£8

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE PESCA

AVALIACAO DA QUALIDADE DO CAMARAO Litopenaeus vannamei
TRATADO COM INIBIDORES DE MELANOSE E ESTOCADO EM GELO

IANNA WIVIANNE FERNANDES DE ARAUJO

FORTALEZA — CEARA — BRASIL

ABRIL/2007



lanna Wivianne Fernandes de Araujo

AVALIACAO DA QUALIDADE DO CAMARAO Litopenaeus vannamei
TRATADO COM INIBIDORES DE MELANOSE E ESTOCADO EM GELO

Orientador: Prof. Dr. Masayoshi Ogawa
Departamento de Engenharia de Pesca

Co-orientadora: M.Sc. Norma Barreto Perdigdo Ogawa
Quimica Industrial — Pesquisadora

Dissertacao de mestrado
submetida a coordenacdo do
Programa de Pds-Graduagéao
em Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceara,
como requisito parcial para
obtencdo do grau de mestre em
Engenharia de Pesca.

FORTALEZA — CEARA — BRASIL

ABRIL/2007



Esta dissertacdo foi submetida a Coordenacdo do Curso de Poés-
Graduacdo em Engenharia de Pesca como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do grau de mestre em Engenharia de Pesca, outorgado pela
Universidade Federal do Ceara e encontra-se a disposi¢ao dos interessados na
Biblioteca de Ciéncia e Tecnologia da referida Universidade.

A transcricdo de qualquer trecho desta tese é permitida, desde que seja

feita de acordo com as normas da ética cientifica.

lanna Wivianne Fernandes de Araujo

DISSERTACAO APROVADA EM: / /

Prof. Dr. Masayoshi Ogawa
Orientador

Prof. Dr. Everardo Lima Maia
Examinador

Profa. Dr2. Maria Llcia Nunes
Examinadora



A Deus,
Aos meus pais Léda e Inacio,
Ao meu namorado Rafael,

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por permitir que concluisse com éxito esse trabalho e por
propiciar-me forcas para vencer todos os obstaculos que surgiram durante
minha vida.

Aos meus pais, pela dedicacdo durante a formacdo do meu carater e o
esforco no meu desenvolvimento intelectual, sem eles n&do teria alcangado
tantos objetivos almejados.

Ao Prof. Dr. Masayoshi Ogawa, pela orientagdo, incentivo, credibilidade
e 0s ensinamentos tado valiosos durante minha vida académica, que sem sua
ajuda nao seria possivel a realizacdo desse trabalho.

A pesquisadora Norma Barreto Perdigdo Ogawa, pela co-orientacéo,
incentivo, sem esquecer a valiosa colaboracdo na escrita desse trabalho e,
principalmente, por sua amizade.

Ao Prof. Dr. Everardo Lima Maia, por seu profissionalismo, participagcéo
na banca examinadora e pela dedicacdo de seu valioso tempo durante as
corre¢bes da minha dissertacao.

A Prof2, Maria Lucia Nunes, pelas dicas, corre¢des, por sua colaboracio
durante a execucdo do projeto de pesquisa, amizade e participacdo na banca
examinadora.

Ao meu namorado Rafael Alencar, pelo amor, dedicagdo, paciéncia,
incentivo e confianga desde o primeiro momento que nos conhecemos.
Agradeco a Deus, por vocé esta fazendo parte de muitas conquistas

importantes durante minha caminhada.



Vi

A minha querida amiga Ana Irene Martins, por sua amizade, ajuda na
vida académica, pelos conselhos e pela valiosa contribuicdo nas analises
microbioldgicas que foram fundamentais na conclusao desse trabalho.

As minhas amigas Francisca Lilian, Neuma Basilio e Claudia Cinthia,
pela amizade, valiosa colaboracdo na realizagdo das andlises fisico-quimicas,
imprescindiveis no término da minha dissertacdo e pelos momentos de alegria
durante nosso tempo de trabalho no laboratério.

Aos meus amigos Neto, Hedilberto, Diego Wescley, Luis Paulo e Oscar
Pacheco, pela valiosa ajuda durante a execucao desse trabalho e amizade.

Aos amigos Robson Cabral, André Prata e Janaina Araujo, pelo apoio e
ajuda durante o periodo do curso de mestrado.

A Fundacdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico - FUNCAP, por fornecer ajudar financeira através de bolsa de
mestrado, de alta importancia no decorrer do curso.

Aos Engenheiros de Pesca Mosart e Jucimar, pela concessédo dos
camardes Litopenaeus vannamei, sem 0s quais ndo seria possivel iniciar o
desenvolvimento do projeto de pesquisa.

Ao Dr. Marcelo Miranda, pela colaboracéo na finalizacdo desse trabalho
escrito.

Aos meus colegas do Laboratério de Recursos Aquaticos — Laraq, pelo
apoio durante o periodo de mestrado e também todos aqueles que

contribuiram direta ou indiretamente na realizacdo da minha dissertacao.



Vii

SUMARIO
Pagina

LISTA DE FIGURAS.......ooieeereeesee ettt Xii
LISTA DE TABELAS.......c ettt Xiii
LISTA DE ANEXOS......ooieiierieieerieieesieie et es Xiv
L 0 U] 1Y X

ABSTRACT ..ottt Xi

INTRODUGAO. ...t ieetestee s e sessesaessesae e ses s sessesse s sessansenans 01
REFERENCIALTEORICO........couoiieeeieieeeeeeisee et 07
1. HistOrico da CarCiNiCUITUIAL. ...........ueveieiiiiiiiee e 07
2. Controle de qualidade dO PeSCAUO..........uuvvrrriiiiiiiiiieeee e e 08
2.1. Caracteristicas gerais do pescado..........ccccoueueeeeeeriiiiiieeeesiiieeenn 08
3. Andlise sensorial do PeSCAUO..........ccuuviiiiiiiiiee e 09
4. Melan0Se €M CIrUSLACEOS. .......ccevviiiiiiiiiieieeee e e e e e e e e e 11
4.1. Surgimento da Melan0SEe............oeevvviiiiiiiiiiirree e 11
4.2. Prevencao da mMelanosSe.........ccoooiiiiiiiiiiiiiieee e 13
4.2.1. Uso de sulfitos e &4cido ascoOrbicCo............coocueeeiiiiiiiiiieeiiiieeeenns 13
5. Reac0les bioquimicas ap6s a morte do pescado.........ccccceeeeeeeeeeennn. 15
5.1. O eStado de frESCON.......ccciiiiiiiiiiiiiie e 17
5.2. Trimetilaminga (TMA).....uuueeceieeee e 19
5.3. Bases Volateis TotaisS (BVT)...ccccuuuiiiiiieeee e e e 22
5.4. Acompanhamento dO PH........ccooooiiiiiiiiiii e 24
6. DeterioraGao bacteriana...........coccuvvviiiiiiiiii e 25
6.1. Bactérias deteriorantes..........cc.uuuveiiiiiieeee e 25
6.2. Bactérias patOgENICas. .........cccoeviiiiiiiiiieeeeeeeeee s 26

