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RESUMO

A presente pesquisa relata as condigoes analiticasje as apli-
cagoes de um novo método quimicovpara avaliacao do estado de fres
cor de pescados. O método foi denominado de Bases Totais (BT) pa-
ra diferencid-lo do teste convencional das Bases Volateis (BV).

Nos testes para o desenvolvimento do método, foram usadas as
sequintes esp8@cies: sardinha (Sardinefla aunrita}, cavalinha (Scom-
ben scombrus), corvina (M{cropogon fournieni), pescada-foguete (Ma
crodon ancylodon), corimbat8 (Prochilfodus reticulatus) e tildpia-hi
brida (cruzamento de honorum macho e nildtica fémea{g

A determinacgdo consiste na extragao seletiva dos compostos ni
trogenados b3sicos totais de miisculo de peixes com etanol absoluto
e Ca(OH], sBlido na relagdo de 1:3:0,08 (peixe:etanol:Ca(OH),). A
mistura, ap8s homogeneizacdo e filtragao, fornece um extrato con-
tendo as bases totais no estado livre que podem ser tituladas dire
tamente com HCI1,

A escolha do etanol absoluto e Ca)(OHL2 foi baseada em estudos
com diversos solventes e 8lcalis sblidos, a fim de obter extratos
com um teor minimo de subéténcias anfbteras que interferem na visu
alizagdao do ponto final da titulagao. A eficiéncia da extragao
com etanol « Ca(;OH)'_2 foi comprovada pela recuperagao quantitativa
do N de NH4C1, adicionado ao pescado, e também pelos teores de tri
meﬁilamina e Bases Voliteis (BV), determinados, comparativamente,
 por métodos independenﬁes.

A identificagao dos compostos individuais das BT foi abordada,

preliminarmente, determinando os compostos que reagem com ninidri-
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na.- Foi estabelecido que na sardinha 70,9% do N, do extrato, cor-
responde a amdnia e compostos contendo grupos amino primarios,
assim distribuidos: 47,6% de N de histidina, 10,8% de N amonia
cal e 12,6% de N de outros amino3acidos, particularmente lisina, ala
nina e glicina. Na gorvina e pescada, apenas 37,2 e 43,2% do N rea
giram com ninidrina, sendo que 25,1 e 32,3% eram de origem amonia-
cal, respectivamente. Nestes peixes, a contribuig¢ao do N da histi
dina foi inferior a 2% e o N de outros aminodcidos livres perfize
ram 10,3% na corvina e 9,1% na pescada. No corimbatd, 36,2% do N
reagiu com ninidrina, estando constituido por 12,2% de N amoriia-
cal; 10,0% de N da histidina e 14% restante foram feitos por ou
tros aﬁinoacid054

A dosagem das BT, em estudos de érmazenagem de pescado com ge-
lo, foi realizada em forma simultdnea com a dosagem das BV. Em sar
dinha, cavalinha e tildpia, armazenadas por treze dias, as curvas
das BT apresentaram uma inclina¢ao maior que as respectivas das BV,
acusando, de forma mais nitida, o avango da deterioragao. Em co-
rimbatd, a evolucao de amBos os testes foi quase que semelhante; e
na cor&ina e pescada, as curvas das BT foram menos demonstrativas
da perda de frescor que as BV.

Os valores de BT de pescados frescos encontram-se entre 20 e
50 mg de N-BT/100 g. Apds duas semanas em gelo, estes valores po-

dem se elevar acima de 100 mg de N-BT/100 g.
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SUMMARY

This research reports the analytical conditions and applica-
tion of a new chemical method for the estimation of the fresh-
ness of fish., It has been given the name "Total Bases" (TB) to
diferentiate it from the conventional test for Volatile Bases (VH.

The development of the present method was performed with the
following species: sardine (Sard{nella aunita), mackerel (Scombexr
scombnus), croacker (Micropogon fournieni) , weackfish (Macrodon an-
cylodon), corimbatd (Prochifodus reticulatus) and  hybrid-tilapia
(honorum-nil8tical .

The determination consists of a selective extraction of ni-
trogenous basic compounds from fish muscle with absolute ethanol
and solid Ca(OH{2 in the ratio: 1:3:0,08 (fish:ethanol:Ca(OH)zl.ﬂﬁ
mixture is homogenized and filtered, providing an extract with the
basic compounds in the free state so that they may be titrated di-
rectly with HC1,

The choice of absolute ethanol and Ca(OH)2 was based on tests
with several solvents and solid alkalis to obtain an extract with
a minimum of amphoteric substances that intefere with the end point':
of the titration.

The efficiency of the ethanolic = Ca(OHL2 extracfion was
demonstrated by the quantitative recovery of the N from NH4C1 add-
ed to the fish sample and also by the content of trimethylamine and
. other volatile bases determined for comparison by independent meth-
ods.

Identification of individual compounds in the TB extracts was
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first by determining which compounds react with ninhydrin. It was
established that, in the extracts of sardine, 70.9% of the N cor-
responded to ammonia and pfimary NH2—containing compounds . This
value was made up of 47.6% of N from histidine, 10.8% of N from
NH3 and 12.6% of N f;om other amino acids, mainly lysine, alanine
and glycine. 1In the extracts of croaker and weakfish, only 37.2
and 43.2% of N, respectively, reacted with ninhydrin, being made

up of 25.1 and 32.3% of N from NH Corimbatd extracts had 36.2%

30

of ninhydrin-reacting N, consisting of 12.2% NH, N, 10.0% histidine N.

3
The remaining 14% was from other amino acids.

The TB method was applied to studies of storage of iced
fish using also the VB method for comparison. Experiments with
sardine, mackerel and til8pia for 13 days showed that curves for
TB had a greater slope than the respective curves for VB, indicating
more clearly the progress of the spoilage. In corimbata the changes
of both tests with time were almost identical, while with croaker
and weakfish the curves of TB were less demonstrative of loss of
freshness than those for VB.

BT values in fresh fish are in the range of 20 to 50 mg of
TBN/100g. After 2 weeks in ice those values may reach 100 mg of

TBN/100g.



I. INTRODUGAO

A determinagao rapida e objetiva do estado de frescor de pes-
cados, continua a ser um dos maiores problemas para o controle de
qualidade da matéria-prima industrial.

O problema tem sido abordado por m&todos microbioldgicos, qui
micos e fisicos. Estes Gltimos tém mostrado utilidade como crité-
rios imediatos para a comercializagéo do pescado fresco, porém, pa
ra decisdes de caridter tecnolbgico na indlistria, ainda € necessa-
rio o auxilio de algumas determina¢des quimicas nao habituais.

Mesmo existindo um grande nimero de testes quimicos disponi-
veis, apenas sao empregados, corriqueiramente, a determinacao de
trimetilamina e das Bases Vol3teis e, ocasionalmente, de hipoxan-
tina. A explicagdo destas escolhas encontra-se na sua razoavel cor
relagao com o estado de frescor e, principalmente, na simplicidade
metodoldgica,

A éomplexidade da perda do frescoxr, faz com que determinagoes
muito especificas nao apresentem boa correlacgao com a realidade sen
sorial. Os testes quimicos que medem grupos de substancias, produ
tos de varias atividades deteriorativas, representam melhor a con-
dicao geral do frescor. Nestes, encontra-se a determinagao das Ba
ses Voliteis (BV] que permite registrar uma ampla gama de metabdli
tos da atividade end8gena (degradagao autolitica) e exdgena (degra
dagao microbiana).

H3 suficiente pesquisa para aceitar a idéia de que nao apenas
aS'basés voldteis, formadas pela amdnia e os seus derivados alquil

substituidos, metilamina, dimetilamina e trimetilamina, representam



os .compostos b3sicos produzidos na deterioragao do frescor. A li-
teratura relata a formagao de bases nao voliteis como histamina, ca
daverina, putrescina, butilamina, de bases puricas livres ou liga-
das ao fosfato, de aminoidcidos basicos, especialmente lisina e his
tidina, edeoutros metabolitos intermedidrios de carater bdsico que
se acumulam no sarcoplasma e nos fluidos intercelulares apls captu
ra. Se for possivel desenvolver um método capaz de avaliar o con-
junto de substa@ncias biAsicas geradas e nao apenas as volateis, dis
poriamos de um novo teste:de frescor abrangendo atividades multi-
plas, cujas somas se refletem na perda do frescor e, posteriormente,
na putrefagéo. O teste poderia ser chamado de Bases Totais (BT),
em qonfraposigﬁo s Bases VolAteis (BV).

Considerando que tal teste néo.existe‘relatado na literatura,
torna-se necessirio desenvolver uma metodologia analitica adequa-
da, como condigao primeira, antes de sua aplicagao, como critério
de frescor em pescados armazenados. Um problema basico a ser re-
solvido @ a avaliacao das bases por titulagao direta, j& que nao &
possivel empregar a destilacao. Convém salientar que o novo teste
nao & semelhante § determinagdo de nitrogénio nao protéico (NNP),
sendo que envolverd apenas a fragao de substéncias de carater basi
co, contidas no NNP.

Para atingir os objetivos, esta pesquisa pretende abordar os

seguintes aspectos:

- Estudo da extracao das BT com diversos solventes;

- Estudo da recuperagao de bases adicionadas no pescado;

- Efeito dos solventes na eliminagdo de interferentes da titulagao;
- Estudo dos alcalis especificos para liberagcao das bases em tempe

ratura ambiente;



- Estudo da inter-relacao entre NNP, BV, TMA e BT;

- Estudo da evolugao das BT e das BV em diversos pescados armazena

dos em gelo; e

- Analise qualitativa preliminar dos compostos que formam as BT.



II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao da bibliografia que se detalha a seguir foi
orientada as publicagaes que relatam a presencga de .compostos
com car&ter basico forte ou fraco, que eventualmente poderiam ser
determinados como "bases totais" nas condig¢Oes propostas na presen
te pesquisa. Naturalmente, por tratar-se de um teste novo, nao ha
informagoes diretas para serem aproveitadas como critérios de jul-
gamento da qualidade, porém podem servir como subsidio para inter-
pretacao das cifras, assim como para estabelecer comparagoes entre
os yaléres dos testes convencioﬁais e os valores das nossas pesqui
sas. .

Visto que as nossas experiéncias empregam o extrato do mate-
rial nitrogenado nao protéico (NNP) do misculo de pescado, parece
recomendivel examinar, primeiramente, as diferentes substancias que

tém sido pesquisadas nestes extratos.

2.1, NITROGENIO NAO PROTEICO DOS PESCADOS (NNP)

A fracao nitrogenada nao protéica €& feita por compostos de
baixo peso molecular, que estao dissolvidos no sarcoplasma dos mio
fibrilos e nos fluidos intercelulares. Sao substancias totalmente
soliiveis em Agua, porém para obté-las livres de proteinas e poOli-
peptideos, também soliveis em agua, & mais conveniente empregar so
lugoes Acidas, alcoois, acetona ou entao misturas destes extractan

tes (CONTRERAS, 1984 e KUAYE, 1982).



STANBY et afii (1944) sugeriram o emprego de etanol entre 65
e 70% como agente de extragao. MORGA (1975) descreve o método usa
do no Instituto de Fomento‘Pesqueiro, que emprega acido tricloroa-
cético 5% na relagao de 1:3 (peixe : extratante). KUAYE (1982) su
gere a extragjao com &cido sulflirico 2,5% em mistura com sulfato de
sddio 7,5% na relacao de 1:3 (peixe : extratante). Por qualquer
um dos procedimentos acima mencionados, a quantidade de NNP repre-
senta de 9,2 a 18,3% do nitrogénio total dos peixes telebsteos. Pa
ra a familia clupeidae (sardinhas, arenques,'manjubas), SIMIDU
(1961) relata de 16 a 18% de NNP. Nos peixes gadideos (merluza,ba
calhau) o mesmo autor cita valores entre 9 e 14% de NNP, e para os
peixes elasmobranqueos (cagobes e arraias) as porcentagens se ele-
vam para 33 a 38%.

BORGSTROM (1962) salienta que o teor de NNP dos crusticeos e
moluscos & maior que o dos peixes teledsteos chegando a ser 20%
do N total.

