ar . Os sacos, por sua vez, foram acondi
cionados numa caixa isot&rmica com gelo picado. A &gua de de
gelo era drenada por um orificio aberto no fundo da caixa e

© gelo reposto periodicamente. As determinacdes quimicas fo

ram realizadas durante 30 dias .

Sardinha e Tildpia

O pescado inteiro foi estocado em caixa iso

‘térmica com gelo picado na relagao 1:4 (pescado:gelo) . A



drenagem da 3gua de degelo foi realizada através de um orifil
cio no fundo da caixa e a reposicao do gelo foi periddica .
As determinagdes quimicas foram realizadas durante 11 dias

para a sardinha e 21 dias para a tilapia

Cacao em postas

As postas de cagao foram colocadas em sacos
de polietileno e acondicionadas em caixa isot@rmica com gelo
picado. As determinagoes quimicas foram realizadas durante

11 dias.

Curimbata eviscerado

Os peixes foram estocados conforme o ftem an

terior e analisados durante 11 dias .

Foram retiradas, para as analises rotineiras,
as seguintes quantidades de peixes: a) filés de sardinha- 2
sacos contendo 5 filés cada, b) sardinha inteira- 7 a 8 exem
plares, c) tilapia-~ 10 exemplares, d) curimbati - 2 exempla

res e e) cagao - 2 porgdes (~250q) .



IV. RESULTADOS E DISCUSSXO

A. ENSAIOS COMPARATIVOS ENTRE O METODO DE LUCKE & GEIDEL E DO

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUEIRO DO CHILE (IFOP)

1. Influéncia do tempo de destilacio e volume de destila-

do

O estudo da influéncia do tempo de destilacdo
na determinagao de BNV em misculo de sardinha, tanto para o
método convencional como para o método com precipitagao pre
liminar das proteinas com acido tricloroacético, € mostrado
na Figura 2 e Quadro 2 .

A comparagao das curvas de evolucio de BNV
revela que os dois métodos apresentam importantes diferencas,
seja na velocidade de destilagao ou na quantidade total de
BNV destiladas .

O deslocamento das bases nitrogenadas do ex
trato desproteinizado, método do IFOP, ocorre rapidamente e
© seu teor nao se altera apds 5 minutos de destilagao. 1Isto
implica que as bases nitrogenadas voliteis deslocam-se sem
impedimento até sua exaustao . TOMIYAMA et alidi (1956),utili
zando um método com destilacdo a vicuo e extrato desproteini
zado com sulfato de magnésio, constataram o mesmo fenomeno .

Com a utilizagao do método de Lucke & Geidel,

com destilagao direta do milsculo, nota-se que a curva de evo



QUADRO 2. Evolucdo de BNV,em misculo de sardinha, em funcgao

do tempo de destilacao e volume destilado

A) Método de Lucke & Geidel

Tempo Destilado BNV
(minutos) (mL) (mg N/100 gq)
1 9,8 5,43
2 17,0 7,94
5 37,0 11,56
10 73,0 14,48
15 107,0 16,57
20 137,0 18,38
25 167,0 19,91
30 195,0 21,03
35 227,0 22,42
50 367,0 25,48

B) Méetodo do IFOP

Tempo Destilado BNV
(minutos) (mL) (mg N/100 g)
1 10,0 9,87
2 18,9 12,97
3 26,5 14,38
4 33,0 14,95
5 39,6 15,23
6 49,0 15,23
15 105,0 - 15,23
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FIGURA 2. Evolugao de BNV em miisculo de sardinha em

fungcao do tempo de destilacao.



lugao das bases nitrogenadas volateis, em fungdo do tempo de
destilagao, apresenta um comportamento anormal que sugere a
influéncia de varios fendmenos paralelos. A primeira parte da
curva, ate 10 minutos, @eve corresponder as bases nitrogena
das volateis existentes na forma livre, porém, ja que elas
ainda estao aprisionadas na estrutura do mdsculo, a velocida
de de destilagao € um pouco menor do que no extrato tricloro
acético. Apds 10 minutos, o teor de BNV nao se estabiliza, ao
contrario, aumenta continuamente, chegando a ser quase uma
fungao linear do tempo de destilacao. Acreditamos que este
acréscimo & causado pelas condicSes analiticas, nio repre
sentando necessariamente produtos metabdlicos da deterioragao
dos tecidos musculares. As bases nitrogenadas voliteis adi
cionais poderiam gerar-se da hidrdlise das amidas dos acidos
glutdmico e aspirtico devido ao aquecimento das proteinas em
meio alcalino (pH 9,0) .

Outra fonte de BNV pode ser a uréia, que é
capaz de gerar amonia tanto pelo aquecimento em meio alcalino
como pela agao da urease. O efeito da contribuic3o da hidro
lise da uréia no teor de BNV serd examinado em experimentos

posteriores .
As curvas de evolucao das bases nitrogenadas
volateis em fungdo do volume de destilado aparece na Figura 3.
Visto que o volume de destilado € uma fungao
do tempo de destilagao e do fluxo de vapor, as duas figuras

sao semelhantes e confirmam a suposicdo de que a determinagao
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de BNV pela destilagao direta do misculo propicia artificial
mente resultados elevados. O método convencional fixa um tem
po de destilagao de 25 minutos, porém, de acordo com as Figu
ras 2 e 3, nao & possivel deduzir apds quantos minutos ou mL
foram destiladas as bases nitrogenadas volateis originais e
em que pohto comegou a influir o nitrogenio volatil gerado
das proteinas. Uma modificacdo no método convencional foi pro
posta por GIANNINI et afii (1979), onde foi sugerida a substi
tuicao do tempo de destilagcao de 25 minutos pelo recolhimen
to de um volume de 180 mL de destilado e a justificativa era
baseada no fato de que o processo de destilagao dependeria da
condigao do equipamento empregado.