MATERIAL E METODOS........ocuiiiiieteieietee sttt 28



(Y = =T o o] [0 F- VPP U TP

Y/ [1 (o [o] (oo | - VPP PPUPT PP

2.1. Uso do &cido ascorbico polietoxilato como conservante e

INIDIJOT A& MEIANOSE. .. .ccve ettt e e e e e e e

3. Observagao dos caracteres SENSOMAIS. .....ccovvurrrirrieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen

3.1, ANAlISES SENSOIIAIS. .. ettt

3.1.1. ANAlISES ODJELIVAS. .....uuiiiiiiiiiiieee e

3.1.2. Andlises subjetivas...........ccceeeiiiiiiis

4. Andlises fiSICO-QUIMICAS...........ceviiviieieiiiiiiiiire e

4.1. Determinacdo do valor de K.

4.2. Quantificagdo da trimetilamina............cccueeeeeiiiieiiinie e

4.3. Quantificacdo das bases volateis totais............ccccceevvvvvvvvrrvvnnnnnnnnns

4.4. Acompanhamento do PH.......cccoooiiiiiiiiii

5. Andlises MICrobiolOgiCas..............covvvviiiiiiiiiiiie e

RESULTADOS E DISCUSSOES.......ccccoociiiiieecieeesieee e

1. Alteragéo na qualidade do camaréo estocado em gelo....................

1.1, ANALSE SENSONIAL. ..cu e

1.2. Analise sensorial objetiva e subjetiva entre os tratamentos com

= Lol [0 (o = ToToT0 11 oo o J R

1.3. Analise sensorial objetiva e subjetiva entre os tratamentos com

acido ascorbico e metabissulfito de SOIO........cvveveee e,

2. ANAliSes fiSICO-QUIMICAS. .....cccuieiiiiiiiiiiiiiiieie e

N Y £-1 (o] o [T GO

28

28

28

30

30

30

31

32

32

32

32

33

33

34

34

34

35

38

43

44

45

a7

viii



3. ANAlises MICrobIOIOQICAS. .....cccuveeeiiiiiiiiiiiieiiee e

CONCLUSOES. ..o ettt e,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccccooiiiiiiieieieeeeeeeee e

ANEXOS

51

54

56

63



RESUMO

A qualidade do pescado é um topico de grande interesse dos produtores do
setor pesqueiro, tendo em vista o0 aumento nos mercados internacionais para
produtos frescos de pescado. Esse trabalho teve como objetivo comparar a
eficiéncia do &cido ascoérbico e do metabissulfito de sédio sobre o tempo de
conservacgao e inibicdo de melanose de camarbes acondicionados em gelo.
Foram adquiridos camardes vivos da espécie Litopenaeus vannamei cultivados
em fazendas do Estado do Ceara. Imediatamente apdés a despesca, 0S
camardes foram imersos em solu¢des de quatro diferentes concentracdes de
acido ascérbico a 200, 300, 400 e 500 ppm e de metabissulfito de sddio a 6%.
Posteriormente, os crustdceos submetidos aos diferentes tratamentos foram
estocados em gelo por vinte dias. A cada 48 horas foram retiradas amostras
para avaliacdo do grau de melanose, dos caracteres sensoriais, analises
microbiolégicas, determinacao da trimetilamina (TMA), das bases volateis totais
(BVT), do valor de K e o acompanhamento do pH. Os tratamentos com acido
ascorbico mostraram serem Uteis no controle da melanose. No entanto, o
tratamento com metabissulfito de sodio foi mais eficiente na prevencdo da
melanose. Quanto a avaliacdo do quesito controle de qualidade do camaréo
armazenado em gelo, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Foi verificado
que a partir do 14° dia os camardes estocados em gelo mostraram sinais de
putrefacdo. Conclui-se que nao é viavel economicamente a utilizacdo do acido
ascorbico no controle da melanose em camarfes, visto que poderia haver
necessidade de concentracdes mais elevadas do produto nos tratamentos de
imerséo para evitar o surgimento de manchas pretas.

Palavras chave: Litopenaeus vannamei, melanose, controle de qualidade.
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ABSTRACT

Quiality of fisheries products is a subject of great interest among producers
since the international market for fresh products is expanding. The objective of
the present study was to compare the efficiency of ascorbic acid and sodium
metabisulfite in conserving product quality for long periods and inhibiting black
spot occurrence in shrimp kept in ice. Live shrimp, Litopenaeus vannamei,
grown in a shrimp farm at Ceara State, Brazil, were used in the experiment.
Immediately after capture, the shrimp were immersed in four different
concentrations of ascorbic acid (200, 300, 400 and 500 ppm) and also in 6%
sodium metabisulfite. After that, all the shrimp from the five treatments were
transferred to ice and kept for 20 days. Every 48 hours samples from the five
treatments were taken in order to analyze the level of black spot occurrence,
sensorial characteristics, trimethylamine, total volatile basic, K value and pH
value. The ascorbic acid showed good results in preventing black spot, although
sodium metabissulfite was more efficient in preventing it. When quality control
was evaluated from shrimp kept in ice, no significant different was observed
among the treatments. After 16 days kept in ice, all shrimp showed some level
of decay. Although the ascorbic acid showed good results in preventing black
spot occurrence, it is not economically viable to use it for shrimp, since the
product is costly and requires high concentration to prevent black spot.

Key words: Litopenaeus vannamei, black spot, quality control.
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INTRODUCAO

A espécie Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), também conhecida
como “camardo cinza” ou “camardo branco do Pacifico”, constitui importante
recurso que esta sendo cultivado e exportado pelos Estados do Nordeste
brasileiro, sobretudo pelo Ceara. Atualmente € encontrado em quase todos os

Estados litoraneos do pais (ABCC, 2006).

E uma espécie originaria da Costa Ocidental do Oceano Pacifico, mais
precisamente da Provincia de Sonora no México até o sul de Tumbes no Norte
do Peru (BRIGGS et al., 2004). E considerada uma espécie exoética ao litoral
brasileiro e foi introduzida no Brasil na década de 80, sendo responséavel pelo
desenvolvimento da carcinicultura nacional. (BRASIL/CAMARA DOS

DEPUTADQS, 2002).

A carcinicultura brasileira teve no inicio da década um surpreendente
crescimento econdmico até o ano de 2003, constituindo-se numa das

atividades mais rentaveis do agronegocio nordestino (MADRID, 2005).

