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RESUMO

A determinagéo da qualidade do pescado é um tépico de grande interesse
dos produtores do setor pesqueiro, tendo em vista o aumento nos mercados
internacionais para produtos frescos de pescado e o crescimento da industria
baseada na aquicultura. O presente trabalho teve como objetivo observar as
alteragdes organolépticas, estimar o grau de frescor dos camardes através do
método de valor de K e acompanhar os teores de N- BVT e N- TMA e o pH dos
camardes conservadas em gelo na temperatura de 0°C. Trabalhou-se com
camarbes da espécie Litopenaeus vannamei provenientes de duas fazendas de
carcinicultura localizadas em Paraipaba-CE, cultivados em aguas oligohalinas.
Foram adquiridos os camardes vivos que, depois de mortos por imersédo em agua
gelada (1 — 3°C), foram mantidos em gelo dentro de geladeira com a temperatura
a 0° C por 18 dias. Foram acompanhadas as alteragées do grau de frescor nos
camardes a cada 24 h através da analise do valor de K assim como
determinacdes de N- TMA, N- BVT, andlise dos caracteres organolépticos e a
determinacdo do pH. Nos primeiros 14 dias de estocagem os valores de N-TMA
apresentaram-se relativamente baixos (0,08 a 0,23 mg/100g), observando-se uma
tendéncia de pico no 15° dia com um aumento para 0,82 mg/100g, atingindo 1,00
mg/100g no ultimo dia de estocagem. Neste experimento, o valor de K registrado
no primeiro dia de estocagem foi de 5,37%, tendo um aumento progressivo no
decorrer da estocagem para 61,27 e 57,59% nos dois ultimos dias de estocagem.
Relacionando-se os parametros quimicos com o odor do camarao, observou-se
um odor mais alterado a partir do 15° dia, coincidindo com o aumento no contetdo
de TMA de 0,13 para 0,82 mg/100g. O N-BVT situou-se em 7,30 mg/100g e o
valor de K foi de 51,72%. Nos quatro dias iniciais de conservagao, o pH foi menor
do que 7,0. Ao longo da estocagem verificaram-se valores de até 7,61. Nos
ultimos dias de estocagem os camardes apresentaram a cabeca totalmente
escurecida e desligada do abdémen. Com relagcdo ao odor, a partir do 11° dia
ocorreu o inicio de odor diferenciado, ficando mais acentuado no 15° dia, embora

nao putrido.
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ALT!ERAQGES FiSICO-QUIMICAS E SENSORIAIS DE
CAMAROES Litopenaeus vannamei, CULTIVADOS EM AGUA
DOCE DURANTE CONSERVACAO EM GELO.

lanna Wivianne Fernandes de Aratijo
1- INTRODUCAO

Camardes da espécie Litopenaeus vannamei constituem importante recurso
pesqueiro exportado pelos Estados do Nordeste brasileiro, sobretudo pelo Ceara e
Rio Grande do Norte.

No ano 2002, o Brasil processou em 30 unidades de beneficiamento, um
total de 37.800 ton de camardo cultivado, das quais 17.733 ton (47%),
representadas por camarao sem cabecga, destinaram-se aos Estados Unidos, e
20.066 ton (53%), representadas por camardes inteiros, a Europa, especialmente
a Franca, Espanha, Itélia, Bélgica e Paises Baixos (ROCHA, 2004).

A determinagéo da qualidade do pescado € um tépico de grande interesse
dos produtores do setor pesqueiro, tendo em vista 0 aumento nos mercados
internacionais para produtos frescos de pescadc e o crescimento da industria
baseada na aqiicultura. Uma maior quantidade de pescado estda sendo
transportada para longas distancias, e a avaliagao do frescor € requerida para
permitir um prognéstico de qualidade ao comprador final.

Ha um grande numero de trabalhos sobre as mudangas bioquimicas que
ocorrem ap6s a morte do pescado, no entanto, pouca informagdo encontra-se
disponivel no que se refere ao camarao Lifopenaeus vannamei.

Campbell e Williams (1952) citado por lyengar et al. (1960) reportaram que
a estocagem de camardo em gelo mostrou-se comercialmente satisfatéria
podendo ser mantida por 16 dias, embora uma estocagem por menos de 12 dias
pareca ser mais aconselhavel uma vez que ha crescimento de bactérias.

A maioria dos testes quimicos para medir o frescor tais como trimetilamina
(TMA), dimetilamina (DMA) e bases volateis totais (BVT) medem essencialmente a
deterioragcao bacteriana (Martin ef al., 1978 citado por WOYEWODA et al., 1986 ).



Entretanto, quando o pescado se deteriora passa pela seguinte seqiiéncia de
etapas: rigor mortis — dissolu¢do do rigor — autdlise.

O frescor do pescado esta relacionado as mudancas bioquimicas que
acontecem mesmo em condicbes assépticas, através de enzimas naturais de
degradacéao (EHIRA, 1976). Na degradacgao pés-morte os nucleotideos, ATP, ADP
e AMP se decompdem rapidamente para formar inosina e hipoxantina. Os
nucleotideos produzidos pela decomposicdo de ATP sdo considerados os
indicadores mais confiaveis de grau de frescor para pescado. Uchiyama e
Kobayashi (1974) descreveram o valor de K baseado na concentracdo de varios
nucleotideos e respectivos produtos da degradagao.

O valor de K consiste em um indice avaliado em termos da razdo entre a
qualidade total de hipoxantina (Hx) e inosina (HxR) e o nivel total de ATP e seus
produtos de degradagdo do musculo e € usado como indice representativo do
frescor da carne do pescado (OGAWA, 1999).