A eliminagao das proteinas antes da destilagao
se apresenta como uma medida muito recomendavel para a obten
cao de valores de BNV que realmente representem o estado de

deterioragao do pescado.

2. Avaliacao estatistica da reprodutibilidade analitica

O Quadro 3 apresenta os valores de BNV obtidos
em misculo de sardinha com a utilizag3o dos dois métodos .

Com o método convencional, por destilagdo di
reta do misculo, foi obtido um valor médio de }Q,Gng contra
15,54mg de nitrogénio por 100 gramas de midsculo , do método
com precipitacado preliminar das proteinas com acido tricloro

acético, representando uma diferenca de 22% . A avaliagao



QUADRO 3. Avaliacao da reprodutibilidade analftica do

método de Lucke & Geidel e IFOP.

BNV

(mg N/100 g)

Determinagio

Lucke & Geidel IFOP

1 17,31 15,57

2 21,10 15,28

3 18,39 15,71

4 16,77 15,85

5 19,20 15,52

6 19,47 15,52

7 20,02 15,75

8 21,15 15,21

9 17,04 15,38

10 19,58 15,61

X 19,00 15,54
desvio padrao 1,51 0,19
coeficiente variagido 7,95% 1,25%
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estatistica dos valores de BNV, obtidos com os dois métodos ,
revela que a reprodutibilidade analftica do método do IFOP ,
com desvio padrao de 0,19 e coeficiente de variagao de 1,25%,
€ bem superior ao método de Lucke & Geidel, que apresentou um
desvio padrao de 1,51 e coeficiente de variagao de 7,95%.

A andlise de variancia dos dados do Quadro 3
€ mostrada no Quadro 4. Podemos verificar que existe diferen

¢a significativa a nivel de 1%, entre os métodos .

QUADRO 4. Analise de varidncia entre os métodos de Lucke &

Geidel e do IFOP

pe

GL SQ oM F Ftab.
Métodos 1 59,97 59,97 46,85 8,10 (1%)
Erro 18 23,09 1,28 - -

Total 19 83,05 - - -
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B. ESTUDOS PARA MODIFICAGXO DO METODO DO IFOP

1. Substituicao da solucdo de dcido tricloroacético pela

solucao de icido sulfirico-sulfato de sédio

As vantagens da precipitacdo preliminar das
proteinas com acido tricloroacético, na determinacao de BNV,
foram tao evidentes que despertaram interesse no sentido de
se saber se a precipitagao por outros agentes proporcionaria
os mesmos efeitos benéficos. Em razao do custo, foi tentado o
emprego de acido sulfiirico em combinacdo com sulfato de sédio
como agente precipitante.

O Quadro 5 mostra os resultados de BNV em ex
tratos de misculo de sardinha desproteinizados com solugoes
de dcido sulfiirico-sulfato de sGdio e solugdo de acido tri
cloroacético.

Os valores de BNV encontrados nos extratos com
acido sulflirico foram levemente superiores aos obtidos com
dcido tricloroacético. Essa diferenca, aparentemente,é devida
a uma dissociagao mais eficiente das bases nitrogenadas liga
das as estruturas celulares, por efeito dos ions Na® durante
a extragao. A ocorréncia de hidrdlise das amidas pelo &cido
sulfirico pode ser descartada, ji que o seu pH nio difere de
modo acentuado em relagao ao pH obtido com a solucdo de acido
tricloroacético.

Embora os teores de BNV, obtidos em extratos

com diferentes proporcoes de acido sulfirico e sulfato de so



QUADRO 5. Determinagao de BNV em extratos de sardinha

preparados com solucdo de acido tricloroacé

tico e de acido sulflirico-sulfato de sodio.

H,SO0,, Na,SO, pH BNV
(%) (%) (mg N/100 g)
10 1,00 11,11
7,5 1,00 11,01
5 5 1,00 10,96
2,52 1,00 11,01
10 1,40 10,92
7,5 1,30 11,21
2,5 5 1,20 11,21
2,52 1,10 11,01
10 1,75 10,92
7,5 1,70 11,01
1,25 5 1,65 11,16
2,52 1,60 10,92
&cido tricloroac&tico 1,30 9,66

a - Filtracao dificil
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dio,tenham sido mais ou menos semelhantes, as dificuldades pa
ra a filtragao dos extratos foram maiores quando as concentra
¢oes de sulfato de s6dio nas solucdes eram inferiores a 5% .
As concentragoes de acido sulfirico, no entanto, nao foram cri
ticas,por isso foi escolhida uma solucdo de dcido sulfiirico a
2,5% com 7,5% de sulfato de s6dio anidro. Com esta mistura, as
proteinas ficam coaguladas de forma densa e em flocos grandes.
O emprego de acido sulfiirico sem a adicdo de sulfato de sddio
acarretou em problemas na filtracao e os extratos ficaram tur

vos.

2. Substituicdo de Sxido de magnésio por tetraborato de s&-

dio (Borax)

Na etapa de destilagao do procedimento analiti
co para determinagao de BNV, desde hi muitos anos, tem sido
usado 6xido de magnésio (MgO) para o deslocamento das bases ni
trogenadas volateis. Este composto mantém um pH ao redor de
9,5 durante a destilagao sendo,ainda, um reagente caro que &
utilizado em grandes quantidades (1-2 g) em cada determinacgao.
Na busca de outro agente alcalinizante mais barato, foi estuda
da a possibilidade de substituicao do MgO por uma solugao de
tetraborato de sdédio (Borax) .