Dados recentes informam que as exportagdes de camarao inteiro foram
da ordem de U$ 124 milhdes, com um volume de 30 mil toneladas, equivalente
a U$ 4,12/kg, no ano de 2006. Tendo como principais exportadores os estados
do Cearéa e Rio Grande do Norte, respondendo juntos por 75% do volume das

exportacdes deste produto (BRASIL, 2007).
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Da producao de camaréo cultivado em 2003, um percentual de 77,7% se
destina ao mercado externo com produtos de pouquissimo valor agregado. Do
total exportado, 35% foram enviados aos Estados Unidos (camardo sem
cabeca) e 62% aos paises europeus (camarao inteiro) (WURMANN e MADRID,

2006).

7

A determinacdo da qualidade do pescado € 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. Uma maior quantidade de pescado esta
sendo transportada para longas distancias e a avaliacao do frescor € requerida
para permitir um prognéstico de qualidade ao comprador final.

A avaliacdo das alteragBes sensoriais como mudanca de coloragdo na
cabeca (vermelha e preta), afrouxamento da cabeca, melanose e outros
defeitos na cauda e alteragcbes no odor dos camardes inteiros sdo exigidas
pelas normas de controle de qualidade da industria para exportacdo do
pescado. Por se tratar de um produto altamente perecivel, quando no seu
estado fresco, é exigido pelas industrias um controle rigoroso e sistematico de
parametros que possam monitorar a qualidade do camarao.

A melanose severa nestes crustaceos pode causar grandes perdas
econdmicas devido ao consideravel valor destes produtos nos mercados. Ha
muitos exemplos de exportacdes de crustaceos que entram nos paises
importadores avaliados em milhdes de délares cujos valores sao reduzidos

ou perdidos completamente devido a severidade desse fenébmeno.
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O controle imediato é o do surgimento da melanose que pode ocorrer
logo apls a despesca, ao longo da estocagem em gelo ou sob congelamento,
constituindo sério agravante para os paises que exploram tais recursos, dadas
as grandes perdas de divisas (OGAWA e DINIZ, 1999).

Segundo Hodgson et al. (2004), alguns compradores europeus de
camardo inteiro fazem uma simulacdo das condi¢cbes nos seus mercados de
frutos do mar, retirando um bloco de camarédo congelado da sua embalagem e
deixando-o em temperatura ambiente por quatro horas. Se a cabeca ficar preta
ou afrouxar, o produto é rejeitado.

No processo de despesca os camardes sdo mergulhados numa solucéo
de metabissulfito de sédio (Na,S,0s) contendo gelo para evitar a formacao de
melanose (ALBUQUERQUE et al., 2006).

Visando inibir a formacdo de melanose, a FDA (Food and Drug
Administration - EUA) recomenda o tratamento de imersao por 10 minutos dos
camardes em solucdo de metabissulfito de soédio a 1%. No entanto, para o
tratamento de camarbes despescados de viveiros, esta recomendacédo nao é
suficiente para inibir de forma satisfatéria o aparecimento de manchas pretas.
Na pratica, os parametros concentracdo e tempo de imersdo vém sendo
estabelecidos pelo produtor e junto a isto, um constante monitoramento dos
niveis de SO, residual para que ndo excedam o limite imposto pelos
importadores que é de 100ppm podendo atingir até 150ppm dependendo do
pais importador.

O metabissulfito de sédio se usado em excesso pode ser considerado
uma substancia nociva a saude humana por suas propriedades alérgicas. A

utilizacédo de produtos formulados a partir de &cido ascérbico poderia ser uma
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opcdo para evitar a formacdo de manchas pretas e contribuir com a
conservacao e o grau de frescor dos crustaceos por mais tempo.

Segundo Bailey et al. (1960) substancias redutoras como acido
ascoérbico sdo usados no controle de manchas pretas em camarao visto que
reduzem imediatamente orto-quinonas e retardam a formacé&o de melanina.

Marcos e Maqueda (2003) salientam que o &cido ascoérbico, seus
inUmeros sais neutros e outros derivados tém sido considerados como 0s
antioxidantes mais in6cuos para se utilizar como aditivos na prevencao da
melanose e outras reacdes oxidativas.

Nos camarbes L. vannamei observa-se o surgimento de coloragao
avermelhada no cefalotérax logo nos primeiros dias de estocagem em gelo,
provavelmente devido ao desligamento dos pigmentos carotenodides das
proteinas, liberando o pigmento de coloracdo vermelho-alaranjado. A
ocorréncia de “cabeca vermelha” tem implicacdes na qualidade sensorial do
camardo o que obriga a industria a efetuar o seu descabecamento, gerando
perda para os produtores.

A cabeca vermelha nos camarfes, ap0s a despesca, ocorre devido a
quebra da ligacdo caroteno-proteina (carotendide + proteina) ocasionada pela
desnaturacéo da proteina, conferindo a coloragdo natural do carotendide. Esta
reacdo € caracteristica de situa¢des nas quais os camardes foram expostos a
altas temperaturas por tempo prolongado, como em despescas com pouco
gelo, sob sol forte e demora no envio dos camardes para a industria

(CARVALHO et al., 2005).
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A associacdo dos carotenodides com proteinas estabiliza o pigmento e
também muda sua cor (FENNEMA, 1985). A quebra do complexo libera o
pigmento astaxantina com sua cor avermelhada natural.

A fim de se compreender melhor a incidéncia destes defeitos da
aparéncia do camarao durante sua conservacao € interessante conhecer a sua
relacdo com o estado de frescor do camaréo

Além dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos, outros fatores
basicos que podem auxiliar na avaliagdo da qualidade de um alimento estao
associados aos atributos sensoriais.

Durante o acompanhamento do estado de frescor do pescado séo
observadas reacbes bioquimicas que ocorrem durante o rigor-mortis,
influenciadas diretamente pelo modo de captura desses organismos
(SIKORSKI, 1994).

A decomposicdo ou deterioracdo 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 microbiologicas que ocorrem nos tecidos do
pescado apds a morte, dependem significativamente dos fatores que afetam a
concentracdo de substratos e metabdlitos nos tecidos do pescado vivo,
atividade das enzimas enddgenas, contaminacdo microbiana e condicbes da
captura (SIKORSKI, 1994).

H& um grande namero de trabalhos sobre as mudancas bioquimicas que
ocorrem apos a morte do pescado, no entanto, pouca informagéo encontra-se

disponivel no que se refere ao camarao L. vannamei.
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Esse trabalho teve como objetivo comparar a eficiéncia do &acido
ascorbico polietoxilato comercial e do metabissulfito de sédio sobre o tempo de

conservacgao e inibicdo de melanose de camardes acondicionados em gelo.
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REFERENCIAL TEORICO

1. Histoérico da carcinicultura

A carcinicultura marinha brasileira sofreu um grande impulso com a
introducdo do Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) a partir do final da
década de 80 (PONTES e ARRUDA, 2005).