Saito ef al. (1956) registraram uma alta correlagdo entre a percentagem de
inosina e hipoxantina sobre o total de ATP e compostos relacionados e estagio
inicial de frescor de peixe, e propés um valor K para determinacdo do frescor
como mostrado na equacao abaixo, a qual é largamente usada como um indicador

de frescor do pescado.

HxR + Hx

x 100
ATP+ADP+AMP+IMP+HxR+Hx

Valor de K =

A trimetilamina (TMA) € uma substancia peculiar aos peixes e crustaceos
marinhos e esta distribuida principalmente nos musculos e visceras. Apdés a morte
do pescado, o 6xido de trimetilamina é convertido a trimetilamina por agéo de
enzima redutase produzida por bactérias (OGAWA, 1999).

A trimetilamina é bom indicador de deterioracdo para peixes e crustaceos,
podendo ser aplicado com restricbes em pescados de agua doce.

Hebard et al. (1982) citado por Shirai et al. (1998) afirmaram que peixes de
agua doce sdo conhecidos por nao apresentarem Oxido de trimetilamina no



musculo. Entretanto, Shirai et al. (1998) quantificaram o 6xido de trimetilamina e
a trimetilamina em pescados de agua doce em diversas espécies de pescado, que
pode ser utilizado como indicador de deterioracao.

As bases volateis totais (BVT) sa@o representadas principalmente pela
amoénia, trimetilamina e dimetilamina e seu teor aumenta em fungdo da
deterioragcéao do pescado (TAVARES ef al. 1988).

No inicio do processo degradativo, a base volatil mais representativa é a
amoénia originaria dos produtos da desaminacdao dos derivados do ATP.
Posteriormente, a amoénia proveniente da degradacdao de outros compostos
nitrogenados, a exemplo de aminoacidos, juntamente com a trimetilamina,
formada a partir do éxido de trimetilamina, passam a se fazer presentes (OGAWA,
1999).

O presente trabalho teve como objetivo observar as alteragbes
organolépticas, estimar o grau de frescor dos camardes através do método de
valor de K; acompanhar os teores de N- BVT e N- TMA e o pH dos camardes
conservadas em gelo na temperatura de 0°C tendo, em vista fornecer subsidios
para o melhoramento da qualidade dos produtos exportados pelo Estado do

Ceara.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

A decomposicéo ou deterioragdo do pescado esta ligada a um processo de
alteracdo que se estabelece depois da morte do animal e que progride com o
passar do tempo, tornando-se, finalmente, improprio para o consumo humano
(KIETZMANN et al. 1974).

As mudancas bioquimicas e microbiolégicas que ocorrem nos tecidos do
pescado apés a morte dependem significativamente dos fatores que afetam a
concentracao de substratos e metabdlitos nos tecidos do pescado vivo, atividade
das enzimas enddgenas, contaminagcdo microbiana e condicdes da captura
(SIKORSKI et al. 1994).

A decomposicéo de adenosina trifosfato (ATP) € uma importante mudancga
bioquimica pés-morte no musculo de peixes e crustaceos. Durante este processo,
ATP, ADP e AMP se decompdem rapidamente para formar inosina e hipoxantina.
Os nucleotideos produzidos pela decomposicdo de ATP sado considerados os
indicadores mais confiaveis de grau de frescor para pescado. Foi proposto um
método mais simples e mais rapido para se estimar o frescor do pescado, que
consiste na determinagéo do valor de K.

O valor de K consiste em um indice avaliado em termos da razdo entre a
concentracao total de hipoxantina (Hx) e inosina (HxR) e o nivel total de ATP e
seus produtos de degradacdo do musculo e € usado como indice representativo
do frescor da carne do pescado (OGAWA, 1999). Atualmente, este método é o
mais apropriado para avaliagao do frescor do pescado.

SAITO et al. (1956) registraram uma alta correlagdo entre a percentagem
de inosina e hipoxantina sobre o total de ATP e compostos relacionados e estagio
inicial de frescor de peixe, e propds uma constante K para determinagdao do
frescor como mostrado na equacéo abaixo, a qual é largamente usada como um
indicador de frescor do pescado.

HxR + Hx 100

Valor de K = - —x 1
ATP+ADP+AMP+IMP+HxR+Hx




A estimagéo do frescor do pescado é muito importante na industria de
alimentos para a elaboragédo de produtos de alta qualidade. Entre outros métodos,
os nucleotideos produzidos pela decomposicdo de adenosina trifosfato (ATP) séo
considerados os indicadores mais confiaveis de frescor (OGAWA, 1999). Logo
ap6s a morte do pescado, a decomposicado do ATP se processa de acordo com a
seguinte seqiiéncia:

ATP— ADP— AMP— IMP— HxR— Hx— X— U,
onde ADP: adenosina difosfato; AMP: adenosina 5'- monofosfato; IMP: inosina 5'-
monofosfato; HxR: inosina; Hx: hipoxantina ; X: xantina; e U: acido urico. A
concentracdo relativa desses constituintes muda bastante apés a morte do
pescado.

Além da cromatografia de coluna, pode-se estimar o valor de K por HPLC
€ mais recentemente pelo auxilio do biossensor.

As principais aminas presentes na carne de peixe sao a aménia (NH3) e a
timetilamina (TMA). Com a reducao da qualidade da carne, ha formacdo de
grandes quantidades de amédnia a partir dos gurpos “amino” de aminoacidos e
proteinas.