Para verificar as diferengas nos valores de BNV
obtidos com o emprego dos dois agentes alcalinizantes, foi rea
lizado um teste com solugoes contendo bases volateis puras '

amdonia e trimetilamina e com extratos desproteinizados de
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misculo de sardinha, com e sem adigao de bases voliteis puras.
Os resultados deste experimento sao apresentados no Quadro 6.

Percebe-se que os teores de nitrogeénio volatil
récuperados na destilagdo com Mg0 ou Borax sio praticamente
identicos, tanto para as solugdes padrdes como para os extra
tos de pescado. 0O Borax tem ainda a vantagem de poder ser usa

do como solugdo, o que simplificaria as determinagdes em ga

rie .

3. Substituicio de S6xido de magnésio por outros agentes

alcalinizantes

O Quadro 7 e Figura 4 apresentam os resultados
de BNV obtidos pela utilizagdo de Sxido de magnésio, tetrabo
rato de s6dio, carbonato de s6dio e hidrdxido de s6dio, para
destilagao de extratos de misculo de sardinha obtidos tanto
por precipitagcao preliminar com solugao de acido tricloroacé
tico 5% como pela solugdo de dcido sulfdrico 2,5%-sulfato de
sodio 7,5% .

O exame dos dados do Quadro 7 confirma que o
emprego de MgO e Borax na destilacao proporciona a obtengao de
resultados semelhantes. Verifica-se, também, que a desprotei
nizagao com solucdo de icido sulflirico e sulfato de sddio per
mite uma extragdo mais exaustiva das bases nitrogenadas.

Pela Figura 4, podemos verificar que o emprego
de solugoes mais alcalinas propicia um aumento consideravel

nos valores de BNV; por exemplo, com hidréxido de s6dio o teor

. 4 i
RS A S SR ¢L

E"; RN
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QUADRO 6. Recuperagao de nitrogénio volatil (NV) proveniente
da destilacdo de solugdes puras de (CH3) 3N(HC1 e

NH4C1 e, de extratos de sardinha,

agentes alcalinizantes

amostra
MgO Borax
NV recuperacao NV recuperagao
(mg) (%) (mg) (%)
solugao (a) 1,45 98,0 1,44 97,3
solugao (b) 2,64 99,9 2,62 99,2
(a) + (b) 4,10 99,5 4,09 99,3
extrato (c) 0,58 - 0,57 -
(a)+(b) + (c) 4,59 97,7 4,59 9%,9
extrato (4) 0,48 - 0,48 -
(a) + (b)+(d) 4,46 97,0 4,45 96,7

(a)
(b)
(c)

10 mg de (CH3) 3N, HC1 (equivalente a 1,48 mg de NV)

il

10 mg de NH,.Cl (eq. A 2,64 mg de NV)

20 mL de extrato ATC 5% (eq, a 4 g de pescado)

N

(d) = 20 mL de extrato HZSO42,5%—NaZSO47,5% (4 g pescado)

recuperagdo (%) = nitrogenio destilado x 100

nitrogénio tedrico
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QUADRO 7, Influéncia do meio alcalino na destilagao de BNV

em extratos e misculo de sardinha,

BNV (mg N/100 g)

agente
alcalino H,50,2,5%- metodo de
ATC 5%
Na,s0,7,5% Lucke & Geidel
Borax 12,68 13,29 -
(pH 9,0)2 (pH 8,4)P (pH 8,5)P
MgO 12,31 13,85 18,31
(pH 10,1)2 (pH 9,6)P (pH 9,8)P (pH 10,0) €
Na,CO, 10% 15,30 15,72 -
(pH 10,9)2 (pH 10,4)®  (pH 10,4)
NaOH 10% 32,27 35,18 -
(pH 12,8)2 (pH 12,6)P (pH 12,7)P

a - pH inicial das soluc¢des alcalinas puras

b - pH na mistura com extratos apos a destilacgao

¢ - pH na mistura com miisculo apds a destilacdo



BNV (mg N/i00g)

53

40
*+———-% Extrato de ATC 5%
o——o0 Extrato de H28042,5%—Na28047,5%
w-
20}
10}
/
°| P | L 2 1 s 1 A 1 Y 1 A
11 12 13

FIGURA 4. Relagao de BNV e o pH empregado na

destilagao de extratos de sardinha.
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de BNV gira em torno de 2,5 vezes o valor obtido com Borax .
Por conseguinte, nao se trata de um deslocamento mais eficien
te das bases nitrogenadas voliteis sen3o de uma ‘degradagao
alcalina do material nitrogenado, que se traduz pela liberacgao
de aminas voliteis e amdnia.

Considerando que o material nitrogenado presen
te nos extratos acidos n3o deveria conter proteinas, o aumen
to das bases nitrogenadas voliteis deve ocorrer a custa de
peptideos, nucleotideos, urdia, aminoicidos e outros compostos
de baixo peso molecular.

Aparentemente, o pH maximo que pode ser permiti
do esta em torno de 10. A solugao saturada de Borax, gue apos
a mistura com o extrato desproteinizado resulta num PH entre
8,4 e 8,5 , oferece menores riscos de gerar substancias inter
ferentes. A utilizagdo de solucdo de hidrdxido de sddio 10%
foi sugerida por BILLON et afii (1979), mas ficou aqui eviden

ciado que a sua utilizagdo é uma pratica desaconselhivel.

4. Avaliacao estatistica da reprodutibilidade analitica

O Quadro 8 apresenta os valores de BNV obtidos
num mesmo estoque de sardinha , com os dois métodos que utili
zam a precipitagao preliminar das protefinas.