NETO (1984) pesquisou o teor de NNP na tildpia hibrida (cruza
mento entre nildtica e hornorum] encontrando valores de 294 mg de
NNP/100 g, o que representa 9,87% do N total, valor proximo do ci-
tado por SIMIDU (1961) em peixes de carne branca de origem marinha.
Os valores de NNP dos peixes de carne escura variam entre 290 e
440 mg/100 g (ENDO E SIMIDU, 1955; LUKTON & OLCOTT, 1958; ARARAQUI
% SUYAMA, 1966; e HASHIMOTO ef alii, 1979).

A percentagem de NNP varia com o tempo de estocagem em gelo.
Ha certa controvérsia sobre o destino dos compostos do NNP duran-
te a estocagem e sobre a validade desta determinacao como teste de
frescor. NETO (1984) encontrou que o valor inicial de 294 mg de

NNP/100 g apresentava uma diminuicgao continua chegando a valores em



torno de 240 mg apds 20 dias de manutengao das tilapias em gelo. A
tendéncia ao declinio do NNP pode estar relacionada com a lixivia-
¢do devida ao degelo (SHEWAN, 1962; e COB IIT et afii, 1973), po-
rém també&m pode ser resultado da utilizagao de alguns dos compos-—
tos do NNP por microrganismos, que os transformam em dcidos vola -
teis e aminas livres (LUDORFF & MEYER, 1973). SAKAGUCHI et afii
(1982) demonstraram que os misculos brancos do yellowtail (Seriofa
quinquenradiata) apresentaram 591 mg de NNP/100 g e que este valor
se manteve quase constante durante 40 dias de estocagem a 0°¢ em
condigOes estéreis. No primeiro dia determinaram-se 218 mg de NNP/
100 g e o valor s8 aumentou para 264 apds 33 dias de estocagem.

Outros autores (SIEE:RI‘,l%Zé VAREIA & WOJECIECH, 1956) relatam que o
NNP apresenta um aumento continuo atrav8@s da estocagem, atribuida
& proteBlise das proteinas dos miofilamentos e do: sarcoplasma cau-
sada pelas catepsinas numa primeira etapa e logo pelas proteases
de origem microbiana. WOOD et ali{ (1942) e RASMUSSEN (1950} che
gam a sugerir a determinag¢do de NNP, através da determinagao de ti
rosina, como Indice de frescor em peixes refrigerados.

MORGA (1975) :reestudando a determinagao de tirosina  encon-
trou que 640 mg de tirosina por 100 g de mfisculo era um valor limi
te para aceitagdo de pescada foguete (Macrodon ancylodon). O pei
xe fresco tinha 520 mg/100 g de modo qgue a variagao em varios dias
nao foi muito demonstrativa da perda dé frescor.

O critério atual & de n3o recomendar a determinagao global do
NNP como Indice de frescor. Entretanto, se a determinagao do NNP
global apresenta dlividas para se acompanhar a deterioragao, alguns
grupos de compostos, nele contidos, tém sido reconhecidos como de

grande valor para esta finalidade. Especialmente para nos, inte



ressam aqueles compostos que, apds sofrer tranformagoes  biogquimi

cas ou microbioldgicas possam gerar metabdlitos de cariter basico.

2.1.1. pegradacao de Nucleotldeos como Fonte de Amdnia

A amdOnia éoconstituinte mais comum dos musculos animais, re-
sultando daé desaminagoes normais do metabolismo celular. De acor
do com IDEKA (1980), SPINELLI (1971) e BURT (1977), a evolugao do
ATP muscular, apds a morte, leva a formagao de amdnia, bases pari
cas livres, inosina e hipoxantina, como pode ser apreciado no es-
quema da FIGURA 1. - A quantidade de amdnia produzida pela degra-
dagao dos nucleotideos musculares depende da extensao com que o
ATP foi desaminado antes da morte dos peixes.

Segundo STONE (1971) o esgotamento total do ATP ocorre entre
24 e 48 horas apds a morte. LUDORFF & MEYER (1973) apontam que o
término da fase de rigidez muscular (rigor mortis) coincide com o
desaparecimento do ATP.

TARR (1966] encontrou que o teor de ATP com peixes absoluta -
mente frescos, capturados sem luta, era de 5,0 a 8,0 u moles/g. Po
rém, varios autores tém relatado quantidades menores que 5,0 p mo-
les: SHAW et afii (1977) detectaram apenas 1,85 u moles de ATP/gem
um tipo de linguado, o "witch flounder" (GLytocephalus cynoglossuy
e KASSEMSARN et afii (1963) encontraram apenas 0,2 u moles/g em
haddock, lemom sole, plaice e outros peixes planos (linguados) .
Estes peixes sao capturados com redes de arraste, sistema que se-
gundo JONES & MURRAY (1962) causa uma grande exaustao do ATP.

Estas consideragoes precisam ser levadas em conta quando  se

determina bases voliteis (BV) como teste de frescor, ja que a



ATP —eoy ADP ——— 35 5-AMP > ADENOSINA
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v adenina ou adeno-
INOSINA < . sina aminoidro-

l' - lase

HIPOXANTINA <£

l
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FIGURA 1 - Degradagdo do ATP no misculo de pescado apds a morte

(IDEKA, 1980; SPINELLI, 1971 e BURT, 1977).

amdnia perfaz mais de 90% das BV (MOLTENO et afii, 1967). E
segundo o método de pesca, podem acumular-se quantidades relativa-
mente altas de amdnia, mesmo em peixe de captura recente. Parale-
lamente, o ADP e AMP acumulados durante o esforgo serao desamina
dos nos primeiros dias da estocagem, aumentando o teor de N-amonia

cal abruptamente.



UCHIYAMA et alidi (1970) relatam que a quantidade total dos
produtos de degradagao do AMP (inosina, inosina mono fosfato e hi-
poxantina) no misculo de yellowtail com alguns dias de estocagem a
OOC, encontrava-se entre 660 a 1.050 u moles/100 g. Na base des-
tes dados SAKAGUCHI et afii (1982) calcularam que apds desaminagao
total dever+se-iam obter entre 9,2 e 14,7 mg de N amoniacal/100 g.
Este valor coincide quase que exatamente com as BV por eles deter-
minadas nos primeiros 4 dias de estocagem do yellowtail, concluin-
do-se que a maior parte da amdnia, nos primeiros dias, provém da de
saminagdo intrinseca e n3o de contaminagdo externa. As enzimas que
participam da desaminagao dos nucleotideos e dos seus produtos se-
cunddrios tém sido detectadas'e‘caracterizadas na maioria dos pes-
cados de interesse comercial.

TARR E COMER (1964] detectaram em bacalhau as duas enzimas de
mator importdncia: a 5~AMP aminoidrolase e a adenosina aminohidro
lase, as duas concorrendo para a produgac de inosina. STONE
(1970] trabalhou com extratos de tré@s espécies. de salmao encontran
do, tamb&m, as duas enzimas acima mencionadas. Entretanto, no mas
culo de vieira (scallop) e de caranguejo, sd foi detectada a adeni
na aminohidrolase. DINGLE et alil{ (1968) nao detectaram, em lagos
ta, a 5-AMP aminohidrolase, no entanto, ARAI (1966) e CHIA-PING et
alii (1978) encontraram as duas hidrolases em miisculo de camarao.

SAINCLIVIER (1983) cita algumas pesquisas sobre a existéncia
de enzimas localizadas na pele dos pescados que desaminam a guani-
na com liberagao de grande quantidade de amdnia e atuando ainda em
temperaturas proximas a 0°c. Tais enzimas produzem, além do amdnia,
piridina e bases relacionadas,

DOKE et alii (1979) relatam que o bombay duck (Harpodon nehereus) con
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tém a maior parte das enzimas hidroliticas no liquido exsudado
(drip) ; entretanto, na til3pia mossambica a maior concentragao de
enzimas hidroliticas, incluindo as que liberam fosfato inorganico,
se encontram na pele.

2.1.2. Aminoadcidos Livres e Peptidios Musculares e sua Contribui-

cao na Formagao de Amdnia

Segundo SOUDAN (1965) o teor e tipo de aminoacidos livres nos
musculos de peixe fresco & caracteristico da espécie, apresentandb
algumas variagoes sazonais. O mesmo autor opina que mesmo existin
do uma certa evolugdo no teor de aminodcidos livres com o estado de
frescor, as variagoes nao tém um comportamento suficientemente re-
gular para serem adotadas como Indices de frescor.

Entretanto, os metabdlitos da degradagdo de amino8cidos, prin-
cipalmente aménia e aminas, prestam-se para acompanhar mudangas de

teriorativas (KUAYE, 1982; e MORGA, 1975].

2.1.2.a. Aminodcidos nao Prot@icos e Peptidios

Junto com os aminodcidos comuns das proteinas, os pescados a-

presentam quantidades elevadas de taurina, B-alanina e l-metil

histidina (SAINCLIVIER, 1983). A taurina existe livre, entretan-
to os outros dois aminolcidos fazem parte de um dipeptidios tipico
muscular: anserina. A B-alanina com a histidina forma o dipeptidio
carnosina (KRZECZKOWSKY, 1974). O mesmQ autor menciona outro ami-
nodcido nao protéico gerado a partir do desdobramento da creatina:

a sarcosina.
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CREATINA NH—CH,—COOH
I
CHy
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FIGURA 2 - Hidrdlise da creatina.

A creatina & uma base diaminada, portanto um componente com carac-
ter basico que existe em taxas elevadas, especialmente nas espé
cies de movimentagao r3pida (arenque, salmao, carpa). Ela tem uma
importante fungao bioldgica formando a fosfocreatina. IKEDA (1980)
relata que a creatina encontra-se em quantidades entre 160 a 720
mg/100 g, sendo mais concentrada nos masculos brancos que nos escu
ros. SAKAGUCHI et afii (1982) encontréu 528 mg/100 g na zona mus-
cular mais clara de yellowtail e 166 mg/100 g nos misculos escu-
ros. Os autores calcularam que a creatina contribui com 21 - 29%
do NNP. JACQUOT (1961) menciona o fato de que nos crusta-

ceos nao temsido detectada creatina.
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2.1.2.b. Aminoacidos Livres de Origem Protéica

Sequndo SHEWAN & JONES (1957), o miusculo fresco de bacalhau
contém entre 70 e 75 mg/l00 g de aminodcidos livres. Este valor
representa menos de 10% do NNP do misculo deste peixe. Em contras
te, no yellowtaili(dm peixe de carne escura) os aminolcidos livres
perfazem em torno de 60% de NNP (SAKAGUCHI, 1982). A histidina, =
gundo o mesmo autor, & de longe o aminodcido livre mais importante
neste peixe (1,160 mg/100 g] contribuindo sozinha com 53% do NNP.

Com poucas excegoes, os peixes de carne branca tém quantidades
pequenas de histidina contribuindo apenas com 0,1 a 7,0% do NNP
(SIMIDU, 1961; KIMATA, 1961). A histidina concentra-se em alguns
peikes na banda lateral escura que pode conter entre 200 e 400 mg
de histidiné por 100 g de carne (LUKTON & OLCOTT, 1958; ITO, 1957;
HIKIBI & SIMIDU, 1959) .

Um teor alto de histidina favorece a formagao de histamina que
em taxas elevadas pode causar intoxicagoes.

A histidina, tanto pela quantidade, em qué se apresenta, quan
to por ser um aminofcido Bb3sico, tem enorme interesse no desenvol-
vimento da presente pesquisa sobre um novo teste de frescor de pes
cados baseado na determinagao das substdncias b@sicas totais.

Os outros amindécidos contribuem no NNP com quantidades peque
nas. JACQUOT (1961) menciona que a. lisina livre existe em quanti-
dades em torno de 10 mg em peixes frescos. SAKAGUCHI (1982) en-
controu 22 mg/100 g musculo claro e 5 mg/l100 g no misculo escuro
de yellowtail. JONES, citado por SHEWAN & JONES (1957) relata que
o teor de lisina livre do bacalhau & sazonal variando de 13 mg no
inverno para 0 mg na primavera. A maior parte dos aminodcidos 1i

vres ocorre entre 0 mg e 30 mg/100 g.
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ApOs a histidina e lisina seguem-se em importancia a gli-
cina e alanina. Os aminoacidos menos concentrados sao a arginina,

acidos glutamico e aspartico e cistina (SAINCLIVIER, 1983).