A trimetilamina € o constituinte responsavel pelo odor caracteristico de
peixe cru. A trimetilamina (TMA) é uma substancia peculiar aos peixes e
crustaceos marinhos e esta distribuida principalmente nos musculos e visceras.
Apés a morte do pescado, o 6xido de trimetilamina é convertido a trimetilamina por
acao de enzima redutase produzida por bactérias (OGAWA, 1999).

A trimetilamina & bom indicador de deterioragcdo para peixes e crustaceos,
embora de uma maneira geral ndo possa ser aplicado para pescados de agua
doce, devido a quantidade de OTMA ser minima. Entretanto, algumas espécies
como Prochilodus nigricans, Pellona castelnaena, Cichla sp., e Astronatus
crassipinnis apresentaram 38, 67, 115, e 118mg/100g de 6xido de trimetilamina,
respectivamente (SHIRAI et al. 1998).

Trés métodos, destilacéo, micro-difusao de Conway e colorimétrico de Dyer,

sdo0 comumente usados para determinacao de N- TMA. Deve-se ter cuidado ao se



comparar valores destas substancias, especialmente N-BVT, visto que os
resultados dependem dos métodos de analise (OGAWA, 1999).

As bases volateis totais (BVT) sdo representadas principalmente pela
amoénia, trimetilamina e dimetilamina e seu teor aumenta em funcdo da
deterioracéo do pescado TAVARES et al. (1988)

No inicio do processo degradativo, a base volatil mais representativa é a
amobnia originaria dos produtos da desaminagdo dos derivados do ATP.
Posteriormente, a amoénia proveniente da degradagdo de outros compostos
nitrogenados, a exemplo de aminoacidos, juntamente com a trimetilamina,
formada a partir do 6xido de trimetilamina, passam a se fazer presentes (OGAWA,
1999).



3- MATERIAL E METODOS

Trabalhou-se com camardes da espécie Litopenaeus vannamei
provenientes de duas fazendas de carcinicultura localizadas em Paraipaba-CE,
cultivados em &aguas oligohalinas. Foram adquiridos os camardes vivos que,
depois de mortos por imersdo em agua gelada (1 — 3°C), foram mantidos em gelo
dentro de geladeira com a temperatura a 0° C por 18 dias. Foram acompanhadas
as alteragdes do grau de frescor nos camardes a cada 24 h, através da analise do
valor de K assim como determinagdes de N- TMA, N- BVT, andlise dos caracteres
organolépticos e a determinagao do pH.

Nas andlises organolépticas foram verificados coloragdo da cabeca -
vermelha e preta, afrouxamento na cabeca, melanose, outros defeitos na cauda e
alteragées de odor.

O método de Dyer utilizado para determinacdo N-TMA (FIGURA 1) tem
como principio o extrato de TCA obtido do camaréao, que reage com acido picrico
originando um picrato altamente colorido. Através da medida da absorbancia a
410nm, a TMA pode ser quantificada. O método do acido picrico & aplicavel a
todas as espécies marinhas contendo o precursor OTMA para a estimacéo da
deterioragéo bacteriana.

O valor de K foi analisado segundo Uchiyama e Kobayashi (1974) por
cromatografia em coluna (ANEXO 2). A leitura espectrofotométrica foi feita em
aparelho de marca SHIMADZU modelo UV 1601, no comprimento de onda de

250nm e calculado através da formula abaixo.

HxR + Hx %
ATP+ADP+AMP+IMP+HxR+Hx

Valor de K = 100

Para as determinacdes de N-BVT, seguiu-se o método de microdifusao de
Conway (FIGURA 2) descrito por Uchiyama e Kobayashi (1974). A quantidade de
N-BVT foi calculada a partir da férmula:



BVT-N = ( X- b) x 0,28 x a razédo da diluigdo da amostra

Onde, (X) é o volume (mL) de acido cloridrico 1/50 N utilizado na titulagao;
(b) é o volume de HCI gasto no branco (mL); 0,28 é a quantidade de nitrogénio da
amonia equivalente a 1 mL de acido cloridrico 1/50 N, e a razédo da diluicdo é a
razdo da quantidade (g) da amostra usada por 100g de musculo. Trés
determinagdes foram feitas para uma amostra e o valor médio calculado.

Para acompanhamento do pH, foi preparado um homogenato na proporgéo
de 1:2 de musculo do camardo macerado e agua destilada fervida,
respectivamente. A determinagdo do pH foi realizada em pHmetro QUIMIS,

acompanhada a cada 24 h.



Homogeneizar a amostra com
TCA 7,5% na proporgéo de 1:2

A 4
Filtrar a vacuo

h 4

Retirar aliquotas de 0,1 a 4 mL de
extrato para o funil de separacao.

y

Completar o volume para 4 mL de
aqua destilada.

A 4

Adicionar 1 mL de formaldeido, 10
mL de tolueno e 3 mL de KOH.

A4

Repousar por 10 min a 30° C.
Agitar bem por 1 min..

L 3
Deixar em repouso para a
separacdo das camadas

y

Retirar a camada superior para um
tubo de ensaio contendo Na;SO4
anidro

A

Pipetar 5 mL para um tubo seco e
adicionar 5 mL de &acido picrico 0,02%
e misturar agitando-se os tubos.

\ 4
Ler a absorbancia a 410 nm.

FIGURA 1- Procedimento de analise da trimetilamina pelo método de Dyer.



Homogeneizar 2 g d

a amostra com 10 mL de

TCAS5 %

A

A

Aplicar uma pequena por¢éo de cola na tampa
para vedar.