O valor médio de BNV obtido com o método modifi
cado neste trabalho foi de 13,09 mg, sendo 10% superior aquele

obtido com o método do IFOP, ou seja,11,88 mg .
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QUADRO 8. Avaliagdo da reprodutibilidade analftica do método
do IFOP e IFOP modificado, empregados na determina

¢ao de BNV em miisculo de sardinha,

BNV (mg N/100 g)

Determinagao
IFoP IFOP modificado
1 11,79 12,95
2 11,66 13,21
3 11,66 12,95
4 12,31 12,95
5 11,92 12,64
6 11,79 12,38
7 12,31 13,21
8 12,44 13,09
9 11,54 13,75
10 11,41 13,75
J )
X 11,88 13,09
desvio padr&o 0,34 0,41

coeficiente variacio 2,84% 3,13%
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Os desvios padroes e os coeficientes de varia
cao dos dados obtidos com os doi§ métodos sao baixos e ficam
muito proximos, indicando que ambos siao confiiveis no tocante
a reprodutibilidade analitica.

A analise de varidncia dos dados do Quadro 8
€ mostrada no Quadro 9. Podemos verificar que existe diferen
¢a significativa, a nivel de 1%,éntre o método com precipita

¢ao tricloroacética e o método com precipitacao sulflrica.

QUADRO 9. Analise de variancia entre o método do IFOP e
IJFOP modificado,

GL SQ oM F F

tab.
Métodos 1 7,26 7,26 45,38 8,10(1%)
Erro 18 2,80 0,16 - -
Total -19 10,06 - - -

C. AVALIAGAO DA HIDROLISE DA UREIA E DE SUA CONTRIBUICKO NO

TEOR DE BNV

De todos os compostos que potencialmente pode
riam aumentar artificialmente o valor de BNV, a uréia & o
mais provavel, tanto pela sua ocorréncia em teores relativa
mente elevados nos misculos de elasmobranqueos (TOMIYASU & ZE

NITANI, 1957) como pela sua susceptibilidade para gerar amé
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nia. A uréia nao & removida na Precipitacio Preliminar gag

proteinas, de modo que ela est3 Presente en qualquer dosg ex

e 1,0?%, para uma adicao de 40 Mg de uréia e entre 0,96 e
1,208, para adigao de 80 Mg de uréia. Quango foi utilizada 5

Solugcao de Naoy 108 (pH 12,6) ha destilagdo, a hidr8lise ga

maiores,
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QUADRO 1AQ. Determinagao de nitrogénio amoniacal provenien

te da hidrdlise da uréia em solugdes puras |,

pelo efeito da destilacdo em meios alcalinos.,

mg de NA na aliquota destilada

Material destilado
Borax MgO Na2CO3 NaOH

(pH 8,5) (pH 9,6) (pH 10,5) (pH 12,6)

40 mg de uréia 0,20 0,18 0,21 0,44

80 mg de uréia 0,38 0,36 0,45 0,90

QUADRO 11. Porcentagem de uréia hidrolisada durante a des-

tilagao em meios alcalinos.

% hidrolisada (*)
Material destilado

Borax MgO Na2C03 NaOH
40 mg de uréia 1,07 0,96 1,12 2,38
80 mg de uréia 1,02 0,96 1,20 2,41

(*). % hidrolisada = Mg de NA determinado . 1,
mg de NA tedrico

NA teorico:

40 mg de uréia hidrolisada totalmente = 18,68 mg NA
80 mg de uréia hidrolisada totalmente = 37,36 mg NA
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2. Hidrdlise da uréia na mistura de solucoes padrdes com os

extratos de cacao

Os resultados de BNV em extratos de cagao  sao
mostrados nos Quadros 12 e 13,

Em extratos de cagdo sem adigao de uréia (C1 e
C2), a influéncia do meio alcalino no teor de BNV destiladas
€ semelhante dquela encontrada anteriormente para sardinha ’
isto &, nao houve grandes diferencas no teor de BNV para des
tilacoes em pH 8,5 + 9,7 e 10,5 , encontrando-se valores entre
29,98 e 35,82 mg de N/100 g de pescado. Todavia, a elevagao do
PH a 12,6 (NaOH) causou um aumento consideravel, atingindo de
70,74 a 97,31 mq.

Pelos dados obtidos nos ensaios com adicao de
uréia, podemos observar que a hidrOlise contribui significati-
vamente na- superestimacao- das bases nitrogenadas volateis em
misculo de cagao. Verifica-se que, para adigéo de 40 mg de
uréia, o menor Indice de aumento foi de 1346% na déstilacao
com Oxido de magnésio e o maior foi de 18,09 , com hidrdxido
de sGdio. A adigdo de 80 mg de urdia promoveu aumentos de
29,44 e 49,70% para os extratos destilados com Mg0 e Borax p
respectivamente. Portanto, fica evidenciado que, mesmo a pH
8,5 , a quantidade de nitrogénio amoniacal proveniente da hi
drolise da uréia influi significativamente no teor de BNV.