O camardo marinho cultivado vem se destacando, nos ultimos anos,
como um dos principais responsaveis pelo superavit da balanca comercial do
pescado brasileiro (GOES et al., 2006).

Rocha (2004) afirma que o valor alcangcado com as exportacdes desse
agronegdcio, no periodo de janeiro a novembro de 2003, foi de US$ 210,47
milhdes e, portanto, mais da metade de toda a exportacdo do setor de pescado
do Brasil.

Reporta Rodrigues (apud GOES et al., 2006) que apesar da atividade ter
sido altamente crescente, a partir de 1996, a producdo de 2004 foi de apenas
75.904 toneladas, o que representou uma queda de 15,8% em relacéo a 2003.

Segundo Goes et al. (2006), o escoamento do camardo cultivado do
Brasil em 2004 foi realizado principalmente para a América do Norte (23,09%)
e a Europa (75,61%). Entre os paises da comunidade européia destacam-se a

Franca, Espanha, Itdlia, Alemanha, Portugal e a Bélgica, pelo volume de
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compra e rigidez no tocante as exigéncias da qualidade, em especial da carga

microbiana existente no camarao.

2. Controle de qualidade do pescado

2.1. Caracteristicas gerais do pescado

De acordo com Sacconi (1988), os pescados sdo produtos que se
alteram rapidamente a temperatura ambiente ou no estado refrigerado e que
comumente sdo capturados longe dos centros de consumo, por isso, 0
congelamento dos mesmos apresenta grande importancia comercial.

O pescado é uma das principais fontes de proteina do ser humano. E
também um dos alimentos mais suscetiveis a deterioracdo devido a atividade
de agua elevada, composicao quimica, teor de gorduras insaturadas facilmente
oxidaveis e, principalmente, ao pH proximo a neutralidade (FRANCO e
LANDGRAF, 2005).

Também Tavares et al. (1988), reporta que o pescado deve estar integro
e ndo apresentar cheiro ou sabor anormal, lesbes ou doencas microbianas. O
camardo fresco deve possuir as seguintes caracteristicas: corpo curvo,
carapaca transparente e aderente ao corpo, que nao deixe escapar facilmente
0s peredpodos, os pledpodos e o cefalotérax da cauda. Deve ainda apresentar
auséncia de qualquer pigmentacdo rdosea, musculos consistentes e olhos
negros bem destacados.

De acordo com Silva et al. (2003), ha a obrigatoriedade de beneficiar
camardes congelados isentos de contaminagdes microbioldgicas, com o intuito
de evitar prejuizos ao consumidor. Além disso, enfatizaram também que, do

ponto de vista econdmico, contaminac¢des microbioldégicas podem comprometer
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seriamente a imagem do produto brasileiro, prejudicando as futuras
exportagoes.

A existéncia dos servicos de inspecdo traduz-se na necessidade da
observancia de normas, padrfes e legislacdes compativeis com a realidade de
cada pais, com o0s objetivos de: zelar pela saude do consumidor, garantir o
comércio leal (face a uniformidade dos procedimentos), reduzir as perdas e
oferecer condicbes para a aceitabilidade do pescado e seus derivados
(FAULHABER, 1988).

A decomposicao bacteriana do pescado ocorre normalmente a partir da
flora marinha ou fluvial, que néo é patogénica para o0 homem, com espécies de
Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus e
Corineforme. No entanto, existem duas situa¢cdes em que o problema se torna
grave em relagdo ao homem. Uma € quando a pesca é feita em aguas poluidas
por esgotos e outra quando o produto € muito manipulado pelo homem antes
de ser consumido (RIEDEL, 2005).

Segundo Sikorski (1994) é de grande importancia para a qualidade do
pescado como alimento, as circunstancias de captura, pois podem induzir um
metabolismo anaerodbico e a alteracdo do estado de acidez em seus musculos
guando resistem a esse processo. O pescado morto sem sofrimento, com
rapidez e bem refrigerado estara livre dessas mudangas bioquimicas que

afetardo sua degradacao natural.

3. Andlise sensorial do pescado

A andlise sensorial foi definida em 1975 pela Divisdo de Analise

Sensorial do Instituto dos Tecnologistas de Alimentos dos EUA como uma
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disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analisar e interpretar as
reacoes das caracteristicas dos alimentos e materiais quando sdo percebidos
pelos 6rgédos dos sentidos da viséo, olfato, gosto, tato e audicdo (MORI, 1988).

O exame sensorial tem papel fundamental em qualquer programa de
controle de qualidade de alimentos, visto ser ele um fator determinante da
aceitacdo do produto. Os caracteres sensoriais envolvem o0 aspecto, a cor, 0
cheiro ou odor, e o sabor do produto. Se tais caracteres se apresentarem
alterados, o alimento sera considerado impréprio para o consumo (TAVARES
et al., 1988).

A analise sensorial é a avaliacdo mais frequiente no dia a dia da industria
de pesca, pela necessidade da rapidez no julgamento de lotes de matéria-
prima e do produto acabado, bem como pela facilidade de execucédo (RUIVO,
1988).

As mudancas da coloracdo superficial nos crustaceos, como na
tonalidade alterada na carne, resultam principalmente pela oxidacdo enzimatica
e ndo enzimética (SIKORSKI, 1994).

O escurecimento ndo enzimatico pode ocorrer durante a coccao, em
algumas espécies marinhas ricas em ribose, escurecendo o produto,
provocando odores, sabores indesejaveis e a perda do valor nutritivo. Inicia-se
essencialmente a partir de reacdes de agucares redutores com compostos
carbonilicos, especialmente aldeidos e cetonas. Esse processo é conhecido
como reacao de Maillard (KAl e MORAIS, 1988).

Kai e Morais (1988) definiram ainda o0 escurecimento enzimatico como a
transformagdo, em suas primeiras etapas, de compostos fendlicos em

polimeros coloridos, freqlientemente pardos ou negros. O mais importante, no
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caso do pescado, é a ocorréncia de manchas pretas, ou melanose, no

camardo, provocada pela melanina.

4. Melanose em crustaceos

4.1. Surgimento da melanose

Segundo Carvalho et al. (2005) melanose é uma reacdo quimica natural
gue ocorre nos camarfes e resulta na coloracdo escura na carapaca e, em
graus mais avancgados, no musculo dos animais. A melanina € uma substancia
com poder bactericida que surge devido a uma reacao oxienzimatica (tirosina-
substrato monofenol com a enzima polifenol oxidase).