2.1.2.c. Degradacao Geral dos Aminoacidos

A amdnia derivado dos amino&dcidos €& produzido abundantemente
nas dltimas fases da deterioracao dos pescados (LISTON, 1980). A
amonia produzida inicialmente pela degradagao de nucleotidios even
tualmente poderia ser reempregad® em certas sinteses, mantendo-se
num nivel esti3vel, ou ainda diminuindo (NETO, 1984). Porém, assim
que a atividade bacteriana aumenta o teor de amdnia se eleva abrup
tamente (SOUDAN, 1965; e LISTON, 1980). |

As reaéaes envolvidas na produgao de amdnia tém sido resumi-

das por BRAMSTEDT (1961), no seguinte esquema:

, .
AMINOACIDO

R aminoacido . R
| descarboxilase |
C?z CFZ + C02
H CI: NHZ CH2 NH2
COOH AMINA PRIMARIA

amino3cido
desaminase

] 1
oxidase
C'Hz + NH3 —===-a==’ CIH2
H=—C=0 COOH
ALDEiDO : ACiDO VOLATIL

FIGURA 3 - Formagao de amdnia e aminas a partir de amino&cidos.
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O mecanismo que leva & produgao de amdnia predomina quando o pH se
torna alcalino, desfavorecendo a atividade descarboxilasica. Por
qualquer um dos caminhos da degradagao, sao geradas substancias de
maior basicidade que o aminoadcido original. LAZLO (1975) cita nume
rosos exemplos de reagoes com aminodcidos especificos: a L-alanina
resulta em amdnia e piruvato, a L-cistelna produz amdnia, piruvato
e 8cido sulfidrico, o triptofano gera amdnia, piruvato e indol. Ou
tras reagoes foram compiladas por KUAYE (1982).

K medida que a desaminagao progridé, os aminodcidos vao sendo
repostos com maior ou menor velocidade pela hidrdlise das protei -
nas miofibrilares., SHEWAN & JONES (1957) demonstraram que quase
todos os aminoidcidos livres sofrem diminuigao com o tempo de esto-
cagem em gelo, com a not8vel excecao da lisina, que aumenta conti-
nuamente nos primeiros 10 a 12 dias. Os autores acreditam que as
proteases bacterianas hidrolisam a lisina terminal de um modo pre-
ferencial. Na opiniao de CASTRO (1973) e COBB et alidi (1973), a
diminui¢ao dos aminodcidos pode ter origem na lavagem de soliveis,
que inevitavelmente ocorre em pescados armazenados com gelo Esta
hip8tese tem base experimental pois, quando o misculo de pescado fi
inoéulado com pseudomonas e mantido refrigerado sem gelo, obser
vou—se um acumulo de leucina, valina, 3cido aspirtico e lisina
(SHEWAN & JONES, 1957].

Um fato interessante & a constatagao de que os aminodcidos 1i
vres mudam pouco ou nada em pescados conservados a 0°C sobre condi
¢oes est@reis. SAKAGUCHI (1982) constatou que apenas a glicina e
a lisina aumentaram no misculo de yellowtail durante 40 dias a &b,
concluindo que o papel das proteases musculares (autdlise) na gera

¢ao de aminodcidos livres & irrelevante. A mesma conclusao foi
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obtida para as desaminases de origem muscular. Por estas razoes,
deve-se enfatizar que o problema primordial dos pescados, como ali

mentos, estd@ ligado a sua qualidade microbioldgica (SHEWAN, 1971).

2.1.2.d. Formacdo de Aminas e Compostos relacionados

O aparecimento de substdncias basicas diferente éa amdnia po-
de ocorrer pela degradagao dos aminodcidos, dos nucleotidios ou de
outras substancias tipicas do misculo.

As aminas simples, timetilamina (TMA] e dimetilamina (DMA), pro
vém da mesma fonte: o 8xido de trimetilamina (TMA-O), um composto
qué contribui com 1 a 7% do NNP (MURATA ¢t alfidi, 1980). SOUDAN
11983[ relata que o atum contém apenas entre 0,1l e 2 mg de TMA-0O/
100 g, entretanto em peixes cartilaginosos (cagoes , arraias), o
TMA-O pode atingir 1500 mg/100 g. Segundo IKEDA (1980}, o TMA-O
provavelmente se forma da colina e das bBetainas, que sao bases de
amdnia quatern3ria abundantes nos flufdos celulares dos pescados.O
mesmo autor menciona que o TMA-O, com raras excegoes, nao se en-
contra a nivel de fitoplancto. SIMIDU (1961] postula um papel de
regulador da pressao osm8tica, semelhante ao papel que teria a
uréia nos peixes cartilaginosos j& que tanto o TMA-O como a urdia -
existem em taxas muito mais elevadas nos peixes elasmobranqueos do
que nos teledsteos.

A formagdo de TMA ocorre por agdo dos microrganismos reduta
se” e por enzimas dos prdprios tecidos. A primeira via é muito
mais importante. A DMA se forma s6 em algumas familias de peixes
(gadideos). A FIGURA 4 mostra as equagoes de formagao da TMA e

DMA, coletadas por CONTRERAS (1984).
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T™A-O . TMA
CH3 CH3
\\\\\ + Redutase \\\\
CH3 N .>-O e CH3-——-—— N: + H20
CH3 CH3
Redutase
CH3\\\\'
NH + HCHO
CH, /
DMA

FIGURA 4 - Formagao de TMA e DMA em pescados.

As aminas de cadeia longa se formam por atividade enzimética bacte
riana sobre amino8cidos, especialmente os aminoicidos - basicos.
RITCHIE (1980) esquematizou, de forma geral, a produgao de aminas
de cadeia longa, de acordo com a FIGURA 5.

Outro esquema foi proposto por BRAMSTEDT (1961), no qual a 1li
sina era descarboxilada para cadaverina e, ap8s virias etapas, ter-
minava em piperidina, uma base ciclica.

A amina mais importante da FIGURA 5 & a histamina que se for-
ma por descarboxilagao da histidina, notadamente nos peixes de
carne escura (SOUDAN, 1965). A descarboxilase da histidina &€ de

origem bacteriana, envolvendo Proteus morganii, que produz histamina
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Acido Glutamico €————] Proteinas > Histidina

v / \n l'

Glutamina - Arginina Lisina Histamina
v

Ornitina
v v v

Putrescina Agmatina Cadaverina
\ 4

Spermidina — Spermina

FIGURA 5 - Formagao de aminas superiores por degradagao de aminoa-

cidos.

e sauring (NERISSON, 1976). Outros microrganismos, com atividade
descarboxilisica, sdo Salmonella, Shigella dissenteriae, CRLOSERL-
dium penfringens e Eschernichia coli. Todos formam histamina usan-
do o dipeptidio contendo histidina (carnosina).

A histamina & produzida, principalmente, em peixes da familia
Scombridae (bonité, serra, atum e cavalinha), quando sao deixados
sem refrigeragao (2Q a 30°) por algumés horas. Nestas condigoes,
os milsculos podem atingir valores acima de 100 mg/100 g. KIMATA
(1961) relata que peixes mantidos a 17°C, durante trés dias, atin-
giram 354 mg/100 g. A 35°C, pelo contrario, foi produzida uma pe-

quena quantidade de histamina predominando-a formagao de amdnia.
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A contribuigdo das aminas de cadeia longa teria uma importan-
cia relativa na basicidade total,.pois elas aparecem .-nos ultimoses
tagios de decomposigdo, guando os peixes sao rejeitados pelos cri-

térios da avaliagao sensorial.

SAINCLIVIER(1983) afirma que a formagao de bases heterocicli-
cas pode ocorrer na éegradagéo de nucleotidios, notadamente na pas
sagem de adenosina para adenina e hipoxantina, como mostra a FIGU-
RA 6. A patrtir da guanosina podem-se geraf, também, as bases res-

-pectivas guanina e xantina.

2{{;0P°$PATO

osSiL

TRANSFERASE N7 N. apenase N7 N NH

L JJ A7 [ J+e
N / H20 N7 N

N
RlBOSE FOSF’ATO
5-ADENOSINA MONOFOSFATO 6 - AMINOPURINA b-HEppoxipupiNA"
(5-AMP) (ADENINA)Y [HIPOXANTINAY

-

FIGURA 6 - Formagdo de bases heterociclicas em misculos de peixes

durante a estocagem refrigerada..

2.2. METODOS QUIMICOS E FISICOS EM ‘CONEXAO COM A DETERMINACAO DAS

BASES TOTAIS (BT)

Aléq da determinagdao de NNP pelo método de Kjeldahl, ja comen
tado, outras trés determinagoes para avaliagao de frescor .tem algu
ma relagao de proximidade com o método proposto na presente pesqui

sa (BT).
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2.2.1. Determinacao das Bases Nitrogenadas Volateis (BNV)

O método BNV, ou simplesmente BV (Bases Voliteis), permite de
4terminar o teor de Nitrogénio Vol8til que pode ser destilado seja
do misculo de pescado diretamente (LUCKE & GEIDEL, descrito por
PEARSON (1976); MENDES, 1974; CiDA/FAO, 1977), ou de extratos de
misculo obtidos com etanol (STANSLY et afii, 1944); com Aacido tri-
cloroacé&tico (CONTRERAS, 1984; MORGA, 1975)] e com dcido sulfirdco
(KUAYE, 1982].

As substlncias vol8teis contendo nitrogénio sao deslocadas
por aquecimento e alcalinizagao suave -em valores de pH entre 9 e
10 usando 8xido de magnésio, hidrdxido de sBdio ou borato de sddio
(KUAYE, 1982).

REPOSST (1968], MOLTENO et alfii (1966) analisaram os 1i-
quidos da concentragado da 8gua de cola, na fabricagdao de farinha
de pescado concluindo que o material nitrogenado volatil continha:
amdnia, metil, dimetil e trimetilamina, além de outras duas aminas
nao.identificadas~provavelmente butilamina e propilamina. O N vo-
18t11 comumente & titulado com HCl & expresso em mg de BNV/100 gde'
amostra. O limite maximo de BNV (ou BV] para caracterizar os pes-
cados como aceit8veis ou inaceitB8veis para consumo humano situa-
se em 30 mg. Este valor encontra-se aprovado oficialmente no Ja-
pao (TOMIYAMA et ali{i, 1956); na Argentina (LUPIN & TRUCCO, 1978},
Austr8lia (COBB & VANDERZANT, 1975), na Alemanha (ANTONACOPOULOS,
1973) e no Brasil (Instituto Adolfo Lutz, 1976, Dipoa, 1974).

A determinagac de Bases Voldteis & o método para avaliagao do
frescor mais utilizado no mundo e, por esta razao, foi incluido co-

mo teste de acompanhamento do novo mé&todo (BT).
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2.2.2. Determinacao da Capacidade Tampao de Misculo Pescado duran-

te a Deterioracao

Entre 1930 e 1953, foi desenvolvida uma intensa pesquisa so-
bre a potencialidade da determinagao da capacidade tampao do miscu
lo como Indice de frescof.