A

A

Adicionar 1 mL do indicador contendo &c. Bérico
no circulo interno e a amostra pipetada no circulo
externo. A tampa é fixada na placa.

A

no circu

Colocar 1 mL de bicarbonato de sédio saturado

lo externo.

A

4

As placas sdo mantid
tituladas a segui

asa37°Cpor90 mine
rcom HCI 1/50N.

FIGURA 2- Procedimento do método microdifusdo de Conway para analise de

BVT.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos primeiros 14 dias de estocagem os valores de N-TMA apresentaram—
se relativamente baixos (0,08 a 0,23 mg/100g), observando-se uma tendéncia de
pico no 15° dia com um aumento para 0,82 mg/100g, atingindo 1,00 mg/100g no
ultimo dia de estocagem (FIGURA 3 e TABELA 1). Os baixos valores devem-se
provavelmente aos camardes aqui analisados serem provenientes de cultivo em
agua doce, pois Velankar e Govindan (1960) citado por Evangelista (1997) citam
que a quantidade de trimetilamina varia com a espécie e salinidade da agua.

SHIRALI et al. (1998) encontraram para a espécie de agua doce Astronotus
crassipinnis até 118 mg/100g e 4 mg/100g de OTMA e TMA, respectivamente.

EVANGELISTA (1997) trabalhando com camardes marinhos Penaeus
schimitti , P. subtfilis e Xiphopenaeus kroyeri registrou valores de 0,34, 0,29 e 1,13
mg/100g, repectivamente.

IYENGAR et al. (1960) verificaram que a quantidade de TMA em camardes
estocados em gelo a 0°C diminuiu consideravelmente, devido o efeito de lavagem

pelo degelo durante a estocagem, uma vez que a TMA é soltuvel em agua.

N-TMA (mg/100g)
=

Dias de Estocagem

FIGURA 3 - Niveis de N-TMA (mg/100g) em camardes conservados em gelo.
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A partir de 4,0mg a 6,0 mg/100g esta representando o limiar para a
deterioracdo em lagostas.Tais limites podem variar um pouco dependendo da
espécie de pescado (OGAWA, 1999).

A figura 4 mostra o comportamento dos valores de BVT durante estocagem
dos camardes em gelo. Os dados variaram muito, embora possa se observar uma
tendéncia crescente dos valores durante este periodo. A quantidade de BVT no
primeiro dia de estocagem foi de 2,07 mg/100g e no 18° dia atingiu valores de
17,20 mg/100g.

—~ 20

o)

(=] L 2

2 15

E’ 10

: >, @ L 4 r~

> 5 Y L 3 L 4 ®

a .

= 0 : : ; :
0 5 10 15 20

Dias de Estocagem

FIGURA 4 - Niveis de N-BVT (mg/100g) em camardes conservados em

gelo.

IYENGAR et al. (1960) confirmaram que a quantidade de N-TMA e N-BVT
em camardes estocados 0°C foi bem menor do que os camardes estocados em a
4° C.

Neste experimento, o valor de K registrado no primeiro dia de estocagem foi
de 5,37%, tendo um aumento progressivo no decorrer da estocagem para 61,27 e
57,59% nos dois ultimos dias de estocagem (FIGURA 5).

OGAWA (1999) apresentou alguns limites de valor de K para peixes e
crustaceos.

< 5%: peixes recém mortos (morte sem sofrimento);

< 20%: pode ser ingerido como “sushi e sashimi”;



20 a 60%: deve ser aquecido para ser ingerido e pode ser usado na
elaboragao de "surimi” e “kamaboko”;
60 a 80%: ja mostra sinais de putrefacao;

Portanto, considerando-se apenas o parametro valor de K, conforme os
limites apresentados acima, camarbes P. vannamei poderiam ser ingeridos crus
até o 3° dia de estocagem caso mantidos nas condicbes deste experimento.

O declinio do frescor no pescado esta relacionado com as alteragées nos
nucleotideos, nao tendo relagdo direta com a agao bacteriana (OGAWA, 1999).

MATSUMOTO e YAMANAKA (1990) observaram inicio de decomposicéao
em camardes da espécie Penaeus japonicus estocados em gelo na temperatura
de 0°C, a partir do 9° dia. Em estagio inicial de decomposigéo, o valor de K, N-
TMA e N-BVT apresentaram os valores de 19%, 0,7 mg/100g e 26 mg/100g,
respectivamente.

Relacionando-se os parametros quimicos com o odor do camaréo,
observou-se odor mais alterado a partir do 15° dia, embora nao putrido,
coincidindo com o aumento no conteudo de TMA de 0,13 para 0,82 mg/100g
(FIGURA 3). O N-BVT situou-se em 7,30 mg/100g e o valor de K foi de 51,72%.

De acordo com OGAWA (1999) o pescado apresentando valor de K de até

60% pode ser consumido cozido.

[0}
o
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FIGURA 5 — Mudancga do valor de K em camardes estocados em gelo.
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YAMANAKA e SHIMADA (1996) constataram que o valor de K em lagostas
da espécie Homarus americanus estocadas em gelo a 0°C variou de 20 a 25% no
estagio inicial de decomposigao.

Nos quatro dias iniciais de conservac¢ao, o pH foi menor do que 7,0. Ao
longo da estocagem verificaram-se valores de até 7,61 (FIGURA 6).

Yamanaka (1989) citado por Matsumoto e Yamanaka (1990) que o &acido
latico contribui para a diminuicdo do pH que € um dos indices de frescor do
pescado.