Considerando-se que a aliquota de cacgao (4qg)

destilada deveria conter naturalmente entre 40 e 80 mg de



60

QUADRO 12. Influéncia da adicao de uréia no valor de BNV em
extratos de cacao (C; e C,) destilados com diver

sos alcalinizantes,

BNV (mg N/100 q)
Material destilado

Borax MgO Na2CO3 NaOH
(pH 8,5) (pH 9,7) (pH 10,5) (pH 12,6)

Extrato puro (Cl) 29,98 30,57 31,77 70,74
Cl+ 40 mg uréia 37,58 34,97 42,67 83,54
Cl+ 80 mg ureia 44,88 39,57 46 ,87 101,44
Extrato puro-(Cz) 33,13 33,43 35,82 97,31
C2+ 40 mg uréia 39,73 37,93 47,32 114,81
Co+ 80 mg uréia 48,33 42,73 50,72 123,21

QUADRO 13, Porcentagem de aumento de BNV pela adicao de

uréia na aliquota de pescado destilado,

% de aumento
Material destilado

Borax MgO Na2C03 NaOH
C;+ 40 mg de uréia 25,35 14,39 34,31 18,09
C;+ 80 mg de uréia 49,70 29,44 47,53 43,40
C,+ 40 mg de uréia 19,92 13,46 32,10 17,98
C,+ 80 mg de uréia 45,88 27,82 41,60 26,62

C, = aliquota do extrato de cagao (4g) preparado com ATC 5%.
C2 = aliquota do extrato de cagao (4qg) preparado com H28042,5%-
Na,S0,7,5% .
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uréia podemos concluir, de acordo com os dados apresentados nos
Quadros 12 e 13, que as quantidades de nitrogénio amoniacal pro
venientes da hidr8lise da uréia corresponderiam de 13,46 a
49,70%das bases nitrogenadas volateis totais.

Por estas razoes & recomendivel que se pesquise
métodos mais adequados para a determinacao de BNV, preferente

mente, aqueles que dispensem o aquecimento.
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D. AVALIACAO COMPARATIVA DOS TRES METODOS PARA DETERMINAGCXO

DE BNV EM PESCADO ESTOCADO EM GELO

1. Pescado marinho

O estudo dos métodos para determinacio de BNV
com suas modificagoes foi aplicado ao estudo da evolugao das
bases nitrogenadas volateis na estocagem de pescado em gelo.
E importante repetir aqui, que para assegurar uma melhor amos
tragem, os peixes foram primeiramente filetados e os filés fo
ram guardados em lotes individuais para serem ' retirados por
ocasiao das anilises. O experimento nao representou uma situa
¢ao real, na qual os peixes sao conservados inteiros ou evis
cerados. O material aqui estudado era composto de fil@s puros.

A Figura 5, construida a partir dos dados do
Quadro 14, apresenta as curvas de evolugao de BNV em filés de
sardinha mantidos 30 dias em gelo. Pode-se comprovar que métg
do de Lucke & Geidel, com destilagao direta do miisculo, deter
mina valores notavelmente superiores aos outros métodos. No
periodo analisado, as trés curvas apresentam zonas tipicas .
No infcio, até o 29 dia de estocagem em gelo, ha uma produgao
sibita de BNV. No perfodo entre o 39 e 89 dia, nota-se um pa
tamar com valores mais ou menos constantes, para logo reinici

ar o aumento que se torna acelerado apos 18 dias de estocagem.
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QUADRO 14, Determinacdo de BNV em filés de sardinha

estocados em gelo,

Tempo em gelo

BNV (mg N/100 g)

(dias) Lucke & Geidel IFOP IFOP modificado
0 15,37 8,46 9,98
1 17,01 9,39 12,29
2 17,88 11,25 12,47
4 17,28 11,33 12,47
6 16,71 12,28 12,93
8 16,63 12,31 13,64

10 21,24 14,73 15,98
13 25,86 19,81 21,76
15 28,25 21,17 22,91
18 30,04 23,42 24,52
30 74,38 74,21 72,15
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- Estocagem em gelo (dias)

FIGURA 5. Evolugao de BNV em filés de sardinha ao

longo da estocagem em gelo.
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O comportamento das curvas de evolucdao de BNV
poderia ser correlacionado com as alteragoes da flora bacte
riana ao longo da deterioragdo. Em pescado recém capturado ,
Os microorganismos gram-negativos (Achnomobacten, Flavobacte-
nium, Pseudomonas, etc) sio predominantes. Na fase "lag" de
crescimento ha uma alteragdo, aonde o predominio passa a ser
dos microorganismos gram-positivos (Micrococcus, Corynebacte-
rium, etc). Ao final da fase "lag" e durante a fase de acele
ragao de crescimento bacteriano, o predominio volta a ser dos
microorganismos gram-negativos que chegam a atingir, na fase
exponencial, mais de 90% do total de bactérias presentes no
pescado (LISTON et al{i,1963). Nesta fase de retomada de pre
dominio, enquanto Achromobactex , FLavobactenrium e outras de
clinam em crescimento, as Pseudomonas predominam e chegam a
constituir de 70 a 100% do total da populagao presente (LEE &
HARRISON, 1968). A correlacdo se evidencia por se saber que
as Pseudomonas sao as principais responsaveis pela produgao de
amonia e de aminas voliteis (LISTON et alidi,1963).

O fato mais interessante neste experimento e
a comprovagao de que os trés métodos determinam teores dife
rentes de BNV, ao longo da estocagem em gelo. Tal comprovagao
confirma que as diferengas entre eles ndo sao ocasionais ’
sendo inerentes ao procedimento da anilise. No método por des
tilagdo direta do miisculo, ha geragdo de ambnia ou aminas das
proteinas, visto que os extratos desproteinizados apresentam

valores mais baixos .
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O valor de 30 mg N/100 g de pescado adotado como
limite de aceitagao do pescado fresco foi atingido em 18 dias,
utilizando-se o método de Lucke & Geidel. Como nos outros méto
dos esse valor ainda nao tinha sido alcangado, esses peixes po
deriam ser consumidos. Acreditamos que, se os metodos com pre
cipitacao preliminar das proteinas vierem a ser aceitos para o
controle sanitdrio, o valor de 30 mg deveri ser reestudado com
as respectivas avaliagoes microbioldgicas e organolépticas e ’
provavelmente, os resultados levar3o 3 indicagao de um . valor
menor.