CUTTING (1953{ cita e comenta os resultados das pesquisas an-
teriores (STANSLY & LEMON, GRIFFITHS & STANSLY, BEAUTTY & GIBBONS,
HJORTH-HAUSEN e outros] a fim de esclarecer os aspectos contraditd
rios relatados at@ entao. O m&todo aperfeigoado e padronizado por
CUTTING, para a&aiiar as variagSes da capacidade tampao de carne
durante o envelhecimento, se baseia na medigao do volume de HC1
N/60 gasto para levar o pH de 5 g de carne de peixe, desde um va-
loxr pré&~fixado em 6,0 para 5,3, 4,65 e 4,3. A capacidade tampao
na zoné alcalina foi avaliada por titulacao com NaOH N/60, regis-
trando os volumes gastos para atingir 7,0, 8,0, 9,0, 9,5 e 10,0. O
autor conclui que os volumes de &cido ou soda para um mesmo peixe
variavam muito, nao tinham uma relagao nitida com os dias de esto-
cagem e o tempo para atingir estabilidade do pH era prolongado de-
mais para testes rotineiros. Apds esta pesquisa, o teste foi defi
nitivamente abandonado,

Entretanto, & interessante para nossa pesquisa conhecer a sé-
rie de compostos tamponantes relacionados por CUTTING (1953). o
autor comenta que entre o 89 e 109 dias ocorreu uma diminuigao da
capacidade tampao da zona entre pH 4,3 - 4,65 e entre 4,65 - 5,3.
Tal decréscimo coincide, de perto, com o desaparecimento do ' TMA-O
(ng = 9,4) e aparecimento concomitante de trimetilamina (ng =

4,1) e especialmente com o abrupto aumento de amdnia (pKé = 4,7).
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Outras substancias de interesse na capacidade tamp3ao sao cer
tamente as proteinas soliiveis, os petidios, aminoidcidos e outros

compostos soliiveis mencionados por REAY et afi{i (1946).

2.2,3. EvolugEO'dO'pHiduranteiafDeterioragﬁo

O pH dos peixes rec8m-colhidos & da ordem de 7,0, dependendo,
grandemente, do esforgo feito na captura (AMLACHER, 1961). A car
ne escura dos peixes tem>um pH inicial em torno de 6,25, céntra um
valor de 6,85 para os miisculos brancos (SOUDAN, 1965).

A evolugdo do pH como Pndice de frescor baseia-se na formagaé
de dcido 1éctico durante o iigon montis, que diminui o pH e  logo
um éumento gradual, pela capacidade fampgo do misculo e pela forma
gao de substincias Bi3sicas por mecanismos enzimiticos e miérobiolé
gicos CLISTONlet alii, 1963]).

A correlagao entre pH e dias de estocagem & varidvel. NETO
(1984) demonstrou que .em til8pia hibrida nao hduve cérrelagao sig
nificativa em dois experimentos e altamente significativa em um
experimento.

BOTTA et alii (1978] relata que o capelin (Mallotus villosus)
armazenado em gelo tinha um pH inicial de 7,2, nao apresentou ne
nhuma queda prdpria da degradagao do ATP e nao mudou, quase nada,
durante 16 dias, data em que atingiu um pH de 7,28.

LAHIRY et alii (1963) encontrou que o pH inicial de varias es
pécies de &gua doce era de 6,4 a 6,9. Na estocagem em gelo nao
apresentaram grandes'modificagées atingindo valores de 7,0, apos

8 a 12 dias em gelo.



22

Aparentemente, os mesmos fatores que inviabilizam a aplicagao
da "capacidade tampao", como critério da avaliagao frescor, também
afetam a sensibilidade da medigao do pH, para refletir mudangas de
teriorativas. E necessdrio pesquisar métodos para eliminar as
substdncias de capacidade tampdo elevada, que mascaram as mudangas
do pH e que também impedem a determinagao das substincias basicas

totais por titulagao simples e direta.
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III. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Peixes

- Tilapia hibrida (cruzamento homorum macho com nildtica fémea);

1

Cavalinha (Scomben scombrus) ;

Sardinha (Sardinella aunita);

Corvina (M{icxopogon fournierni];

Pescada (Macrodon ancylodon); e
- Coriﬁbata (Prochilodus ﬁeticulatué).

O unico peixe coletado absolutamente fresco foi a tilapia hi-
brida, que foi obtida na Estagao Experimental de Pirassununga, SP.
Os outros foram adquiridos num frigorifico local na cidade de Cam
pinas, SP., sob encomenda e no melhor estado de frescor possivel,

dentro das condigoes normais de comercializagdo.

3.1.2. Reagentes
- Ca(OH)Z, MgO, ZnO e CaCO3, todos anidro (Merck):;

- Tolueno, heptano, etanol e metanol p.a. (Grupo Quimica);

~ Plrpura de bromocresol (Merck) 0,1% em etanol absoluto;

- Hidrocloreto de trimetilamina e cloréto de amdnia (Mallinckrodt);

- Tampoes de citrato de s6dio 0,4 N pH 3,95; 0,2 N pH 3,25 e 1 N pH
6,4 (Beckman); e

- Reagente ninidrina (Beckman).
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3.1.3. Aparelhos

- Liquidificador Arno, provido de um copo especial de 250 mL, que
dispensa o uso de tampa;

- Micro-bureta automatica para 5 mL totais, graduada em 0,01 mL;

- Evaporador rotativo (Fisatom){

- Agitador magnético (Fisatom];

- Destilador para Bases Volateis;

- Digestor e destilador de nitrogénio de nivel semi-micro;

- Analisador de amino3cidos Beckman, Modelo 119 CL;

- PotenciOmetro B-221 (Micronal};

- Balanga analftica (Ainsworth); e

- Balanga semi-analitica (Procyon].

3.2. MEBTODOS

3.2.1. Preparo das Amostras para Analise

No caso de tilapia, sardinha e cavalinha, foram separados fi-
lés de seis peixes, no minimo, tendo-se o cuidado de nao incluir zo
nas da barriga. Os filé€s com peles foram picados em aproximadamen
te 0,5 de lado, misturados e colocados em um becker imerso em ge-
lo, até o momento da andlise. Os peixes de maior tamanho foram fi
letados em nimero minimo de dois individuos. No caso de peixes
com escamas, foram descamados antes de obter-se os filés. A pele

foi mantida em todos os casos.
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3.2.2. Extracoes

Foram pesadas 25 g de amostra picada no prdprio copo do liqui
4dificador, adicionando-se, em sequida, os solventes até completar
100 g, isto &, obedecendo uma relagao 1:3 peixe:solvente. As mis-
turas foram homogeneizadas por éo segundos com velocidade maxima e
logo deixadas em repouso por 5 minutos. Em seguida, foram filtra-
das em papel de filtro qualitativo (Klavin), desprezando-se os pri
meiros 10 mL. O 1l¥quido passa claro, porém, ocasionalmente foi
necessario uma refiltragEo. Foram coletados, aproximadamente, 50

mL. O QUADRO 1 mostra os tipos de extratos que foram preparados.

QUADRO 1 - Extratos usados para pesquisa sobre determinagio de Ba-

ses Totais.

Identificacgao Peixe (g) + Solvente (g)

Extrato I 25 + 75 etanol absoluto
Extrato II 25 + 75 etanol 75%

Extrato III 25 + 75 etanol 66%

Extrato IV 25 + 75 etanol 66% contendo 2%

| de CaCl2
Extrato Vv 25 + 75 metanol absoluto
Extrato VI 25 + 75 Acido tricloroacético
5%
Extrato VII 25 + 75 etanol absoluto + 2 g

de Ca(OH)2 sBlido
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3.2.3. Analises Quimicas

3.2.3.a. Nitrogénio Nao-Protéico (NNP)

Determinou-se o teor de nitrogénio por digestdao acida de 2 mL
de cada filtrado, de acordo com o método AOAC n?l18026 de 1980. Nos
extratos etandlicos, o alcool foi evaporado antes da digestao, com
prévia adicao de uma gota de &dcido sulflirico para evitar perdas de

nitrogénio volatil.

3.2.3.b. Trimetilamina ‘(TMAJ)

Foi determinado pelo m&todo de DYER (1945), com modificagoes
MURRAY "& GIBSON (1972). Devido ao fato do mEtodo ter sido alte-
rado em alguns aspectos de importancia, & detalhaaa a seqifiéncia
completa coﬁforme seqgue:

Em 2 mL dos exfratos etanbSlicos, foi adicionada uma gota de
ATC 5% e evaporados a vdcuo. O resfduo foi recuperado em 2 mL de
ATC 5%, sendo adicionado, a seguir, 2 mL de formaldeido 20%, 10 mL
de heptano (ao invés de tolueno] e 3 mL de KOH.SO%, agitacao enér-
gica por um minuto; centrifugacdo e separagao de 5 mL para reagao
com dcido picrico 0,02 N que foi mantido em tolueno. A mudanga de
tolueno por heptano & muito favordvel pois evita a secagem do tolu
eno com Na,S0, anidro, o que foi demonstrado nesta pesquisa, cau-
sar pequenas perdas da TMA.

No extrato em TCA ndo foi necessario a evaporacao preliminar,
medindo-se diretamente 2 mL do extrato VI e continuando igual co-

mo com os extratos etandlicos.
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3.2.3.c. Bases Volateis (BV)

Foram avaliadas nas condigBes detalhadas por KUAYE (1982), ba

seadas no método do Instituto de Fomento Pesquero 4o Chile (IFOP).

3.2.3.d. Bases Totais (BT)

0 método assim denominado nesta pesquisa, teve diversas se-
gliéncias analiticas que formam parte do objetivo deste  trabalho.
Por este motivo, a determinagao das BT & detalhada mais especifica-

mente, como segue:

- Determinacl3o das BT nos Extratos I e TV

Em 20 mL dos extratoé foram adicionados, separadamente, lgde
Mgo, CaCOle, Zno e CaCO3 s8lidos, e a mistura foi mexida num agi-
tador rotativo por dez minutos e logo filtrada em papel qualitati-
vo, até coleta aproximada de 15 mL. Uma aliquota de 10 mL foi di-
lufda com Agua destilada até 50 mL, adicionada de 0,2 mL de indica
dor plrpura de Bromocresol Q,1% e titulada com HC1 0,02 N. A cor
do indicador varia desde roxo azulado (basico) para verde (neu-
tro] e amarelo (dcidoj. O ponto final escolhido foi o verde amare
lado/(verde 1limdo), que corresponde a um pH entre 5,6 e 5,8.

Os brancos foram preparados diluindo o solvente usado na ex-
tragao, com uma quantidade de &gua o mais prdxima daquela que se-
ria fornecida pelo peixe (item 3.2.4.).'A20 nL. desta mistura foram

adicionados, separadamente, 1 g de Mgo, Ca(OH)z, ZnO ou CaCo, e

3
processados da mesma forma que as amostras. O gasto de HC1l 0,02N
por cada 10 mL do branco, foi descontado do gasto das amostras.

Em alguns experimentos, o extrato IV (etanol 66% contendo 2%

de CaCl,), fol reajustado com etanol absoluto para dar o mesmo teor
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de agua do extrato I (item 3.2.6.).

- Determinacao de BT no Extrato VI

Este extrato se encontra em meio aquoso, por isso precisa ser
adicionado de etanol a fim de iguald-lo com o extrato I. A alcali

nizagao e titulagao foram semelhantes aos extratos I e IV.

- Determinacao de BT no Extrato VII (Método Rapido)

Corresponde a uma modificagao do extrato I e consiste na adi
cao direta de 2 g de Ca(OHI2 no copo contendo 25 g de peixe e 75 g
de etanol absoluto, homogeneizacao da mistura por 90 segundos. A
extragao e alcalinizagdo ocorre em uma s operacdo, de modo © que
apds filtragdao o lIquido pode ser titulado sem ouﬁros tratamentos.
A titulagao foi realizada de modo semelhante aos extratos I e 1IV.
Os brancos consistiram na mistura de 2 g de Ca(_OH)_2 com 75 g de
etanol e dgua, na mesma pProporgio que ocorre nas amostras, baten-
do no liquidificador por 30 segundos e terminando o procedimento
igual como nas amostras.