Estas diferencas de pH, possivelmente podem ser explicadas baseando-se
na flora bacteriana que resulta em diferentes produtos da degradacgao de proteinas
(IYENGAR et al. 1960).

O aumento do pH influencia a atividade de bactérias que produzem
enzimas’ redutases que convertem o 6xido de trimetilamina em trimetilamina que

conseqiientemente ira iniciar o estagio de decomposicao.
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FIGURA 6 — Niveis de pH durante os dias de estocagem em gelo.
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TABELA 1: Dados sobre as anélises fisico-quimicas e organolépticas de camardes conservados em

gelo durante 18 dias.

e

Dias de Valor pH N-TMA N-BVT Desliga- Cabeca Escureci- Odor
conservacaoc deK {mg/100g) (mg/100g) mentoda vermelha mentoda
(%) cabecga cabeca
0 537 6§82 - 2,07 0 0 0 0
1 9,23 6,56 0,23 7.30 i 0 1 0
2 16,63 6,91 AT 5,31 2 0 2 0
3 17,51 6,87 0,09 5,68 2 3 3 0
4 29,47 7,00 0,15 5,48 3 3 3 0
5 33,18 7,60 - - 3 3 3 0
6 46,51 7,05 0,11 8,68 3 8 3 0
7 38,93 7,46 0,06 4,79 3 3 3 0
8 4518 7,44 0,18 8,60 3 3 3 0
9 4588 7,27 0,19 6,65 3 3 3 0
10 39,94 7,37 0,17 5,44 3 3 3 0
11 D273 TET 0,17 5,96 3 3 3 1
12 45,10 7.51 0,08 5,88 3 3 3 1
13 51,45 7,43 0,10 6,53 3 3 3 2
14 59,14 - 0,13 4,54 3 3 3 2
15 51,72 742 0,82 7,30 3 3 3 3
16 5786 7,31 0,59 701 3 3 3 2
17 81.2r 152 0,56 7,42 3 3 3 3
18 57,59 7,61 1,00 17,20 3 3 3 3

Normal -> 0 (Sem defeitos). :
Inicio-> 1 (Escurecimento inicial da cabega ou surgimento de odor alterado ou desligamento inicial da carapaga do

cefalotérax).

Moderado-> 2 (Escurecimento mais visivel da cabeca ou odor moderado ou desligamento mais acentuado da carapaca

do cefalotérax).

Acentuado -> 3 (Escurecimento da cabega em todos os camardes ou odor mais perceptivel ou surgimento de manchas

vermelhas na cabegca ou total desligamento da carapaca do cefalotérax).
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Durante as observagbes com relacdo aos caracteres organolépticos
(TABELA 1), no primeiro dia, do total de camardes que estavam no gelo, apenas
9% apresentaram inicio de desligamento e de escurecimento da cabega (FIGURA
7). No segundo dia, 20% apresentaram desligamento da cabeca, moderado
escurecimento da cabecga e surgimento de cabeca vermelha. Neste dia pode-se
observar com maior nitidez as alteragbes das caracteristicas organolépticas
(FIGURA 8). A partir do terceiro dia todos apresentaram defeitos acentuados, o
escurecimento da cabeca tornou-se bastante visivel (FIGURA 9). Com relagdo ao
odor, a partir do 11° dia ocorreu o inicio de odor diferenciado, ficando mais
acentuado no 15° dia. No entanto, até o ultimo dia de estocagem, que ocorreu no
18° dia, nao foi sentido odor de putrefacdo nos camardes. Nos ultimos dias de
estocagem os camarbes apresentaram a cabega totalmente escurecida e
desligada do abdémen (FIGURA 10).

Segundo HODGSON ef al. (2004), alguns compradores europeus de
camarao inteiro fazem uma simulagéo das condigées nos seus mercados de frutos
do mar, retirando um bloco de camarao congelado da sua embalagem e deixando-
0 numa temperatura ambiente por quatro horas. Se a cabeca ficar preta ou

afrouxar, o produto é rejeitado.

FIGURA 7 — Camardes com 1 dia de estocagem em gelo.



FIGURA 10 - Camardes com 5 dias de estocagem em gelo.
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FIGURA 12 - Camardes com 16 dias de estocagem em gelo.

18



19

5- CONCLUSOES

- Até o 14° dia de estocagem, os valores de N-TMA apresentaram-se
relativamente baixos, 0,08 a 0,23 mg/100g, observando-se uma tendéncia de pico
no 15° dia com um aumento para 0,82 mg/100g, atingindo 1,00 mg/100g no 18°
dia de estocagem. '

- A quantidade de BVT no primeiro dia de estocagem foi de 2,07 mg/100g e
no 18° dia atingiu valores de 17,20 mg/100g.

- O valor de K registrado logo ap6s a morte do camarao foi de 5,37%, tendo
um aumento progressivo no decorrer da conservacdo em gelo para 61,27 e
57,59% nos dois ultimos dias de estocagem.

- O pH ficou abaixo de 7,0 nos primeiros 4 dias de conservacao e ao longo
da estocagem atingiu valores de 7,61 no ultimo dia.

- Apés o primeiro dia de estocagem observou-se inicio de desligamento da
carapaca do cefalotérax que progrediu desligando-se totalmente no final do
experimento, com 18 dias de conservagao em gelo. ,

- No segundo dia de estocagem notou-se escurecimento nas laterais do
cefalotérax tornando-se mais escura e aumentando de proporgdes com o decorrer
da estocagem.