Pode-se perceber um fato novo no Quadro 15, que
apresenta as diferengas em porcentagem entre os valores de BNV
determinados pelo método com destilagdo direta do misculo e mé
todos com precipitagdo preliminar das protefnas. Nota-se que
as diferencas sao maximas no infcio dos controles e mantém-se
ainda altas até o 49 dia. Do 69 ao 189 dia, as diferengas man
tiveram-se relativamente constantes, ficando em torno de 26%
entre o método de Lucke & Geidel e o do IFOP e de 20% entre o
primeiro e o método modificado nesta pesquisa: entretanto, uma
analise realizada apds 30 dias de estocagem, quando a matéria-
prima estava totalmente deteriorada, mostrou que as diferencas
entre os métodos nao s3do causadas apenas pela presenga de pro
teinas, mas também pelo grau de deterioracao do material e, em
ultima instancia, pelo aciimulo de compostos de baixo peso mole
cular como amonia, aminas e aminoacidos. Por esse motivo, quan

do o pescado se encontra em boas condigoes, com um baixo teor
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QUADRO 15, Diferengas nos teores de BNV determinados,em
filés de sardinha estocados em gelo, pelos

‘trés métodos.,

Tempo em gelo Diferencas (%)

(dias} AeB AecC CeB
0 44,96 35,07 15,23
1 44,80 27,75 23,60
2 37,09 30,26 9,78
4 34,43 27,84 9,14
6 26,51 22,62 5,03
8 25,98 17,98 9,75

10 30,65 24,76 7,82

13 23,40 15,85 8,96

15 25,06 18,90 7,59

18 22,04 18,38 4,49

30 0,23 3,00 2,86

A - método de Lucke & Geidel
B - método do IFOP

C -~ método IFOP modificado
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de material nitrogenado ni3o protéico, qualquer contribuigao da
amonia gerada das protefnas musculares na destilagao (método de
Lucke & Geidel) influi muito no valor de BNV. Nos estagios de
deterioragao avancgada, a contribuigao das protefnas & desprezi
vel em comparagao com o material nitrogenado nao protéico e ,
por isso, a eliminagdo das protefnas pela precipitagao com aci
do tricloroacético ou dcido sulfdirico-sulfato de sddio nio cau
sa diferengas nos teores finais de BNV.

As diferencas entre os dois métodos que utilizam
a precipitacao preliminar das protefnas sio pequenas  apresen
tando, no periodo do 69 ao 189 dia, uma diferenga média de
7,27%. Este valor representa o acréscimo de BNV que a extragao
sulfirica tem em relacdo 3 extragao tricloroacética e nio se
trata, como foi mencionado anteriormente, de um artificio cria
do na destilac3do e sim de uma melhor extragao das bases pelo

efeito do sal NaZSO4 .
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b. Sardinha inteira

A evolugao de BNV durante a estocagem de sardi
nha inteira em gelo € mostrada na Figura 6 e Quadro 16.

As curvas da Figura 6 mostram um comportamen
to algo diferente em relagao is curvas apresentadas para sar
dinha em filés. A evolugdo de BNV na sardinha inteira aconte
ceu de forma mais acelerada. Isto talvez poderia ser justifi
cado por um estado de frescor inicial maior dos filés, mas a
presenca do trato intestinal e gquelras no pescado inteiro
com certeza propiciam um crescimento bacteriano mais acentua
do.

No tocante a diferenciagao entre os valores de
BNV obtidos com a utilizagd@o dos trés métodos de anilise, o
comportamento foi semelhante aquele enfatizado no ensaio com
filés, ou seja, as diferencas entre os valores obtidos pelos
trés métodos tendem a decrescer com o aumento do tempo de
estocagem em gelo.

O indice de 30 mg, determinado pelo método por
destilagao direta do misculo, foi atingido em 7 dias de esto
cagem, sendo que neste ponto o pescado ja se apresentava com
sinais visiveis de deterioracdo e improprio para o consumo.

Na determinagao de BNV, a precipitacido prelimi
nar parece ser um procedimento obrigatdorio. Embora nao se te
nha realizado testes organolépticos paralelos, estas  nossas
propostas se apoiam na pesquisa de ZAMBONI (1962/63)que, traba

lhando com sardinha(Sardinefla brasifiensis) estocada sob . re
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QUADRO 16. Determinacao de BNV em sardinha inteira estoca

da em gelo .

Tempo em gelo BNV (mg N/100 g)
(dias) Lucke & Geidel IFOP IFOP modificado
0 21,69 15,72 17,51
3 25,62 19,48 20,62
7 30,39 25,14 26,27

11 44,48 36,96 38,54




BNV (mg N/ioog)

e——.—¢ Lucke & Geidel

#ee~—s IFOP
o IFOP-modificado
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Estocagem em gelo (dias)

FIGURA 6. Evolugao de BNV em sardinha ao

longo da estocagem em gelo.
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frigeragao (-2 a 09C) e utilizando a técnica de microdifus3o
de CONWAY & BYRNE(1933), verificou boa correlagaoc entre o tes

te de BNV e os testes organolépticos .
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A Figura 7, construida a partir dos dados do
Quadro 17, apresenta as curvas de evolugao de BNV em postas
de cagao_estocadas em gelo.

As trés curvas tem um comportamento semelhante
e distingue-se uma primeira fase, até o 39 dia, na qual h3i um
aumento leve no teor de BNV e segue-se uma fase quase exponen
cial até o 119 dia .