Em qualquer uma das extragoes o valor das BT foi obtido pela

formula:

- (mL HCl amostra - mL HC1l branco) x N HCl x 14 x 100

BT (mg N/100 qg) =

Peso peixe na aliquota titulada

3.2.4, Estimativa do Volume Total da Fracao Liquida e da Concentra-

cao de Peixe por mL

As andlises de BV, BT, NNP e TMA foram realizadas em aliquo-

tas da fase liquida resultante da mistura de 75 g do solvente com
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a agua de 25 g de pescado. A quantidade de agua fornecida por 25
g de pescado, depende do tipo de pescado. Apds vaArias determina-
goes preliminares, foi considerada uma média de 80% de agua para
peixes magros (pescada, merluza e outros), logo 25 g fornecerao 20
g de agua e o peso da fragao liquida serd entao 95 g (75 g do sol-
vente + 20 g da agua do pescado). Para peixes gordos e semi-gor-
dos, foi considerada uma média de 75% de agua, logo 25 g fornece-
rao 18,75 g de Agua, que somadas ao solvente darao 93,75 g (75 +
18,75). Este método elimina a necessidade de filtrar, quaﬁtitati-
vamente, as amostras, para o qual & necessirio lavar os copos e a
hélice do liquidificador, além do residuo no filtro, o que pode in
troduzir erros maiores. Entretanto, se o peso da fragao liquida
total pode ser obtido facilmente, é.hecessario conhecer, também,
o seu volume total, pois as determinagoes quimicas foram feitas
nesta base. Para tanto, foram pesados 50 mL dos filtrados da ex-
tragdo I de sardinha e pescada e os pesos obtidos foram converti-
dos para 93,75 g e 95 g, dando 111,47 mL e 112,65 mL, respectiva-
mente. Considerando-se que os solutos das 25 g de pescado devem
encontrar-se dissolvidos nos volumes acima mencionados, entao, ca
da mL correspondera a 0,224 g e 0,222 g de pescado, respectivamen-
te., Com estes valéres foram calculados os teores de BV, BT, NNP e
TMA por 100 g de pescado,

Para os outros extratos do QUADRO'l, foram feitas as mesmas
andlises e cdlculos, dando para sardinha (peixe tipico gordo) e pes

cada (peixe tipico magro) os valores do QUADRO 2.



QUADRO 2 - Valores da fragao llquida em peso e volume e concentragao de peixe (g/mL), pa-

ra os diversos solventes usados na extragao de misculos de pescado.

Peso Fragao Liquida Volume Fracao Liquida

Identificagéo - (g9) (mL) g peixe/mL

do Extrato p.gordo p.magro p.gordo p.magro p.gordo p.magro
Extrato I 93,75 95,00 111,47 112,65 0,224 0,222
Extrato II 93,75 95,00 105,69 106,74 0,237 0,234
Extrato III 93,75 95,00 103,84 104,85 0,241 0,238
Extrato IV 93,75 95,00 102,97 104,24 0,243 0,240
Extrato V 93,75 95,00 111,45 112,84 0,224 0,221
Extrato VI 93,75 95,00 92,13 93,38 0,271 0,268
Extrato VII 93,75 95,00 111,00 111,76 0,225 0,224

0t
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3.2.5. Ensaio de Recuperacao de Amdnia adicionada como NH4Cl, para

avaliar a Eficiéncia do 2Zn0O, MgO e Ca(OH)2 na liberacao do

Nitrogénio Basico

Em 25 g de carne de sardinha (pesados em duplicata), foram
adicionados 0,5 mL dé uma solugao de NH4C1, 1,25 N e completados
até 100 g com etanol absoluto. Os lotes foram homogeneizados e
filtrados de acordo com o item 3.2.2.. Do liquido, foram separa-
das trés aliquotas de 20 mL e adicionadaé de 1 g de ZnO, de MgO e
de Ca(OH),, respectivamente. Apds agitacao e filtragao, foram ti;
tulados 10 mL para estimagao da basicidade (Mz) correspondente a
soma de N-amoniacal mais N—basico do peixe. Outra amostra foi pro
cessada de forma semelhante, porém, sem adicao de NH4C1, para esti
mar somente a basicidade do peixe (Mli. Uma outra preparagao con-
sistiu na mistura.de 0,5 mL de NH,Cl, 1,25 N, com 18,75 g de agua
e 74,5 g de etanol absoluto. Ap8s agitacao da mistura com Zno,
MgO e Ca(DHIz, foi determinada a basicidade do N-amoniacal libera-
do do NHACl CAlI.

Os brancos (B) nao contém NH4C1, nem peixe e foram preparados
misturando 18,75 g de agua e 75 g de etanol absoluto. O 1liquido
foi logo agitado com ZnO, MgO e Ca(_OH)2 a fim de estimar a contri-
buigao destes alcalis na basicidade total.

Finalmente, 10 mL da solugao A, foram destilados com NaCH,
num destilador de nitrogénio, para conhecer a quantidade absoluta
de N (A,]).

A basicidade das amostras e dos brancos foi expressa como vo-
lume de HC1l 0,02 N gasto na titulagao de 10 mL do filtrado.

A percentagem de recuperagao do N do NH,Cl foi calculada pela

fOrmula:
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% de N recuperado = ———— x 100

E a recuperagao nos sistemas com pescado foi obtida pela for-

‘mula:

% de N recuperado = ——— 'x '100

3.2.6. Influéncia da Percentagem de Agua do Etanol no Valor das BT

Foram preparadas cinco extracoes de sardinha com etanol abso-

luto (Extrato I) e cinco com etanol 66% contendo 2% de CaCl (Ex-

2
trato IV). Os cinco filtrados de cada preparagao foram misturados
(volume totai em torno de 380 mL) e divididos em aliquotas de 20
mL em tubos com £ampa de rosca. Os tubos com Extrato I receberam
o0; 0,5; 1,6; 2,9; 4,3; 5,8; 7,6 e 9,7 mL de agua destilada, obten-
do-se, assim, percentuais de &3gua pr8ximos de 20, 22, 26, 30, 34,
38, 42 e 46%, respectivamente. Nos tubos com Extrato IV foi ::adi-
cionado suficiente &lcool absoluto para reduzir o teor de &gua des
de o valor inicial de 44,25 até 20%. A seguir, foi adicionado 1 g
de Ca(OH], por tubo e, ap8s agitagdo e filtragdo (item 3.2.2.), 10
mL foram titulados com HC1l 0,02 N, O volume gasto foi reexpresso

em amostra sem diluigao, multiplicando por 1,025; 1,08; 1,145;

1,215; 1,29; 1,38 e 1,485, respectivamente. Estes fatores foram

obtidos da relagao: amostra diluida com etanol : amostra original.
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3.2.7. Influéncia da Quantidade de MgO ou Ca(OH), no Valor das BT

Foi determinada nos extratos I e VI (TCA), por adiqéo de quan
tidades crescentes de MgO ou Ca(OH)z, desde 0,2 até 2,0 g em 20
mL dos extratos. Os tubos foram agitados por 10 minutos, filtra-

dos e titulados.

3.2.8. Influéncia do Tempo de Agitacao do Alcalinizante no Valor

das BT
Em aliquotas de 20 mL dos extratos I e VI, foi -adiwionado
1 g de MgO ou Ca(OH)Z e agitado desde 2,5 até 60 minutos. Nos

primeiros 10 minutos as titulagSes foram feitas a cada 2,5 minu-
tos, logo aumentadas para perfodos de 5 minutos até completar 30

minutos. Uma ﬁltima‘medigéo foi feita apbs 60 minutos.

3.2.9. Estudo de Composicao dos Extratos por Cromatografia de Tro-

ca Idonica e Reacao com Ninidrina

Foram examinados quatro extratos dos peixes mais representa-
tivos desta pesquisa: pescada, corvina, sardinha e corimbata.

O preparo da amostra para injegao no autoanalisador de aminoé
cidos foi a seguinte: mediu-se um volume dos filtrados contendo
10 mg de NNP. Neles foi adicionada uma gota de HCl 0,1 N, para fi
xar as aminas, e o liquido foi evaporado a viacuo. O residuo foi
recuperado em 1 mL de tampaoc citrato de s6dio 0,4 N e aplicado
0,1 mL (1 mg de NNP) para fracionamento.

A cromatografia dos aminoadcidos e outras substancias positi-
vas d ninidrina foi realizada num aparelho Beckman modelo 119 CL

com coluna catidnica W3H Beckman de 220 x 6 mm. A operagao foi
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feita com temperatura programada desde 50° a 65°C, em 90 minutos.

A eluicao foi realizada com os seguintes tampoes:

a) Citrato de s6dio 0,2 N pH 3,5;

b) Citrato de sd6dio 0,4 N pH 3,95; e

c) Citrato de sddio 1,0 N pH 6,40.

A identificagao dos picos e sua quantificagao foi obtida por compa
ragao ‘com uma mistura padrdo de aminodcidos e amdnia. Os picos nao
coincidentes nao foram calculados.

O padrao de aminoacidos e amdnia continha 0,005 u moles de ca
da aminodcido em 0,1 mL. Nos aminodcidos neutros, 8cidos e na amd
nia, 0,005 u moles correspondem a 0,07 mg de N (0,005 x 14); na
histidina a 0,21 mg (0,005 x 3 x 14); na lisina a 0,i4 mg (0,005 x

2 x 14) e na arginina a 0,28 mg de N (0,005 x 4 x 14).

3.2.10. Evolucao das Bases Totais e das Bases Volateis em Pescados

armazenados em Gelo por 13 dias

Lotes de aproximadamente 10 kg de sardinha, cavalinha, pesca-
da, corvina, tilapia e corimbatd foram misturados com gelo na pro-
porgao 1:2 (peixe : gelo) em caixas de isopor com drenagem no fun-
do. O gelo foi adicionado diariamente para compensar as perdas do
degelo.

As amostras. foram coletadas apds 0, 3, 5, 8, 11 e 13 dias e
preparadas para as determinagoes analiticas de acordo com o item
3.2.1.. A til3pia e o corimbatd foram analisados no extrato IV e
0s peixes marinhos no extrato VII (item 3.2.3.c. e d.).

No caso da sardinha e cavalinha, foram realizados testes pa

ralelos utilizando somente o filé dos peixes, colocados em sacos de
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plasticos e acomodados na mesma caixa com gelo em gue se encontra-

vam os peixes inteiros.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro problema abordado nesta pesquisa foi escolher (o]
solvente mais adequado para extragao do conjunto de substancias
com carater b3sico que denominamos "Bases Totais" (BT). A Jjulgar
pela literatura, as BT devem ser uma mistura de amdnia, aminas pri
marias, secundidrias e tercifrias, aminas ciclicas da degradacgao de
nucleotidios musculares, aminodcidos com cardter bisico, creatina,
Ooxido de TMA, alguns fons inorglnicos de cariter basico e outras
substancias de menof importancia.

J3i que o propdsito desta pesquisa & avaliar a basicidade do
extrato como um todo através de titulacao direta, alguma substén-
cia especifica deve ser escolhida para acompanhar a eficiéncia da
extragao. A trimetilamina (TMA], uma base tipica dos pescados,
presta-se perfeitamente para esta finalidade. As bases volateis
(BV] que por definigdo integram as bases totais (BT), também sao
Gteis como monitores da extragdo., Por ltimo, a determinagdo de
nitrogénio nao prot@ico (NNP), € um acompanhamento necessario para

se ter uma base de comparagdo entre os extratos.

4.1. ENSAIOS DE EXTRACAO POR SOLVENTES

O QUADRO 3 mostra os resultados da extracao de carne de sar-
dinha com etanol (absoluto, adicionado de agua e adicionado de
agua e CaCl,), com metanol e com o acido tricloroacético 5% (TCA)

que & usado convencionalmente para NNP em pescados.
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QUADRO 3 - Teores de Nitrogénio Nao Proté€ico, N-TMA e Bases Vola
teis em extratos de sardinha (Sandinella aunita), ob-

tidos com diferentes solventes (valores em duplicatas).

Identificagao
NNP/100g N-TMA/100g BV/100g
do extrato

313,2. 1,60 : 15,6
I) Etanol Absoluto
310,8 1,58 15,4
o 349,2 1,56 15,6
II) Etanol 75% _
’ - 341,3 1,62 15,6
362,3 1,58 15,4
ITI) Etanol 66%
367,1 l,61 15,7
318,5 ' 1,60 15,8
IVl Etanol 66% com CaC12 2%
320,2 1,56 15,5
- 364,6 1,54 15,3
V). Metanol Absoluto
358,3 1,60 15,6
460,5 1,56 15,1

VI) Acido tricloroac@tico 5%
466,7 1,59 15,2
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Do QUADRO 3 , deduz-se que as bases monitoras TMA e BV foram
extraidas com igual eficiéncia em qualquer um dos solventes testa
dos. Portanto, pode-se aceitar que as outras bases sejam também
extraidas na mesma extensao. A {lnica variagao importante ocorreu
com o NNP que foi fortemente influenciado pela natureza do solven-
te. Considerando que os teores de N-TMA e BV s3dao semelhantes em
todos os extratos, entao, quanto mais reduzido seja o teor de NNP,
menor quantidade de impurezas contera o extrato. Por essa causa,
apenas os extratos I e IV continuaram sendo pesquisados. O extra-
to VI foi mantido como maneira de comparagao, em alguns ensaios

posteriores.