- No terceiro dia de estocagem observou-se uma mancha vermelha (cabeca
vermelha) no meio do cefalotérax em todos os camardes, permanecendo até o
final do experimento.

- Com relagdo ao odor, a partir do 11° dia ocorreu o inicio de odor

diferenciado, ficando mais acentuado no 15° dia, embora ndo putrido.
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7- ANEXOS:

ANEXO 1- Método de Dyer -TMA

Fonte: Recommended Laboratory Methods for Assessment of Fish Quality
A.D. Woyeoda,S.J.Shaw, P.J. Ke & B.G. Burns.

Aplicagédo: O método do acido picrico é aplicavel a todas as espécies marinhas
contendo o percursor OTMA para estimagdo da deterioragdo bacteriana.
Entretanto, a correlagcdo da TMA com a qualidade organoléptica ira variar com
espécie, estacao do ano e estoque. Quando a amostra for estocada congelada por
periodos extensos, o procedimento simultdneo TMA/ DMA devera ser aplicado

para excluir a interferéncia da DMA.

Principio: O extrato de TCA obtido do peixe reage com acido picrico para produzir
um picrato altamente colorido. Formaldeido é adicionado nas analises para fixar a
amdnia e monometilaminas presentes e somente a TMA ser extraida com tolueno.
Adicao de um alcali (KOH 25%) facilita a extracdo da amina para a fase de tolueno
com subsequente formacao de picrato. Através da medida da absorbancia a

410nmm, a TMA pode ser quantificada.

Precaugoes:

1. Uma adequada agitacdo/rotacdo ¢é importante: Desvio no
procedimento pode alterar a curva padrao;

2. A temperatura durante a mistura e agitacdo das solugdes do extrato
de TCA, formaldeido, alcali, e tolueno devera ser mantida a 30° C
para proporcionar reprodutibilidade. Um baﬂnrho-maria nessa
temperatura devera estar disponivel;

3. Secar somente uma pequena quantidade de acido picrico por uso. O
acido picrico podera explodir se sujeito a choque ou calor quando no

estado seco;



23

4. Secar tolueno com NaySQOy;

O reagente acido picrico devera ser adicionado em tubos de ensaio
limpos e secos uma vez que o método € sensivel a agua e outros
contaminantes;

Se a amostra tiver sido estocada por periodos longos ou temperatura
aceleradora da produgcdo de DMA, o procedimento simultaneo
DMA/TMA devera ser aplicado para compensar a interferéncia da
DMA;

Manter as amostras resfriadas para minimizar posterior produgao de
TMA;

8. Extratos de TCA sao estaveis em estocagem congelada;

9. Se acido perclérico (6%) € usado para extracdo, os extratos devem

ser cuidadosamente neutralizados para pH 6,8 exatamente na hora

de usar. Tomar cuidado no uso de acido perclérico.

Reagentes:

a)
b)

c)
d)

e)

Formalina 10%- preparar 500ml e neutralizar com MgCOQOj. Filtrar em
papel filtro. PH final: 7,0-8,0;

Tolueno- desidratar com NaxSOyq;

KOH 25%-500ml;

Acido picrico 0,02% em tolueno desidratado. Prepara-se uma solucéo
estoque de &acido picrico 2% em tolueno desidratado e deixa em
geladeira. Diluir para 0,02% na hora da analise.

Cloridrato de trimetilamina (TMA-HCI).

Preparacao do extrato:

1) Homogeneizar 50 g de amostra com 100ml de TCA 7,5%

(extragao 1:2);

2) Centrifugar a 4°C por 15 minutos a 2000G (4000rpm) ou deixar

decantar e filtrar através de papel de filtro Whatman # 4.
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Solugéao padrao de TMA

1) Recristralizar TMA_HCI 2 vezes com alcool etilico e dessecar a
vacuo.

2) Pesar 0,682g;

3) Adicionar 1ml de HCL concentrado;

4) Completar o volume para 100ml de agua destilada;

5) 1ml desta solucdo (4) contém 1mg de N-TMA,;

6) Retirar 1ml de (5), adicionar 1ml de HCI concentrado. Completar o
volume para 100ml com agua destilada.

1ml desta solugao = 10y N-TMA

Curva padrao de TMA

Procedimento

1)Retirar aliquotas de 0,1 a 4 ml de extrato para um funil de separacéo;

2)Completar o volume para 4ml de agua destilada;

3)Adicionar 1ml de formaldeido, 10ml de tolueno desidratado e 3ml de KOH
a 25% e misturar;

4)Repousar por 10 minutos a 30°C;

5)Agitar bem por 1 minuto;

6)Deixar em repouso para separagao das camadas (mais ou menos 5
minutos ao ambiente);

7)Retirar a camada superior (tolueno) para um tubo de ensaio contendo
Na,SOg4 anidro e agitar bem;

8)Pipetar 5ml de (9) para um tubo de ensaio seco e adicionar 5ml de acido
picrico 0,02% e misturar agitando-se os tubos;

9)Ler a absorbancia a 410nm.

Branco: Usar 4ml de TCA 4% em substituicdo a amostra.
Determinacédo de N-TMA pelo método de Dyer (do livro Marine Products —

Japao)
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O método de Dyer foi modificado por Shewan et al. (1969) e esta descrito
abaixo.