No mecanismo de ocorréncia de manchas pretas (melanose) em
lagostas e camarfes, 0 ponto principal parece dizer respeito as condi¢des de
morte do animal. Quando este morre sob circunstancias anormais, a exemplo
de traumatismo e estresse, ocorre formacado de melanina por via de reacbes
enzimaticas oxidativas, durante estocagem. Somente uma pequena parte dos
animais capturados apresenta sinais de manchas pretas, quando estas
deveriam incidir mais significativamente. Isto parece indicar que individuos
vivos apresentam um mecanismo de defesa caracteristico que condiciona a

melanose (OGAWA e DINIZ, 1999).
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De acordo com Marshall (apud CARVALHO et al., 2005) os crustaceos
utilizam a polifenol oxidase (PPO) para fun¢des fisiolégicas importantes no seu
desenvolvimento. A PPO é importante para o endurecimento da carapaca dos
animais (esclerotizacdo) ap6s a muda e também é responsavel pela
cicatrizagdo de ferimentos. No entanto, o escurecimento catalisado pela PPO
apos a despesca afeta a qualidade e a aceitacdo dos camardes.

A distribuicdo do substrato e enzimas (polifenol oxidase - PPO) no
camarédo que nao sofreu dano fisico ou estresse antes de morrer é uniforme, e
nesta condi¢do se apls a despesca forem adotados os procedimentos corretos
de choque térmico, tratamento com metabissulfito, acondicionamento,
transporte e congelamento, ndo ocorrerd a melanose (CARVALHO et al.,
2005).

De acordo com Silva (1988) melanose, mancha preta ou “black spot”,
séo termos utilizados para explicar as reacdes de escurecimento ocorridas em
crustaceos. Tem sua origem por atividade enzimatica e ndo microbiana.
Temperatura elevada, pH 6 a 8 e a presenca de oxigénio, favorecem ainda
mais essa reacdo. Além disso, 0 autor esclarece que a tirosina, presente
naturalmente no figado do camarado, é oxidada pela tirosinase, presente em
grandes quantidades no sistema digestivo do crustaceo, que na auséncia de
sais de sulfito tem suas reacdes aceleradas, causando o escurecimento.

Nort (1988) confirma que as manchas pretas ou “black spot” séo
causadas por reacdes enzimaticas (fenolases) de Oxido reducdo entre
substancias presentes, principalmente no cefalotérax do camardo, juntamente

com pigmentos de melanina.



Avaliacdo da qualidade do camaréo Litopenaeus vannamei... ARAUJO, . W.F.de 13

Igualmente Maia (2004) definiu a melanose ou “black spot” como o
resultado de uma reacdo quimica natural de descoloracdo do camardo e o
aparecimento de manchas pretas. Tal escurecimento deve-se ao aparecimento
de estruturas melaninicas formadas pela oxidacdo de compostos do tipo mono
e polifendis, através de reacdes enzimaticas na presenca de oxigénio

molecular.

Em crustaceos, quando a distribuicdo dos componentes responsaveis
pelo surgimento das manchas pretas € uniforme ndo se desenvolve a
melanose. Entretanto, quando o animal sofre alguma situacdo anormal antes
de morrer, sobretudo traumatismos como pancadas e ferimentos e estresse,
ocorre um desequilibrio, concentrando-se os componentes para reparagdo no
local traumatizado que na presenca de O, e do metal catalizador (Cu) da

hemocianina, desencadeiam o processo de melanose (OGAWA, 1987).

4.2. Prevencao da melanose

4.2.1. Uso de sulfitos e acido ascorbico

Na carcinicultura € comum o uso de metabissulfito de sodio (Na,S,0s)
com a finalidade de evitar o aparecimento da melanose (GOES et al., 2006).

Silva (apud GOES et al., 2006) ressalta que o metabissulfito de sédio é o
conservante de maior estabilidade e que apresenta a maior quantidade de
diéxido de enxofre (SO-), quando diluido em agua.

A FDA (Food and Drug Administration - EUA) reconhece a necessidade

do metabissulfito de sodio para a industria de camaréo e recomenda a imersao
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por 1 min em uma solucdo de metabissulfito de sédio a 1,25% como uma boa

préatica de fabricacdo (FINNE et al., 1986).

Segundo Silva (apud GOES et al., 2006) o procedimento preconizado
pelo FDA é a rejeicdo de todo o lote mesmo que apenas uma das amostras
analisadas apresente valores superiores a 100 ppm de SO,, porque podera
ocasionar crises de asma, reacbes cutaneas (urticarias), diarréias, choque
anafilatico, dores de cabeca, dores abdominais, nauseas e tonturas em
individuos sensiveis.

Os agentes sulfiticos sdo os antimelandsicos mais utilizados na industria
alimenticia. Trata-se de diversas formas de sulfitos inorgéanicos, incluindo o
diéxido de enxofre (SO). Na solucdo aquosa, o SO, e os sais de sulfito formam
acido sulfuroso, que esta em equilibrio com formas ibnicas de bissulfito e
sulfito, liberando prétons de hidrogénio (MARCOS e MAQUEDA, 2003).

(SO2 = Hz0) <------> (H2S03) <------> HSOj3. + H’ <------> SO3 * + H"

Ogawa e Diniz (1999) ressaltam que substancias redutoras tais como
sulfitos, acido ascérbico sdo usualmente empregados no controle de manchas
pretas em camardo, dadas suas propriedades de reduzirem imediatamente
orto-quinona, retardando assim a formacéo da melanose.

O mecanismo de inibicho da melanose em crustaceos pelo acido

7

ascorbico é atribuido pela reducdo das moléculas de o-quinonas formadas
enzimaticamente, revertendo a reagcdo oxidativa até seus precursores, 0S
difen6is e, como consequéncia, prevenindo a formacdo da melanose
(MARCOS e MAQUEDA, 2003).

Os mesmos autores Marcos e Maqueda (2003) ainda relatam que o

Unico inconveniente do acido ascorbico é de se oxidar de forma irreversivel



Avaliacdo da qualidade do camaréo Litopenaeus vannamei... ARAUJO, . W.F.de 15

para &cido dehidroascorbico, reduzindo assim, o poder antioxidante da vitamina
C esgotando a medida que a reagdo enzimatica avanga no processo de
escurecimento.

Porém, alguns produtos formulados a partir do polietileno glicol com

acido ascorbico ddo origem ao acido ascorbico polietoxilato, garantindo uma

maior estabilidade da molécula.

Aumento da Estabilidade
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Aplicacao biotécnica do PEG

[HO(CH,CH,0),0H]

PEG: polyethylene glycol

5. Reagfes bioquimicas ap6s a morte do pescado

O glicogénio é o carboidrato de estoque dos musculos de animais de
sangue quente e dos pescados. Sua degradacao produz energia (ATP) atraves
de uma sequéncia de rea¢fes enzimaticas que podem ser do tipo anaerobico
ou aerbbico. A diminuicdo do suprimento de O, apés a morte, direciona a
glicolise para o mecanismo anaerébico (GUZMAN, 1994).