4,2, LIBERACAO DAS SUBSTANCIAS BASICAS POR ALCALIS SOLIDOS

A titulagao imediata dos extratos I e IV com HC1l 0,02 N, nao
registrou gasto de 3cido, pois o pH destes estava em torno de 5,9,
na zona de viragem do indicador “purpura de bromocresol" (item 3.
2.3.4.). Entretanto, a presenca de TMA e BV ficou confirmada por
testes especificos, logo as bases estao, provavelmente, neutraliza
das por compéstos anfbteros ou por 3cidos organicos (acético, pro-
pibnico e especialmente l3tico] dos tecidos. Para evidencia-las &
preciso libera-las, porém n3do por destilag¢dao na presenga de NaOH,
pois nesse caso sb6 seriam avaliadas apenas as Bases Volateis. E
preciso adicionar um &lcali, que possa ser removido por filtragem
ou centrifugagao, para que © mesmo nao consuma HCl, na titulagao,
falseando os resultados. A condigao primaria & que o alcalinizan-

te para liberacao das Bases Totais seja praticamente insoliivel no
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meio etandlico, fornecendo ions OH de forma estritamente controla
da. Entré as substdncias que podem ser escolhidas, temos: CaCO3,
Zn0, MgO e Ca(OH)z. Para verificar o comportamento destes agentes,
os extratos I e IV foram tratados com 1 g de cada uma das substdn-
cias alcalinizantes. e processados para titulacido das Bases Totais,
conforme o item 3;2.3.d.. O QUADRO 4 apresenta os valores da ba-
sicidade dos extratos de sardinha com os quatro alcalinizantes acam
panhados dos brancos respectivos para se conhecer a contribuicgao

do alcali puro na basicidade total.

QUADRO 4 - Basicidade total dos extratos I e IV de sardinha (em
mL de HC1 0,02N/10 mL do extrato), obtida com diversos

alcalinizantes sdlidos.

Extrato I : Extrato IV
Alcali
Branco Amostra BT Branco Amostra BT

(b) (a) (a-b) (b) (a) (a-b)
CaCO3 0,0 0,0 0,0 0,02 0,8 0,6
Zno 0,05 4,78 4,73 0,15 5,2 5,05
MgO 0,05 5,80 5,75 4 0,28 8,8 8,52
Ca(OH)2 0,05 6,20 6,15 0,35 11,0 10,65

Do QUADRO 4 deduz-se que o CaCO, nao conferiu aos extratos ne

3
nhuma basicidade, provavelmente pelo limitado teor de agua no eta-

nol. Os outros agentes apresentaram boas perspectivas de aproveita
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mento, especialmente se usados com o extrato I que deu brancos pe-
quenos e uma certa semelhanca no valor das BT. Pelo contrario, o
extrato IV, que contém mais agua, deu brancos muito altos, acusan-

do uma dissolugao excessiva do dlcali.

4.3. AVALIAGAO DA EFICIENCIA DA EXTRAGEO E DA LIBERACAO DAS BT

Se aceitarmos que os valores do extrato I estejam mais proxi-
mos da realidade, qual dos trés valores (ZnO, MgO e Ca(OH)z) reprg
senta melhor o teor das Bases Totais? Pelo fato do teste ser no-
vo, nao existe, por enquanto, um valor numérico para servir de refe
réncia. O idnico elemento orientador pode ser a adigcao de uma base
conhecida no extrato etandlico e avaliando a sua contribuigcdao na
basicidade total antes e ap8s tratamento com os diversos alcalis.

O QUADRO 5 mostra os resultados da adigao de NH4C1 a um ex-
trato de sardinha, obtido pelo m@todo I (contém aproximadamente 8%
de etanol). Os brancos respectivos aparecem detalhados em cada ca
so (M8todos item 3.2.5.).

Os resultados do QUADRO 5 revelam que a liberacao do N basi-
co do NH4C1 por alcalinizagdo, com ZnO e MgO, & temperatura ambien
te, € incompleta e ficou longe do valor 2,8, correspondente a quan
tidade absoluta do N. Com Ca(OHJ, a recuperagao foi excelente fi-
cando acima de 90%, tanto para o sistema puro, quanto para o siste
ma com pescado. Neste {iltimo porém, a recuperagao & aproximadamen
te 2,5% inferior ao sistema puro.'

Considerando que a recuperagao do N basico do NH4C1 com Ca«xnz
& quase que total, pode-se aceitar que a recuperagao de outras ba-

ses seja também elevada, pois elas tém cadeias alifiticas (histami
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na, putrecina), ou tém um cariter orgdnico mais acentuado por tra-
tar-se de bases ciclicas, esta condigao aumentaria a sua solubili-

dade em etanol.

QUADRO 5 - Recuperaéao de N bdsico adicionado na forma de NH,Cl e
alcalinizado com NaOH, ZnO, MgO e Ca(OH)z. A basicida

de (em duplicata)] est3 expressa em mL de HCl 0,02N.

Basicidade dos Tratamentos com

Misturas
: Destilagao

- com NaOH Zno MgO Ca(OH) ,
' 2,12 2,47 2,68
1. NH4C1+etanol 80% (All e 2,08 2,51 2,72
- ' C 0,02 0,05 0,06
2. Etanol 80% (B) —_ 0. 01 0,05 0,06
N . o 4,63 5,52 6,05
3. Egtrato sardinha CMl) —_ 4,58 5,58 6.05
4, NH4Cl+ Extrato sardi- o 6,60 7,85 8,66
nha (le 6,69 7,80 8,62
5. NH4C1+NaOH (A2)_ 2,80 _— —_— —_

Recuperagao de N basico ’
adicionado em solugoes _ 74,46 84,28 94,28

puras (%)

Recuperag¢ao de N basico
adicionado em extrato —_— 72,85 81,25 92,50
de peixe (%)
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4.4. INFLUENCIA DA PERCENTAGEM DE AGUA DO ETANOL NO VALOR DAS BT

Um parametro da maior importancia para liberacao das substan-
cias basicas, parece ser o teor de 8gua na fase etandlica. No ex-
trato I esse valor est3d em torno de 20% e no extrato IV em tornode
45% (Métbdos item 3.2.4.). No QUADRO 4 , os valores das BT, obti-
dos com o extrato IV, foraﬁ maiores que os do extrato I, parecendo
indicar que a presenga de mais 8gqua admite quantidades maiores de
material anfdtero, que causa uma viragem mais demorada na zona de
pH 6,0 - 6,3 (cor verde).

Para esclarecer a influéncia da percentagem de Agua, foi fei-
to um ensaio mudando a concentragao de &gua em forma progressiva,
seja por adigao de etanol no-extrato IV ou adigcao de agua no extra
to I (Métodos item 3.2.6.). Os resultados sao mostrados na FIGU-
RA 7.

Do exposto na FIGURA 7 , deduz-se que ambas as curvas conver-
gem para uma zona de valores mais ou menos constante de BT, zona
compreendida entre 20 e 26% de dgua. Acima destas percentagens, cs
valores de BT sao algo irregulares apresentando um aumento mais
acentuado. Valores abaixo de 20% nao foram testados, pois o uso
de mais etanol absoluto na extragao carrega muitos lipidios que deo
solugOes tiarbidas durante a titulagao.

A FIGURA 7 mostrou tamb@m que se adicionar suficiente etanol,
para diminuir o teor de &gua no ektrato IV, os seus valores tor-
nam-se semelhantes aos do extrato I, podendo ser usado para as de-
terminagaes de BT. De fato, este extrato foi usado nos primeiros

estudos sobre evolugao de frescor em peixes de Agua doce.
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—ux— Extrato Etanclico I

~—ae— Extrato Etanolico IX

0.0
18

22 26 30 34 38 d2 de

TEOR DE A6UA NO ETANOL (%)

PIGURA 7 = Influéncia do teor de Agua do etanol na quantidade de

substincias bdsicas liberadas por agitagao com Ca(OH) ,.
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4.5. INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE ALCALINIZANTE NO VALOR DAS BT

Em todas as provas até aqui detalhadas, foi usado 1 g de MgO
ou Ca(OH)2 para 20 mL do extrato de peixe. Entretanto, um estudo
posterior mostrou que ndo era necessdrio tanta quantidade, como &
mostrado na FIGURA 8.

Da FIGURA 8 percebe-se que j& com 0,3 g de MgO ou Ca (OH) ,.,
sao obtidos valores mais ou menos constantes de BT. Com quantida-
des acima de 1,5 g, hi uma ligeira diminuig&o nos valores das BT,
fato que talvez & devido 8 adsorgao das substlncias bisicas no ex-
cesso de 3lcali s8lido. Na mesma FIGURA, mostra-se, com fins com-
parativos, o que ocorre com o extrato em TCA (extrato VI) quando
a ele & adicionado suficiente etanol, para atingir um teor de Aagua
proximo de 20% e logo adicionado MgO ou Ca(DH)z, para liberar as
bases,

Surpreendentemente, o extrato em TCA, com etanol, permitiu
titular as BT, dando valores algo maiores que os obtidos na extra-

cao com etanol puro,

4.6. INFLUENCIA DO TEMPO DE CONTATO (AGITAGCAQ) DO ALCALINIZANTE NO

VALOR DAS BT

Junto com o estudo da quantidade minima de alcalinizante, foi
estudado o tempo de agitagao dos extratos, para se atingir a estabi
lizagao no teor de BT.

Na FIGURA 9 aparecem as curvas de titulagao dos extratos des

de 2,5 minutos até 60 minutos.
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FIGURA 9 - Influéncia do tempo de agitagao na quantidade de substén

cias basicas liberadas com Ca(OH), e MgO.
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Comprovou-se que nao € necessario agitar mais de 10 minutos,
pois a constancia na basicidade se consegue ja nos primeiros 5 mi-
nutos. Aparentemente, a quantidade de Ca(OH)2 ou MgO que se disso
cia no etanol com 19% de &gua, & t3ao pequena que o equilibrio se

atinge quase que instantaneamente.

4.7. MODIFICAGAO DO PROCESSO PARA REDUGAO DAS ETAPAS ANALITICAS

Até aqui, o procedimento analitico para BT tem constado de
trés etapas: extragao, liberagao e titulagdo; sendo de qualquermo
do mais simples que a determinagao de BV, no qual a liberagao é
feita por destilagdo. Foi pensado que se a liberacdo das BT pudesse
ser feita durante a prdopria extragao, o processo ficaria reduzido
apenas a duas etapas. Seria um teste realmente mais rapido e sim
ples que as BV. Para tanto, o Ca(Dle foi adicionado junto com o
pescado e o etanol (3.2.3.d.). Inicialmente foram analisados qua-
tro espécies de peixés registrando-se o NNP, as BV, TMA e as BT.
O método de duas etapas foi realizado junto com o de trés etapas.
Os resultados aparecem no QUADRO 6.

Do QUADRO 6 pode-se concluir o seguinte:

a) O método r8pido extrai menos NNP em todos os peixes.

b) Os dois méﬁodos extraem, inicialmente, quantidades semelhantes
de BV e TMA. Porém, no método de trés etapas, aproximadamente
7,5% sao perdidos; provavelmente retidos no proprio Ca(OH), sd
lido, ou no papel de filtragdo.

c) As determinagoes das BT, sendo quase que semelhantes em ambos
os métodos, apresentam-se, em média, 6,6% mais altas no método

rapido.