Formaldeido é adicionado ao extrato do musculo em TCA para fixar
alguma amédnia presente, e o TMA na solugdo amostra é extraido com tolueno.
Uma cor amarela é desenvolvida pela reacdo da TMA com o &acido picrico e o
TMA sendo determinado colorimetricamente. Dyer et al. empregaram bicarbonato
de potassio como agente alcalino que foi usado para liberar TMA do extrato.
Shewan ef al., entretanto, indicam o uso de hidréxido de potassio 45% como
agente alcalino. O objetivo dessa modificagao foi de eliminar o efeito da DMA que
ocorre no musculo de peixe. De acordo com eles, hidroxido de potassio deu
melhor concordancia com o método de Conway de acordo também com
Hashimoto et al. (1957). O uso de hidroxido de potassio a 45% apresentou
resultados superiores aqueles obtidos por Hashimoto et al. (1957) que usaram

hidréxido de potassio 25%.

Reagentes
Os seguintes reagentes sdo usados: formaldeido 10%, tolueno, hidréxido
de potassio 45%, solugdo de acido picrico em tolueno 0,02% e sulfato de sédio

anidro.

Procedimento

Pipetar 5 mL do extrato do musculo em TCA em um funil de separacéo e 1
mL de formaldeido 10%, 10 mL de tolueno, e 3 mL de hidréxido de potassio a 45%
sdo adicionados ao extrato nessa ordem. A mistura &€ vigorosamente agitada
manualmente 60 vezes. Deixar um tempo em repouso para permitir a completa
separacao das fases de tolueno e aquosa. Tomar aproximadamente 7 mL da fase
de tolueno, camada superior, para um tubo de ensaio e adicionar um pouco (~1g)
de sulfato de sédio anidro, e agitar. Um volume de 5 mL da fase de tolueno assim
tratada é transferido para outro tubo de ensaio e adicionado 5 mL da solugéo de

acido picrico e a subsequente cor desenvolvida é estimada colorimetricamente. A
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densidade 6tica € medida a 410 nm relativa ao branco ao qual TCA 5% foi
adicionado ao invés do extrato. Antes da andlise das amostras, uma curva padrao
de calibracdo deve ser construida. O conteudo de TMA na amostra é calculado

usando-se a seguinte formula:

TMA = (X = b) . K (mg%)

Onde X é a densidade otica da solugdo amostra a 410 nm; K, uma constante, a
quantidade de TMA por unidade de densidade oética que foi obtida da curva

padrao.
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ANEXO 2 - Valor de K

Reagentes:

PCA 10%- 500ml

PCA 5%- 500ml

Obs.:1 e 2 em vidro ambar e mantidos a 5°C

KOH 10N - 1L

PCA 6 % neutro — 1L

Ajustar o pH para 6,5 com KOH 10 N (mais ou menos 20 gotas) até pH 3 e
continuar com KOH 1N até pH 6,5 - 6,8 (mais ou menos 10 gotas).

Preparacao da Resina

50g de resina Dowex 1 x4 CI

Lavar (1) com 300ml de acetona. Repousar por 25 minutos;

Filtrar para retirar a acetona usando um funil de Biichner;

Lavar a resina com 300ml de agua bidestilada;

Passar a resina para um Becker de 1000ml;

Adicionar 600mI de NaOH 1N, mexer e deixar repousar por 40 minutos;
Filtrar com funil de Buchner,;

Lavar a resina com 300ml de agua bidestilada

Passar a resina para um Becker de 1000ml;

10. Adicionar 600mI de agua bidestilada a mexer e mexer e repousar por 6 minutos.

Filtrar e desprezar o sobrenadante;

11. Repetir até ficar neutro;
12. Adicionar 600mI HCI 1N. Repousar por 40 minutos;

13. Filtrar com funil de Buchner;

14.Lavar com agua bidestilada até agua que passe fique com pH heutro;

15.Manter a resina com agua bidestilada em geladeira.
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Preparo de solugdes eluentes:

Solugéo A: HCI 0,001N (HCI a 37%, d = 1,19, retirar 0,083ml e completar para 1L
com agua bidestilada)

Solugéo B: NaCl 0,6 M contendo HCI 0,01N (pesar 35,06g de NaCl e medir 0,83ml
de HCI, dissolver e completar para 1L com dgua bidestilada)

Amoénia liquida 0,5 M para ajustar o pH do extrato neutralizado para pH 9,4

Solugao A- para extragao de Hx e HxR
Solugéo B- para extragao ATP, ADP, AMP e IMP

Preparacédo do extragao:
Obs.: Todo material usado deve ser resfriado.

. 1g de musculo, homogeneizado em temperatura fria, em um tubo de centrifuga de
10ml com 2ml de PCA a 10%;

2. Centrifugar a 3000 rpm durante 3 minutos;

3. Decantar o sobrenadante em um Becker de 30ml e o residuo é lavado com 2ml de

PCA a 5% e recentrifugar. Esta operacéo é repetida 2 vezes. Os sobrenadantes
s&o0 juntados em um Becker de 30ml;

. Neutralizar o extrato com KOH 10N usando 20 a 23 gotas até pH 3. Continuar com
KOH 1N com 8 — 10 gotas até pH 6,5 - 6,8

. Centrifugar o extrato neutro. Passar o sobrenadante para um baldo volumétrico de
10ml. O precipitado de perclorato de potassio é lavado com 2ml de PCA 5%
neutro. Esta operagao é repetida mais uma vez usando somente 1,5ml de PCA

neutro. Os extratos devem ser mantidos a 5°C.

Preparacao da coluna
. A resina lavada é colocada na coluna até uma altura de 5cm. E derramada
lentamente pelas paredes da coluna para evitar bolhas de ar entre as particulas de

resina;
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Se a coluna n&o for usada logo, é conveniente estoca-la em um refrigerador a 5°C

apbs seu topo e extremidade serem vedadas com parafina ou bolhas de borracha.