Constatou-se um alto Indice de BNV,da ordem de
45 a 55 mg, no inicio da estocagem portanto,bem acima do 1i
mite permitido pela legislacao brasileira - Mas este comporta
mento ja& era esperado, sabendo-se que as espeécies elasmobran
queas apresentam um alto indice de uréia.

Em trabalhos de VYNCKE (1978), com raia (Raja
clavata L.) e WALLER (1980) , com tubardo (Galeorhinus austra
£4is) estocados em gelo, observaram-se comportamentos semelhan
tes na evolugcao de amdénia que foi determinada por uma técnica

de microdifusdo. Apds 1 dia de captura, os teores de amonia

variaram de 15 a 20 mg . Uma fase de pequeno aumento se se
guiu até atingir 35 Mg, para a raia estocada a 7 dias e o
tubarao a 10 dias. Apos esse periodo, o aumento no teor de
amonia se deu de forma bem acelerada. A correlacao com

testes organolepticos levou Vyncke ao estabelecimento de uma
faixa de aceitabilidade de 60 a 70 mg de nitrogénio amoniacal
por 100 g de pescado correspondendo a, aproximadamente, 10

dias de estocagem em gelo .



74

QUADRO 17. Determinacdo de BNV em postas de cacao

estocadas em gelo .

Tempo em gelo

BNV (mg N/100 q)

(dias) "Lucke & Geidel IFOP  IFOP modificado
0 54,14 47,00 49,64
3 78,21 67,58 70,%4
5 158,99 159,23 160,35
9 300,59 290,93 273,30
11 361,42 330,97 317,73
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FIGURA 7. Evolugao de BNV em postas de cagao

ao longo da estocagem em gelo.
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Portanto, o estabelecimento de niveis de BNV
para avaliagao do grau de frescor em misculo de cagao neces
sitaria da observagdo de que a presenca de uréia pode gerar
amonia em decorréncia do método analitico e a fixagao de um

limite superior deve, entao, incluir esse acréscimo .
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2. Pescado de aqua doce

A Figura 8 e o Quadro 18 mostram a evolugdo de
BNV em tilapia estocada em gelo, utilizando-se os trés métodos
anteriormente confrontados.

O exame da curva obtida com a utilizag3o do mé
todo convencional, de Lucke & Geidel, revela um fendmeno nao
discutido até agora, porém observado ocasionalmente em pescado
de a&gua doce, ou seja, o teor de BNV & maior no periodo de
frescor absoluto, recém capturado, do que no periodo subsequen
te se bem que, apds algquns dias, o teor de BNV comece a aumen
tar. Esse fendmeno & dificil de ser explicado visto que as ba
ses nitrogenadas voliteis, constituidas principalmente por amo
nia, acumulam-se no misculo e, portanto, o seu teor deveria
manter-se no minimo constante sem nunca decrescer.

O comportamento anormal da curva de evolugao de
BNV também foi observado por MAIA (1980), que trabalhou com ou
tro peixe de agua doce, o curimbata (Prochilodus dcnofa), e o
autor se apoiou na hipotese de que esse decréscimo no teor de
BNV poderia advir do efeito da lavagem do misculo pela agua de
degelo.

O fenOmeno acima nao se restringe somente a pes
cado de agua doce, pois no trabalho de HILLIG et alii (1958)
com bacalhau estocado em gelo, notou-se um decréscimo no teor

de BNV do inicio ao 49 dia de estocagem. Nesse experimento foi
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QUADRO 18. Determinacao de BNV em tilapias estocadas

em gelo,

Tempo em gelo

BNV (mg N/100 q)

(dias) Lucke 2 Geidel IFOP IFOP modificado
0 21,32 8,46 13,38
1 19,26 9,71 14,09
3 17,45 12,20 14,87
5 16,05 12,39 14,89
8 16,44 12,53 15,00
11 17,79 13,21 17,03
15 21,67 16,84 19,64
21 32,56 28,64 29,35
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utilizado um método com destilacdo direta do misculo.

Acreditamos que o comportamento anormal se deve
a um artificio criado pelo processo de destilacao quando se em
pPrega o musculo diretamente. Provavelmente, nos periodos ini
ciais de estocagem em gelo, os sistemas enzimiticos do misculo
(possivelmente desaminases e eventualmente urease) estao ainda
ativos e, num curto lapso de tempo, desde a temperatura ambien
te até a ebulicao, essas enzimas conseguem desaminar aminodci-
dos ou hidrolisar uréia, aumentando o teor de BNV. Ja que tais
sistemas enzimiticos s3o bastante libeis ao curso de um par de
dias, podem perder sua atividade e nao influir mais no teste .
Esta explicagao se apoia no fato de que os métodos que utiliza
ram a precipitagao preliminar das proteinas e, portanto, inati
vagao de enzimas, determinaram teores de BNV sempre crescentes
como revelam as curvas da Figqura 8 .

A sugestao de se usar a precipitagao preliminar
de proteinas encontra respaldo quando constatamos que a utili
zagao da técnica de microdifusdo, com precipitacao com Aacido
tricloroacético, propicia dados de BNV sempre crescentes. Este
fato foi verificado em trabalhos realizados com peixes de agua
doce por LAHIRY et alii (1963) com Barbus dubious ,por MOORJA
NI et ali{(1958)com Barbus carnaticus, por DOKE et alii (1979)
com Tilapia mossambica e, em peixes marinhos por MENDES (1974)
com corvina (Mi{cropogon furnieni), robalo (Centropomus undecd

mafis), castanha (Umbrina canosail) e pescada amarela(Cysnocion

“acoupa) .
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Provavelmente em nossos ensaios com outras es
pécies ndo foi notado o fendmeno da inflexao da curva de evo
lugao de BNV, quando aplicado o método convencional, porque os
peixes ja tinham um certo tempo de estocagem ap0s a captura ,
acima de 5 dias,de modo que essa fase ja teria se passado.