QUADRO 6 - Comparagao entre a determinagao de BT em extratos

peixes, pelo método: (extragao + liberagdo)—» (titula-

g¢ao) e pelo método (extragdo)— (liberagao)—y» (titula-

gao). Alcalinizante: Ca (OH),.

Sequéncia: (Extragao + liberag@o)—» (titulacao)

(Extrato VII)

Compostos

determinados Cavalinha Corvina Sardinha Serra
NNP (mg/100 g) 271,6 160,5 217,2  261,4
BV (mg/100 g) 16,2 18,6 14,2 21,4
N-TMA (mg/100 g] 1,70 1,26 1,00 1,25
BT (mg/100 gJ 113,1 64,7 75,2 92,4

Seqliéncia: (Extragéo)__;h(liberagéo)_47(titulagéo)

(Extrato I)

dgggggj;ggos Cavalinha Corvina Sardinha Serra
NNP (mg/100 g) 336,9 216,9 244,0 338,9
BV (mg/100 g)* 15,9 18,8 14,20 20,8
BV (mg/10Q g} ** 15,0 17,5 13,1 19,3
N-TMA (mg/100 g) * 1,65 1,19 0,96 1,19
N-TMA (mg/100 g} ** 1,60 1,12 0,96 —_—
BT (mg/100 g)  107,2 60,2 70, 4 86,6

* apds a 1% filtragao

**apds tratamento com Ca(OH) ,, 22 filtracdo.
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As constatagoes recém enumeradas permitem estabelecer que o
método rapido nao & apenas mais vantajoso quanto a tempo e simpli-
‘cidade, senao, também, quanto a eficiéncia da extragao, pois « ex-
trai completamente as BV e a TMA com uma menor quantidade de mate-
rial acompanhante (NNP). Aparentemente a presenga de Ca(OH.)2 favo
rece a extragao e liberagao &s bases, por complexagao com as prote
Inas musculares, deslocando a amdnia, TMA e outras substidncias ba-
sicas, para o meio liquido, j& que mesmo que as bases sao soliiveis,
poderiam ficar ligadas eletrostaticamente nos sitios idnicos das

protelnas.

4.8. ESTUDOS PRELIMINARES SOBRE COMPOSICAO DO EXTRATO DAS BT

A composigao das BT & com certeza muito complexa e nao se pre
tende, nesta pesquisa, o detalhamento dos componentes individuais.
Como uma introdugao ao problema, foi feito um exame de quatro ex-
tratos tipicos de pescado por cromatografia de troca idnica, avali
ando os compostos elufdos, por reagao com ninidrina; desta forma
se teria uma idéia da quantidade de substdncias com grupos amino
primdrios que existem nos extratos.

O QUADRO 7 mostra as quantidades de N contribuidas por amino
acidos e amdnia. Foi apilicado 1l mg de N de extrato etandlico
dé pescado (método de trés etapas). As condigoes do experimento e
as conversoes para nitrogénio, foram feitas de acordo com o item
3.2.9.

O QUADRO 7 revelou que dos compostos que reagem com ninidri-
na, a amdnia e a histidina foram os mais importantes. Para inter-

pretagao dos resultados ali contidos, & mais conveniente formar



QUADRO 7 - Teores de N-de aminodcidos e N-de amdnia (em microgra

mas) contidos em 1.000 microgramas de N nao protéico,

de extratos de pescado, obtidos por extracao e libera

gao das bases totais com Ca(OH],.

??;noggig? Pescada Corvina Sardinha Corimbata
Acido aspirtico - - - -
Treonina 1,7 3,5 5,8 7,3
Serina 2,3 4,0 5,3 10,5
Acido glutamico . 9,9 6,4 7,0 7,9
Prolina - - - -
Glicina 7,5 21,5 9,7 12,0
Alanina 11,9 23,8 31,5 27,5
1/2 Cistina - - - -
Valina - - - -
Metinonina 6,2 4,3 4,3 3,6
Isoleucina 4,3 3,7 5,6 6,4
Leucina 8,0 8,9 9,6 10,9
Tirosina 4,9 3,3 4,1 4,1
Fenilalanina 4,7 2,7 5,1 4,9
Histidina 17,7 12,6 475,8 100,3
Lisina 21,7 17,8 27,1 26,4
Amdnia 323,1 251,2 107,6 122,1
Arginina 8,0 7,8 13,7 18,3

Total (ug N) 431,9 371,5 709,2 362,2
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quocientes entre os varios compostos registrados e a quantidade de
N nao protéico aplicado para andlise cromatografica; tais relagoes
aparecem no QUADRO 8 e pefmitem as consideragOes que se seguem.

A relagao 1, do QUADRO 8 , revela que apenas uma fragao do N
nao protéicc reagiu com a ninidrina, especificamente aquelas con-
tendo grupos amino primdrios, pois & um fato comprovado (MOLTE-
NO et alii, 1967) que~a dimetilamina e a ‘trimetilamina (aminas se
cundarias e tercidrias) ndo reagem com a ninidrina. Além de TMa,
que foi quantificada nos extratos pelo método de DYER (1945), po-
de-se esperar que a maitoria dos derivados da degradagao de nucleo-
tidios (bases pliricas livres, inosina, hipoxantina, xantina e ou-
trosl nao sejam registrados com ninidrina. Entretanto, estes com-
postos poderiam estar contribuindo com basicidade total. A possi-
vel contribuigao dos diversos compostos serd .reexaminada através
desta discussao.

Voltando ao QUADRO 8 percebe-se que os valores da relagao 1,
para pescada, corvina e corimbatd, mostram que apenas entre 3,22 e
43,19% do N nao protdico-aplicado na coluna, reagiu com ninidrina.
Pelo contrdrio, na sardinha mais de 70% reagiu com ninidrina. A
sardinha pertence ao grupo de peixes com teor elevado de histidina
livre (SIMIDU, 1961] junto com o bonito (Euthynnus afleteratus), a
serra (Sarda sanda], a cavalinha (Scomber scombrus) e outros. Esta
caracteristica explica, também, o valor da relagdo 5 que atingiu
79,09%. 'Isto significa que na sardinha mais de 3/4 do N de aminoé
cidos, corresponde a N da histidina. Este resultado concorda com
os dados de SAKAGUCHI (1982] que encontrou 1.160 mg de histidina
por 100 g de mlisculo de yellowtail (Serlola quinqueradiata), enqun
to que a alanina, glicina, lisina e treonina apenas se encontra

ram entre 10 e 30 mg/100g. Por outra parte, ARARAKI & SUYAMA (1966)
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relataram que no musculo claro do yellowtail a histidina con-

tribuiu com 53% do NNP.

QUADRO 8 - RelagoOes percentuais entre N-amoniacal (NA), N n3o pro
téico injetado na coluna (NNP), soma do N de aminoaci-
dos (NAA}, soma do N reagido com ninidrina (SNN), N da
histidina (NH) e N-TMA nos extratos etandlicos (IV) de

diversos pescados.

Relagoes Pescada Corvina Sardinha Corimbata

SNN |

1. x 100 43,19 37,15 70,92 36,22
NNP
NA »

2. x 100 32,31 25,10 10,76 12,21
NNP
NA

3. x 100 74,81 67,62 15,08 33,71
SNN
NH

4, x 100 1,77 1,26 47,58 10,03
NNP
NH

5. x 100 4,10 3,39 79,09 27,69
SNN
NAA

6. —— x 100 10,88 12,03 60,20 24,01
NNP
NAA - NH

7. x 100 9,11 10,25 12,58 13,97

NNP

N - TMA

8§, —————— x 100 1,92 1,60 1,02 0,08
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Nos peixes brancos, pescada e corvina, o N da histidina foi
insignificante (em torno de 4%). O corimbata, entretanto, apresen
tou um teor de histidina livre relativamente alto (29,69%).

A relagao 2 mostra que o N-amoniacal constitui em torno : de
30% do N nao prot&ico dos extratos de corvina e pescada, sendo que
para os outros peixes, o N-amoniacal ficou em torno de 10%. Po-
de-se aceitar que na determinagao da basicidade total de corvina e
pescada, a amdnia possa ser o mais importante contribuinte indivi-
dual das BT, uma situacao semelhante a que ocorre com as BV, porém
guardadas as devidas proporcgdOes, pois nesta Gltima, a amdnia per -
faz mais de 90% (MOLTENO et alili, 1967). Na sardinha; o compo
nente principal das BT nao seria a amdnia e sim a histidina.

Com respeito & contribuigao de outros aminodcidos livres, (re
lagao 7), pode-se inferir que eles devem ter um papel irrelevante
no valor das BT, pois a sua contribuigao ficou apenas entre 9,11 e
13,97%. Os aminodcidos mais abundantes, excluindo-se a histidina,
sao: lisina e alanina. A glicina e aminoacidos neutros, provavel-
mente, sao responsdveis pelo consumo de acido na zona de viragemdo
indicador plirpura de bromocresol, de verde esaro para verde claro que
corresponde a um pH entre 6,3 e 5,8.

Os aminod3cidos livres registrados nos cromatogramas poderiam

corresponder 3 fragao de aminodcidos que nao formaram complexos

+ ++

com os Tons cat ; j& que ficou evidente que o tratamento com Ca
diminui notavelmente 6 contelido de N nao protéico nos filtrados, in
dicando complexagdo. Outra hipdtese, & que os compostos calcicos
tenham se formado, porém apresentam ainda uma boa solubilidade em
etanol. O comprometimento do grupo carboxilo com o Ca++, tornaria

o aminodcido numa base que estaria sendo avaliada na determinagao
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das BT. A diminuigao de NNP, apds o tratamento com Ca(OH)z pode
nao ser devida d complexagao dos aminodcidos senao a precipitagao

de nucleotidios e intermedidrios contendo residuos de fosfato. 0
ca’t precipitaria este residuo carregando a molécula inteira de
ATP, ADP, AMP, IDP, IMP e outros que contém varios &tomos de N na
sua estrutura. Desta maneira, ficariam sollveis apenas as bases
livres, adenina e guanina. SHEWAN et afii (1957) relataram que o
tratamento do NNP com BaCl2 em pH 8.0 permitiu remover a totalida-
de de ribose ligada a fosfato, filtrando apenas a ribose livre;
uma situagao bastante semelhante @ precipitagao com ca*?t proposta
na presente pesquisa.

NA relagao 8, do QUADRO 8,‘pode-se apreciar que a contribui -
cao do N de TMA & irrelevante na soma das bases totais.

Finalmente, deve ser mencionado que em todos os aminogramas,
hd um composto nao identificado que elui rapidamente antes do aci-
do asplrtico e que reage com a ninidrina. Tal composto aparece
com a letra x, nos aminogramas da FIGURA 10. A corvina apresenta
aproximadamente duas wvezes mails composto x que os outros peixes.
Pela posigao parece tratar-se de creatina ou taurina, um aminoaci-
do nao protéico muito abundante em pescados (SAKAGUCHI el alid,
1982).

Todos os outros picos .apresentam correspondéncia com os amino
acidos do padrao.

Ja que o objetivo desta tese & apenas avaliar o potencial da
determinacao da basigidade total (BT), como teste de frescor rapi-
do, um trabalho de identificagao mais detalhado serd abordado no
futuro, apds confirmar se esta determinagao & suficientemente sen

sivel para acusar mudangas deteriorativas. Por enquanto, pode-se



SARDINHA

FIGURA 10 - Separagao dos compostos que reagem com ninidrina por cromatoérafia de troca idnica no aparelho

analisador de aminoiacidos.

Identificagao dos Picos

1, Acido aspartico 7. Valina

2, Treonina 8. Metionina

3. Serina . 9. Isoleucina

4. Acido glutamico 10. Leucina

5. Glicina 11, Tirosina

6. Alanina - 12, Fenilalanina
CORVINA

PESCADA

13. Histidina

14. Lisina

15. Amdnia

16. Arginina

X. Nao Identificada

SS

A identificagao dos extratos e dos compostos aparece no desenho.
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estabelecer que o teste aqui discutido com certeza determina: amo-
nia, histidina, lisina, alguns aminoacidos neutros e trimetilamina.
Ha, ainda, uma parcela de N, pelo menos igual a ja conhecida, cujos
compostos nao foram identificados. H& uma grande probabilidade qe
esses compostos sejam 8xido de TMA nao reduzidos para TMA livre, mu
cleotidios e derivados, dipeptidios préprios do misculo como an -
serina e carnosina (SAINCLIVIER, 1983), histamina da descarboxila-
cao da histidina (BADINT, 1982 e WADA et afii,1982), creatina (CUTTING,
1953, IKEDA, 1980), cadaverina, putrescina, agmatina e eépermina
da atividade bacteriana sobre as proteinas relatada por RITCHIE
(1980) .