Cheftel e Cheftel (1976) salientam que apds a morte do pescado surge a
glicolise anaerdbica, nestas condigbes em vez do glicogénio degradar-se em
agua e anidrido carbénico, com geracdo de ATP a partir do ADP, se transforma

em acido latico. As quantidades de ATP produzidas pela glicélise anaerdbica
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nao sao suficientes para compensar as perdas resultantes de sua hidrélise pela
ATPase sarcoplasmatica. A formacao de acido latico origina um decréscimo do
pH, inibindo diversas enzimas especialmente a fosforilase. No final da reagéo,
o processo de glicolise é inibido e o conteiddo de ATP se aproxima da
esgotabilidade.

Os mesmos autores Cheftel e Cheftel (1976) afirmam que com a
auséncia de ATP, a actina e miosina se unem de forma irreversivel formando a
actomiosina, ocasionando a rigidez no masculo (rigor-mortis).

O estado de rigor-mortis é definido como a perda da elasticidade e
extensibilidade dos musculos como resultado da alteracdo dos ciclos de
contracao e relaxamento (GUZMAN, 1994).

As taxas de fosfato organico e hidratos de carbono presentes na carne
do pescado recém capturado sao afetados, principalmente pelas condi¢des de
captura que o pescado € submetido. O cansa¢co muscular durante a captura,
provoca o esgotamento das reservas de ATP e creatina — fosfato, assim como
de glicogénio (SIKORSKI, 1994).

Os animais submetidos as condicfes de “stress” antes de sua morte,
ocasionam a perda de glicogénio e por consequéncia ha um rapido decréscimo
da quantidade de ATP no musculo. Em seguida, ocorre o enrijecimento do
musculo ao maximo, diminuindo muito a capacidade de retengcdo da agua e a
acidez da carne é relativamente pequena. Com essa reacdo, a qualidade
microbioldgica esta comprometida, pois o0 aumento do pH facilita a proliferacéo

da flora microbiana existente no pescado (CHEFTEL e CHEFTEL, 1976).
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5.1. O estado de frescor

O frescor do pescado esta relacionado as mudancas bioquimicas que
acontecem mesmo em condicbes assépticas, através de enzimas de
degradacdo (EHIRA, 1976). A perda do frescor no musculo, geralmente
depende da temperatura e do tempo de estocagem (KAMINISHI et al., 2000).

Igualmente Guzméan (1994) afirma que a conservacdo do pescado
armazenado é avaliada por uma série de parametros fisicos, bioquimicos,
microbiolégicos e sensoriais, cujos valores no tempo de estocagem s&o
comparados com a matéria-prima que nao apresentou deterioracdo no tempo
inicial (recém-capturado).

A rapida alteracéo no frescor depende de alguns fatores como o local de
captura e o tamanho do pescado, a quantidade de lipideos presentes no
produto, a forma de captura, a carga bacteriana presente e a temperatura de
estocagem (LOSADA et al., 2005).

Mendes et al. (2001) relata que a deterioracdo do pescado tem sido
avaliada tradicionalmente pelo acompanhamento dos niveis de nitrogénio da
trimetilamina e das bases volateis totais. Entretanto, Botta (apud MENDES et
al., 2001) reporta que para a maioria das espécies de pescado esse critério de
avaliacdo do frescor ndo é suficiente, visto que ocorre pela deterioracédo
bacteriana. Enquanto que, um dos principais indices desse tipo de avaliacéo
em pescado ocorre em associacdo com as reagdes autoliticas ocasionadas por
enzimas enddgenas.

Conforme Guzman (1994), a determinacédo da Hx (hipoxantina) formada
da HxR (inosina) e AdR (adenina aminoidrolase) nas Ultimas etapas da

degradacédo do ATP, é uma alternativa para a avaliacdo do frescor do pescado.
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Amlacher e Huss (apud ALMEIDA et al., 2005) confirmam que as
mudancas autoliticas ocorrem no pescado através de dois tipos de
deterioragdo: enzimatica e bacteriolégica. As atividades enziméticas individuais
gue participam da reacdo mediante as quais o ATP se degrada a hipoxantina,
através de IMP e da inosina variando de espécie para espécie, depende da
temperatura e do pH e, também, de outros fatores como as condicdes de
manipulagéo, com o estado fisico do pescado antes de captura-lo, dos métodos
de captura e da maneira como séo sacrificados.

Entre outros métodos, os nucleotideos produzidos pela decomposicéo
de adenosina trifosfato (ATP) sao considerados os indicadores mais confiaveis
de frescor (OGAWA et al., 1999).

Saito et al. (1956) registraram uma alta correlacdo entre a percentagem
de inosina e hipoxantina sobre o total de ATP e compostos relacionados ao
estagio inicial de frescor do pescado, e prop6s uma constante K para
determinacgao do frescor.

Igualmente Sikorski (1994), reporta que a Hx e o valor de K sédo os
indicadores mais Uteis na determinacao do frescor, apesar de que a perda do
frescor se deve a degradacao enzimética e a atividade bacteriana. Uchiyama e
Kobayashi (1974) descreveram o valor de K baseado na concentragdo de
varios nucleotideos e respectivos produtos da degradacao.

O valor de K consiste num 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, sendo usado como indice
representativo do frescor da carne do pescado. Atualmente, este método é o

mais apropriado para avaliacdo do frescor do pescado. A estimacgédo do frescor
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de peixes e crustaceos € muito importante na industria de alimentos para a
elaboracéo de produtos de alta qualidade (OGAWA et al., 1999).

Agustini et al. (2001) asseguram que o valor de K é um indice
bioquimico utilizado para avaliar a qualidade do pescado, baseado nas
mudancas de nucleotideos, expressos em porcentagem a partir da quantidade
de inosina (HxR) e hipoxantina (Hx) e os valores totais de adenosina 5 - tri-, di-,
mono-fosfato (ATP, ADP, AMP), inosina mono-fosfato (IMP), HXR e Hx. Esses
autores confirmam que o valor de K tem sido muito utilizado no Japdo como o
Unico indice de frescor para avaliar as mudangas na qualidade do pescado

apobs a captura e durante a estocagem.

5.2. Trimetilamina (TMA)

Conforme Huss (1988), um dos métodos quimicos mais usados para
avaliar a qualidade do pescado € a determinacao de nitrogénio da trimetilamina
(TMA), que é um dos compostos basicos volateis que se encontra em
guantidade muito pequena no pescado marinho fresco, mas que se acumula
durante a sua deterioracdo pos-morte. A TMA € originaria, principalmente, da
reducdo do oxido de trimetilamina (OTMA) por acdo enzimatica produzidas por
bactérias deteriorantes.

O OTMA existe em quantidade variavel nas diferentes espécies sendo
particularmente elevado nos cagBes e arraias, nos quais atinge até
1500mg/100g. Na corvina, pescada, pargo e outros peixes de carne branca
também apresenta-se com elevados valores entre 200 e 300mg/100g. No atum

encontra-se quantidades abaixo de 20mg/100g, porém nos peixes de
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parentesco proximo, como bonito, serra, cavala, os teores de OTMA estéo
entre 20 e 60mg/100g (GUZMAN, 1988).