Os trés aspectos ja observados nos testes com

sardinha foram também constatados neste teste com tilapia :

a) O método por destilacao direta do miisculo propiciou a
obtencao de teores de BNV superiores aos outros - méto
dos .

b) Os valores de BNV encontrados quando se utilizou o ex
trato sulfirico foram levemente superiores aos obtidos
com o extrato tricloroacético.

c) Para todos os métodos, as curvas de BNV . apresentaram
uma zona de quase constancia localizada entre o 39 e
89 dia de estocagem da til3pia em gelo. Logo apds esse
periodo, o teor de BNV comegou a subir, porém a .incli
nagao da curva nao é t3o acentuada guanto aquela obser
vada com sardinha. Este fato pode ser explicado pela
auséncia de Gxido de trimetilamina ou pela menor susce
tibilidade de se gerar amdnia nestas espécies. A deter
minagao de BNV & pouco recomendavel para avaliagao do

grau de frescor em peixes de agua doce.
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A evolugéo de BNV em curimbata eviscerado, es
tocado em gelo por 11 dias, € apresentada na Figura 9 e no
Quadro 19 .

As curvas apresentadas na Figura 9 denotam um
comportamento semelhante para os trés métodos utilizados. No

tou-se um decréscimo no teor de BNV até o 49 dia para logo au
mentar levemente até o 119 dia de estocagem. Esse comportamen
to diferenciado e com valores bem inferiores aqueles obtidos
por MAIA (1980) deveu-se possivelmente ao processo de conge
lamento que a matéria-prima teria sofrido antes da estocagem
em gelo. Provavelmente, a exsudagao de liquido com o desconge
lamento tenha arrastado compostos nitrogenados bem como enzi
mas hidroliticas.

A hipGtese acima baseia-se no trabalho de DOKE
et alii (1979) que constataram que a maior fonte de atividade
hidrolitica em peixe marinho, Harpodon nehereus, estava con
tida essencialmente no "drip", enquanto que em peixe de Aagua
doce, Tilapia mossambica, estava contida na pele.

Embora tenha atingido um nivel miximo de BNV
de 20,65 mg , apos 11 dias, o pescado apresentava-se visivel
mente deteriorado.

Em vista das observagdes acima, poderiamos di
zer que a determinagao de BNV talvez nio possa ser aplicada a

peixes submetidos ao congelamento prévio e logo estocados em

gelo para sua comercializagdao . Pode-se sugerir que estudos
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QUADRO 19. Determinacao de BNV em curimbata eviscerado

estocado em gelo.

Temoo em dias

BNV (mg N/100 g)

(dias) Lucke & Geidel IFOP IFOP modificado
0 18,52 13,86 15,19
4 16,49 11,14 13,05
7 17,98 16,20 17,09
11 20,65 17,13 17,81
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possam ser realizados no sentido de se verificar a correlagao
entre a determinagao de BNV e o efeito da exsudacdo de liqui
do pelo descongelamento. |

De qualquer forma, o objetivo principal deste
experimento , que consistiu em verificar se os trés métodos
mantinham as diferengas observadas com os outros peixes, foi

atingido .
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V. CONCLUSOES

A determinagao de BNV em pescado pelo método de Lucke & Gei
del tem pouca reprodutibilidade analitica e os resultados
sao notavelmente maiores (22%) em relagao aos obtidos pelo

método do IFOP.

No método de Lucke & Geidel & mais conveniente recolher-se
uma quantidade fixa de destilado (150 mL), que obedecer um

tempo de destilagao pré-fixado (25 minutos).

A solugao de acido sulfidrico 2,5%-sulfato de sédio 7,5% po
de ser empregada como agente precipitante de protelnas em

substituigcao ao dcido tricloroacético 5% .

A substituigao de Gxido de magnésio por solugdo saturada de

Borax & plenamente vidvel, dando resultados similares.

Para deslocar as BNV, durante a destilagdo, n3ao & convenien
te usar alcalinizantes que apresentem valores de pH superio

res a 10,5 .,

A presenga de uréia no miisculo de pescado aumenta o teor
original de BNV, devido d& hidrolise que se processa durante

a destilacao em meio alcalino.

A determinagao de BNV para avaliagdo do grau de deteriora
gao € pouco sensivel em pescados de agua doce, nio se de

tectando mudangas importantes mesmo apds varios dias de es

tocagem em gelo.
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8. A precipitacao preliminar das protefnas antes da determi
nagao analitica € uma medida imprescindivel para minimi
zar o acréscimo no teor de BNV por efeito do aquecimento

em meio alcalino .



88

VI. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

1. Estudo da aplicagdo do método para determinagdo de BNV em
pescado que tenha sido submetido ao processo de desconge
lamento, pois verifica-se uma not3vel diminuicdo no teor
de BNV, provavelmente pelo arraste de compostos nitrogena

dos volateis no liquido exsudado.

2. Estabelecimento de limites realistas de BNV em algumas es
pécies brasileiras de interesse comercial, baseados na
correlagao dos ensaios fIsicos, quimicos e organolépticos

levando-se em consideragao as modificagbes aqui propostas.

3. Desenvolvimento de novos métodos para determinagao de ba
ses nitrogenadas totais, inclusive compostos basicos nao
volateis que dispensem o aquecimento dos extratos de pes

cado.
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