A.contribuigéo de cada um destes compostos no valor das BT de
pende da quantidade presente e de sﬁa basicidade relativa. Segun-
do THORNTON & NEILSON (1966}, as bases heterociclicas com a estru-
tura da piridina sao bases fracas com constantes de dissociagao

(Kb) em torno de 10-9. Sua basicidade € menor que a das aminas

alifaticas que apresentam valores de Kb entre 10—3 e 10—4. Os au

tores acima citados relatam valores de 4,4 x 10-4, 5,1 x 1074 e

0,6 x 10"’4 para metilamina, dimetilamina e trimetilamina, respecti
vamente. Para amOnia, eles relataram um valor de Kb de 1,8 x 10‘4.
A creatina e o O0xido de TMA, segundo CUTTING (1953) sao bases fra-
cas com valores de K entre 10-10 e 10-9, respectivamente. Ja os
aminodcidos biasicos, histidina e lisina, s3o bases menos fortes que
as aminas, pordm mais fortes que os monoaminodcidos.

Este conjunto de substancias, a maior parte de carater neutro

ou basico, torna-se ainda mais basico durante a deterioracao de

pescado armazenado em gelo.
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4.9. EVOLUCAO DAS BT E DAS BV EM PEIXES ARMAZENADOS COM GELO

A finalidade destes testes foi acompanhar as mudangas das BT
ém peixes armazenados em gelo, para verificar se este método seque
a mesma evolugao das BV. E importante verificar se o teste. das
BT reflete a deterioragao normal que ocorre ao longo da estocagem.

Os testes com peixes de &gua doce foram feitos com extratos do
tipo IV, por terem sido realizados na primeira parte desta pesquisa,
quando ainda nao tinha sido desenvolvido o método rdpido (extrato
VII). Os testes com peixes marinhos foram realizados com o extra-
to VII. Os resultados aparecem nos QUADROS 9, 10, 1ll-e 12; e

nas FIGURAS 11, 12, 13 e 14.

QUADRO 9 -~ Evolugao‘das»BT e das BV em tilgpia hibrida (cruzamento
de Tildpia hornorum macho com T. nildtica fémea) e co-

rimbatd (Prochilodus @aticatatuél, estocados em gelo.

Estocagem BV
(geloy BT (mg N/100 q) BV (mg N/100 g) Relacao - 100
Dias corim tila- corim tila- corim tila-~

bata pia bata pia bata pia
1 26,46 22,56 14,32 13,15 54,11 58,29
3 23,56 17,80 9,91 12,05 42,06 67,69
5 22,68 16,92 9,91 10,96 43,69 64,77
8 22,68 24,44 13,77 11,18 60,71 45,74
11 _ 30,24 30,08 15,42 9,31 50,99 30,95
13 35,91 34,72 22,03 10,63 61,35 30,62

Os resultados do QUADRO 9 aparecem, em forma de graficos, na

FIGURA 11.
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QUADRO 10 - Evolugao das BT e das BV em sardinha inteira (Sandinel
La aurnita) estocada em gelo, e filé de sardinha em em-
balagem plastica mergulhada em gelo.

Estocagem _ _ BV
(gelo) BT (mg N/100 g) | BV (mg N/100 g) Relacgao - x 100
Dias Inteira Fil& = Inteira Filé Inteira File

1 45,38 49,36 14,05 15,22 30,96 30,83
3 58,97 55,85 14,83 15,38 25,15 27,53
5 63,80 67,50 15,10 16,85 23,66 . 24,96
8 83,55 88,13 21,70 21,07 25,97 23,90
11 91,08 118,03 23,95 . 25,80 26,29 21,85

‘13 94,90 137,92 26,20 30,32 27,61 21,98

Os resultados do QUADRO 10 aparecem, em forma de graficos,

na FIGURA 12.

QUADRO 11 - Evolugao das BT e das BV em cavalinha inteira (Scombenxn
scombrus) estocada em gelo, e filé de cavalinha em em-
balagem pldstica mergulhada em gelo.

BV

ESYOc3gSm BT (mg N/100 g) BV (mg N/100 g)  Relagdo x 100
(gelo) BT

Dias Inteira  Filé . "Inteira File Inteira File

1 58,29 51,33 16,80 15,38 28,82 29,96

3 55,33 54,68 16,90‘ 14,26 30,54 26,08

5 86,96 79,33 21,17 16,00 24,34 20,17

8 95,38 118,00 23,43 25,36 24,56 21,49

11 108,23 139,12 26,00 28,80 24,02 20,70

13 133,90 180,50 28,16 31,05 21,03 17,20

Os resultados do QUADRO 11 aparecem, eh forma de graficos, na

FIGURA 13.
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QUADRO 12 - Evolugao das BT e das BV em pescada (Macrodon ancylo-
don) e corvina (Micropogon fournieni) estocadas em ge-

lo.

) BV
Estocagem i ~

(gelg{ BT (mg N/100 gJ BV (mg 'N/100 q) Relagao - x 100

Dias Pescada Corvina Pescada Corvina Pescada Corvina
1 35,26 54,02 12,63 13,60 35,82 27,77
3 36,60 50,16 13,86 13,60 37,86 27,11
5 31,38 53,60 12,89 15,12 41,08 28,20
‘8 37,80 59,60 ‘ 18,63 18,69 49,29 31,05
11 53,60 69,80 25,00 23,42 43,69 35,57
13 75,90 77,64 36,90 35,92 47,33 40,00

Os resultados do QUADRO 12 aparecem, em forma de graficos, na

FIGURA 14,

A observagao dos quadros anteriores e das figuras respectivas,
permite formular as seguintes consideragoes:

Na tildpia (QUADRO 9, FIGURA1l), o teste das BT foi claramen
te mais sensivel para acusar mudangas bioquimicas ou microbioldgi-
cas no decorrer da estocagem, observando-se uma tendéncia mais acen
tuada a partir do oitavo dia. As BV em contraste, apresentaramum
comportamento estranho com tend&ncia 3 diminuigao. Como resultado

deste fato, a relagéo BYV/BT diminui desde 58,29 para 30,62%, o que
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indica que a deterioracao deste peixe nao se caracteriza pelo aci-
mulo de amdnia e aminas volidteis, sendao por substancias basicas nao
volateis. A pouca utilidade do teste das bases volateis para evi-
denciar mudangas em peixes de agua doce estocados com gelo, tem
sido comentada por varios autores (KUAYE, 1982; MAIA, 1980 e NETO,
1984) e pode-se especular que o teste das BT poderia preencher a
necessidade de um teste sensivel, para avaliagao de frescor em
peixes de agua doce.

O corimbat8 nao apresentou acr@scimos das BT muito evidentes,
porém elas acompanharam as mudangas das BV, que neste experimento
particular, deram acré@scimos bem maiores que os relatados por
KUAYE (1982). Neste peixe, aproximadamente 50% das BT foi feito
pelas BV.

O experimento com sardinha inteira (QUADRO 10, FIGURA 12) mos
trou que a determinacdo das BT teria uma utilidade semelhante as
BV. Desde o primeiro atéo dltimo dia de estocagem, as BT aumenta-
ram em 109% e as BV em 86%. Quando foi estocado filé de sardinha,
embalado em saco pldstico para evitar a lavagem dos soluveis pelo
gelo, as BT aumentaram em 179% contra 99% das BV. Nao foi a inten
cao deste experimento verificar se era mais adequado conservar a
sardinha inteira ou como fil€. Apenas se pretendeu conservar oS
compostos solliveis paré sua determinacdo total. A medigao das BT
parece ser especialmente adequada para peixes pequenos, nos quaisa
deterioragao ocorre mais por hidrdlise das proteinas do que por de
saminagao ou descarboxilagao microbiana. Este fato se aprecia cla
ramente na evolugao da relagao BV/BT, que apresenta valores em
torno de 31% no filé de sardinha fresca, descendo para valores em
torno de 22% no fil@ mais velho. 1Isto &, o aumento das BT & maior

que o respectivo das BV.
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Uma situagéo semelhante se observa com a cavalinha (QUADRO 1],
FIGURA 13), em que o acréscimo das BT & muito maior gue os das BV,
seja no peixe inteiro como tamb@m nos fil@s separados. £ conheci-
do o fato que a cavalinha e o bonito, ambos da familia Scombroidea
se tornam moles com poucos dias de captura.

Tanto na sardinha, como na cavalinha, as BV correspondem apro
ximadamente a 1/5 do valor das BT.

Nos dois peixes brancos examinados (QUADRO 12, FIGURA 1%), a
determinagdo das BT foi menos demonstrativa da perda do frescor que
as BV. As BT aumentaram 115 e 43% em pescada e corvina, enquanto
que as BV deram acréscimo de 192 e 164%, respectivamente. O desem
penho das BT foi menos ruim comlpescada que com corvina, voltando
a confirmar que este teste tem melhor performance com peixes susce
tiveis de sofrer amolecimento (pescada) antes de apresentar outros
sinais da deterioragao.

A relagao BV/BT aumenta com os dias de armazenagem, acusando

un regime de acréscimo mais acelerado nas BV do que nas BT.
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V. CONCLUSOES

Os testes de selegao de solventes para extragao das bases  to-
tais (BT) demonstraram que o étanol absoluto, na relagao de 1:3
(peixe:solvente), foi o mais adequado, pois além de extrair,
eficientemente, a TMA e as BNV, usadas como monitores, apresen-

tou a menor taxa de material nitrogenado interferente.

A inclusdo de fons Ca’" no etanol diminuiu a quantidade de mate
rial nitrogenado acompanhante, sem afetar a extragao das bases

monitoras.

A liberacao das substfncias basicas totais do pescado e de N de
NH4C1 adicionado foi mais eficiente com Ca(OH)‘__2 gque com MgO e

Zn0, obtendo-se recuperagdes acima de 90%.

O teor de 8gua no sistemg extrator & critico para se obter re-
sultados reproduz?veis. Entre 20 e 26% de Sgua no etanol, os
valores das BT apresentam-se relativamente constantes e os bran
cos constituem ao rgdor de 1% do gasto total de HCl da titula-

gao.

A extracdo e liberagio simult8@neas das BT, pela inclusao do
Ca(OH)z, no prdprio recipiente extrator, mostrou resultados qua
se que semelhantes com o método de extragao preliminar e alcali
nizagdo posterior. Esta modificagao torna a determinagao das

BT mais simples e r8pida que a determinagao das BV.
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A identificagao e quantificagao das substdncias dos extratos de
BT capazes de reagir com ninidrina, fracionadas por troca ibni-
ca, demonstrou que os compostos mais importantes sao: histidi-
na e amdnia e de menor importdncia a lisina, glicina e alanina.
Na sardinia 70,9%_do NNP reagiu com ninidrina, sendo que o N da
histidina contribuiu sozinho com 47,6% do NNP. A pescada e cor
vina apresentaram 43,2 e 37,2% de substincias positivas com ni-
nidrina e o corimbatld 36,2%. O componente principal da pescada
e corvina foi a amdnia, contribuindo com 32,3 e 25,1%, respecti
vamente, Aproximadamente 30% de NNP da sardinha e 60% do NNP

da corvina, pescada e corimbat8 nao reage com ninidrina.

A determinacao das BT em pescada, corvina, tildpia, corimbati,
sardinha e cavalinha, estocadas em gelo durante treze dias, de-
monstrou que as BT evolulram mais notoriamente que as BV em sar
dinha, cavalinha e tildpita. No corimbatd, a evolugao das BT e
das BV foi quase que semelhante e na pescada e corvina as BT

foram menos sensiveis que as BV para acusar deterioracao.
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