Trés funcbes tém sido sugeridas para explicar porque 0s peixes e
crustdceos marinhos consomem, armazenam e sintetizam o Oxido de
trimetilamina (OTMA): regulador osmdético, agente desentoxicante e
estabilizante de macromoléculas (GUZMAN, 1994).

Kimura et al. (2003) asseguram que o Oxido de trimetilamina (OTMA) é
um regulador osmético natural, estd presente na maioria das espécies
marinhas, acumulado especialmente nos tecidos de elasmobranquios,
moluscos e crustaceos.

De acordo com Ogawa et al. (1999) a TMA é uma substancia peculiar
aos peixes e crustaceos marinhos e estd distribuida principalmente nos
musculos e visceras. ApGs a morte do pescado, o O6xido de trimetilamina é
convertido em trimetilamina por acdo de enzima redutase produzida por
bactérias. Além de ser um bom indicador de deterioragdo para peixes e
crustaceos, embora de uma maneira geral ndo possa ser aplicado para
pescados de &gua doce, devido a quantidade de OTMA ser minima. Além
disso, a TMA é uma amina terciaria do tipo R3N na qual os radicais R séo
metilas (GUZMAN, 1988).

Novamente Guzman (1994), salienta que a condi¢cdo primaria para a
formacdo de TMA é a existéncia em quantidade abundante de OTMA, como a
gue existe nos peixes 6sseos de carne branca (linguado, corvina, castanha,
pescada, merluza e abrdtea), nos elasmobranquios (cacfes e raias) e em

alguns crustaceos e moluscos (camaréo, lagosta, caranguejo, lula e polvo).
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Em pescados frescos a TMA se encontra em pequenas quantidades,
porém acumula-se durante a deterioracdo do pescado marinho, como
resultado, principalmente, da reducao bacteriana (EVANGELISTA, 1997).

Connell (apud CINTRA, 1996) comprovou que o pescado de agua fria de
boa qualidade, contém menos de 1,5mg/100g de TMA no pescado. Sendo
geralmente considerado como limite de aceitabilidade para o consumo
humano, um conteddo de 4mg/100g, devendo salientar que estes valores séo
somente aplicados a pescados conservados em gelo.

Watson (apud GUZMAN, 1994) sugeriu que a reducido bacteriana do

OTMA deveria ocorrer de acordo com a equacao geral seguinte:

redutase
(CH3)3N-O + H, (doador) > (CH3)sN + H,0
OTMA T™MA

KIMURA et al. (2000) salientam que durante o rigor mortis no periodo de
estocagem, o OTMA ¢é reduzido a trimetilamina, dimetilamina (DMA) e
formaldeido. O OTMA é inodoro enquanto a TMA apresenta odor caracteristico
(LEITAO, 1988).

Hebard et al. (1982) afirmaram que peixes de dgua doce sao conhecidos
por ndo apresentarem oxido de trimetilamina no musculo. Entretanto, Shirai et
al. (1998) quantificaram o OTMA e a TMA em pescados de agua doce de
diversas espécies, podendo ser utilizados como indicadores de deterioracao.

De acordo com KIMURA et al. (2005) apesar do pescado de agua doce
possuir uma regulacdo osmética diferente do pescado marinho, o de 4gua doce

apresenta quantidades relevantes de OTMA no musculo.
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Considerando que o limite de TMA no pescado varia de acordo com as
espécies, Sikorski (1994) salienta que o nivel permitido de trimetilamina é de 5-
10mg de N de TMA por 100g. Enquanto, Hebard et al. (1982) propuseram 5mg
de N de TMA por 100g de carne.

Os teores de TMA em camardes sdo comumente baixos, s6 aumentam
apos o 8° dia, sem chegar a exceder os 5mg/100g, quando rejeitados
sensorialmente (GUZMAN, 1994).

Kietzmann et al. (1974) confirmam que a quantidade de TMA formada,
depende, de uma parte, dos niveis de OTMA, constituinte fundamental, do
namero de bactérias que reduzem esse 6xido, nimero cuja porcentagem
dentro da flora bacteriana total do pescado pode variar. Tanto a quantidade de
OTMA quanto o nuamero e composi¢cdo da flora bacteriana dependem
principalmente da espécie, do local onde foi capturado, da época do ano, do

procedimento de captura e do manejo durante seu beneficiamento.

5.3. Bases Volateis Totais (BVT)

A determinacdo das bases volateis totais (BVT) é um dos métodos mais
utilizados na avaliagido da qualidade dos produtos pesqueiros. E um termo
geral que inclue a medicdo da trimetilamina (produzida por deterioracao
bacteriana), dimetilamina (produzidas por enzimas autoliticas durante o
armazenamento e congelamento), aménia (produzida pela desaminacdo de
aminoécidos e catabdlitos de nucleotideos) e outros componentes nitrogenados
basicos volateis, associados com a deterioracdo de produtos pesqueiros

(HUSS, 1999).
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Reay e Shewan; Molteno et al. (apud GUZMAN, 1994) observaram que
além da amonia, as bases volateis totais incluem trimetilamina, dimetilamina e,
provavelmente, tracos de monometilamina, propilamina, que se formam em
etapas mais avangadas da decomposicéo.

Igualmente, Tavares et al. (1988) afirmam que o pescado refrigerado
pode ser deteriorado pela acdo enzimatica e bacteriana, resultando na
producdo de varios compostos nitrogenados, sendo mais frequentes a
trimetilamina, a dimetilamina, a amoénia e acidos volateis. O teor é dado pela
determinacdo das bases volateis, que aumenta em funcdo da deterioracdo do
produto.

Destas bases a que geralmente tem variacdo mais significativa € a TMA,
portanto ela € a principal responsavel pela mudanca nos valores de BVT,
durante a estocagem do pescado em gelo (TAHA, 1988).

Segundo Ogawa et al. (1999) para peixes em excelente estado de
frescor, o teor de BVT atinge 5 a 10mg/100g de carne; peixes com frescor
razoavel podem atingir até 15 a 25mg/100g de carne. No inicio da putrefacéo,
este teor pode ir até 30 a 40mg/100g e, quando deteriorado, tal contetdo deve
encontrar-se acima de 50mg/100g.

Neto (apud GUZMAN, 1994) reportou que nos peixes de agua doce, as
BVT variam pouco e de maneira erratica, ndo atingindo o valor de 30mg/100g,
apesar de terem sido rejeitados sensorialmente.