Processo de separagdo de HxR e Hx

. Colocar 2ml do extrato neutralizado em um Becker de 20ml e ajustar o pH para 9,8

com algumas gotas de aménia liquida 0,5M;

Colocar na coluna ja preparada. Lavar o Becker com mais ou menos 2ml de agua
deionizada ajustada para pH 9,4. Lavar também a coluna;

Conectar o funil de separagéo na coluna quando o menisco da solugdo amostra
estiver chegando no topo da resina. Despejar 20ml de agua deionizada;

Colocar 45ml de solugao A no funil de separacéo, gotejando continuamente para a
coluna (1ml/min). Recolher em um baldo de 50ml.

Quando o menisco da solucdo A estiver no topo da resina, colocar 45ml da

solucao B no funil de separacao;

6. Operar do mesmo modo que a anterior, usando outro balao de 50ml;

7. Os eluidos A e B recolhidos sao completados para 50ml com as respectivas

solucdes A e B.

*Recuperacgao da resina:

1.

lavar a resina com 200 a 300ml de solucgéo B;

2. Lavar com agua destilada até ficar com o mesmo pH da agua.

Calculos:
O valor de K pode ser calculado pela seguinte formula:

K = (E 250nm A/ E 250nm A + E 2500m B ) X 100 (%)

onde, E 250nm A € E 250nm B s@o as densidades 6ticas a 250 nm das fragcées da

solucao A e B, respectivamente.



30

ANEXO 3 - N-BVT Método de microdifusdo de Conway

Medicao de BVT-N

Bases volateis incluem compostos como aménia, produtos da
decomposi¢éo de aminoacidos em musculo de peixes, e N-TMA. A medicédo de N-
BVT & um dos métodos que tem sido mais utilizado ultimamente para a estimagéao
do frescor bacteriano em pescado e pode ser classificado em dois métodos:
destilagdo e o0 método de micro difusdo. O método de micro-difusdo esta descrito

abaixo.

Preparacao do extrato

Homogeneizar em gral, 2 g de musculo de peixe com 10 mL de TCA 5 %.
Deixar em repouso por 30 min na temperatura ambiente. Se a temperatura
ambiente for mais alta do que 30°C, deve-se usar um gral resfriado com gelo, pois
em temperaturas mais altas, as ligagcbes amida no musculo do peixe sao
decompostas pelo TCA usado, e as bases convertidas irdo interferir. O
homogenato é filtrado com papel de filiro, e o filrado e estocado a ~ 20°C para

posteriores analises.

Material

Placas de Conway de vidro sdo usadas no procedimenio. A placa de 75
mm de diametro, 15- 20mm de profundidade com 10 mm de altura s&o
comerciaimente disponiveis. A placa consiste do disco e sua tampa, € uma

bracadeira de aco que € usada para prender a tampa no disco e evitar troca de ar.
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Cola

Trés gramas de goma “tragacanth” sdo dissolvidas em 30 mL de agua
deionizada e misturadas com 15 mL de glicerina e 15 mL de bicarbonato de

potassio saturado a 50% . A mistura é agitada.

Reagentes:

Indicador — Dissolver 0,1 g de verde de bromocresol e 0,2 g de vermelho

de etila em élcool etilico e completar o volume para 100mL com alcool etilico.
Indicador contendo acido bérico

10 g de acido boérico, 200 mL de alcool etilico e 10 mL do indicador descrito
antes s&o misiurados, e o volume final € compleiado para 1 L com agua

deionizada.

Bicarbonatc de potassio - preparar uma solucdo saturada de

bicarbonato de K

Procedimento:

Uma pequena porcdo de cola € aplicada uniformemente na tampa para
vedar a placa. 1 mL do indicador contendo &acido bérico € pipetado dentro do
circulo interno ( A ) e a amostra pipetada no circulo externo ( B). A tampa é fixada

na placa.
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Levantar um pouco a tampa e adicionar 1 mL de bicarbonaio de sdédio
saturado no circulo externo (B) e tampar imediatamente. O disco é fixado com
uma bragadeira de ago descrito anteriormente. Sendo volateis sob condigdes
alcalinas, as base na solugdo amostra sdo absorvidas no acido borico no circulo
interno. Deve-se tomar cuidado ao colocar a solucéce alcalina no anel externo para
evitar contaminar a solugdo de acido bdrico. A amostra e o bicarbonato de
potassioc no anel externo s&o misturados por rotagcdo da placa. No branco, a
amostra é substituida por TCA. As placas s&o mantidas a 37°C for 90 min e
tituladas como a seguir:

A microbureta horizontal da 11 é usada para titulacdo. O &cido bérico no
anel interno é titulado com &cido cloridrico 1/50 N misturando-se com um basiéo

de vidro até a cor verde do indicador desaparecer.
Calculos:
A quantidade de N-BVT & calculada a partir da férmuia:
BVT-N = ( X- b)x 0,28x a razdo da diluicdo da amosira,

onde (X) & a quantidade ( mL) de acido cloridrico utilizado na titulagéo; (b) é o
volume de HCI gasto no branco ( mL); 0,28 é a gquantidade de nitrogénio da
amodnia equivalente a 1 mL de acido cloridrico 1/50 N, e a razéo da dilui¢do ¢ 2
razdo da quantidade (g) da amostra usada por 100g de musculo. Duas
determinacdes sdo feitas para uma amosira. Apoés confirmar qaé 0s dois valores

obtidos sdo similares, o valor médio € calculado.
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