O limite de aceitacdo das bases volateis totais em pescado seria de
30mg de N por 100g de carne (TAVARES et al., 1988, SIKORSKI, 1994 e

BRASIL, 1997).
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5.4. Acompanhamento do pH

O &cido latico gerado a partir do glicogénio ap6s a morte do pescado, é
a causa principal do decréscimo do pH no musculo durante o periodo de rigor
mortis (SIKORSKI, 1994).

A medida do pH nédo deve ser utilizada individualmente como indice de
frescor, pois pode induzir a falsa avaliagdo. No entanto, seus valores
geralmente acompanham, paralelamente, analises quimicas, microbiologicas e
sensoriais (NORT, 1988).

A diminui¢do do pH no musculo durante o rigor mortis tem um efeito nas
propriedades fisicas no musculo do pescado. A medida que o pH diminui, a
textura do musculo é modificada, ocorrendo sua desnaturacdo parcial e
diminuindo a capacidade de retencéo de agua (HUSS, 1999).

A acidificacéo influencia a liberacéo de fosfatos inorganicos e amoniacos
tendo como consequéncia a degradacdo enzimatica do ATP (SIKORSKI,
1994). Entretanto, a medida que o pH chega a neutralidade, as chances de
alcancar a alcalinidade demonstram que o musculo estad entrando em estado
de decomposicdo (KIETZMANN et al., 1974).

De acordo com Matsumoto e Yamanaka (1990) é observado no estagio

inicial de decomposicao o declinio dos niveis de &cido latico no pescado.
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6. Deterioragéo bacteriana

6.1. Bactérias deteriorantes

Os organismos responsaveis por alteracbes no pescado sao
considerados aqueles que produzem maus odores quando crescem em
culturas puras no musculo estéril (VIEIRA, 2004).

Entre os géneros que fazem parte da microbiota natural do pescado
podem ser citados Pseudomonas, Moraxella, Shewanella, Flavobacterium,
Vibrio e Micrococcus. Os mais importantes na deterioracdo desses alimentos
sdo o0s géneros Pseudomonas e Shewanella, principais responsaveis pelas
alteracdes organolépticas do pescado devido a formacdo de trimetilamina,
ésteres, substancias volateis redutoras e outros compostos com aroma
pronunciado (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

Logo apods ser capturado, o pescado sofre uma série de modificacbes
bioquimicas, as quais poderdo favorecer o crescimento e a multiplicacdo das
bactérias, naturalmente presentes em sua microbiota (VIEIRA, 2004).

A deterioracdo de crustaceos parece ser bastante similar a do peixe,
comecgando nas partes externas devido a anatomia desses organismos. A
presenca de altas quantidades de aminoacidos livres torna-os extremamente
suscetiveis ao rapido ataque de microbiota deteriorante. Como nos pescados, a
deterioragdo é acompanhada pela produgéo de grandes quantidades de bases
nitrogenadas volateis. Algumas dessas bases originam-se da reducéo do 6xido
de trimetilamina presentes nos crustaceos (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

O desenvolvimento bacteriano é sem davida um dos principais fatores

gue levam a deterioracdo. Durante o manuseio, 0 contato com gelo,



Avaliacdo da qualidade do camaréo Litopenaeus vannamei... ARAUJO, I. W.F.de 26

equipamentos e outros, podem modificar a microflora ou aumenté-la. A grande
maioria destes microrganismos apresenta atividades proteoliticas e lipoliticas,
contribuindo para a desintegracao dos tecidos, levando a uma série de reacdes
bioguimicas indesejaveis, provocando a total decomposicdo do pescado (KAI e
MORAIS, 1988).

De acordo com Shewan (apud VIEIRA, 2004) durante a alteracdo do
pescado, decresce o OTMA, a creatina, a taurina, a anserina, outros
compostos afins e determinados aminoacidos, com producdo de trimetilamina
(TMA), amoniaco, histamina, acido sulfidrico (H>S), indol e outros.

Lerke (apud VIEIRA, 2004) afirma que foi demonstrado que
Pseudomonas, e as bactérias Moraxella e Acinetobacter tém particular
importancia no desencadeamento do processo de deterioracao do pescado.

Leitdo (1988) salienta que caracteristicas como a forma, tamanho e teor

de gordura no pescado parecem influir na sua maior ou menor perecibilidade.

6.2. Bactérias patogénicas

Gelli (1988) ressalva que a certificacdo do pescado, no que diz respeito
a agentes microbiologicos e aos padrdes de qualidade, inclui basicamente a
Salmonella spp e o Vibrio parahemolyticus, pois sado microorganismos
potencialmente capazes de causar doencas transmitidas pelo consumo de
pescado.

A Salmonella spp ndo existe originalmente no pescado, no entanto o
consumo desse alimento ja causou indmeras intoxicacdes alimentares

(SIKORSKI, 1994).
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O Vibrio parahaemolyticus causa gastrenterite e estd associado com
alimentos de origem marinha, principalmente quando consumidos crus ou
inadequadamente cozidos (VIEIRA, 2004). Chen e Hanna (apud VIEIRA, 2004)
ressalvam que esse patdgeno tem sido associado com processos infecciosos
em peixes marinhos, caranguejos, camardes e ostras.

Ogawa (1999) reportou que bactérias do género Vibrio psicréfilos sdo
detectados em qualquer época do ano e no verdo, encontram-se mais
mesofilos. A atividade de deterioracdo dessa bactéria € inferior a de
Pseudomonas e algumas espécies ddo um forte odor de putrefacao.

A Escherichia coli é a principal bactéria representante do grupo coliforme
fecais. E considerada a indicadora mais especifica de contaminac&o fecal e da
eventual presenca de organismos patogénicos (BRASIL, 2001).

Novamente Gelli (1988) afirma que o microorganismo Staphylococcus
aureus é indicador de manipulacdo inadequada e que também esta incluido

nos que podem oferecer risco ao consumidor.
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MATERIAL E METODOS

1. Matéria prima

Foram adquiridos camardes vivos da espécie Litopenaeus vannamei de
cultivos provenientes de uma fazenda a 6 km do municipio de Paracuru no

Estado do Cear4, e por outra fazenda no municipio de Acarau-CE.

2. Metodologia

2.1. Uso do acido ascorbico polietoxilato como conservante e

inibidor de melanose

Foi testado o &cido ascorbico polietoxilato comercial como um
conservante e inibidor de melanose em camardo comparando-se a sua
eficiéncia com a do metabissulfito de sédio, produto atualmente usado com
essa finalidade. Para isso, imediatamente ap0s a despesca, 0os camarfes
foram imersos em solugbes de quatro diferentes concentracbes do produto
acido ascorbico a 200, 300, 400 e 500 ppm, uma de metabissulfito de sédio a
6%, cuja concentracdo € usada nas fazendas locais e um controle sem uso de
produto quimico. As concentracdes do produto (acido ascorbico polietoxilato
comercial) foram estabelecidas de acordo com Nagaoka e Tanaka (1962) e

especificacdes do fabricante. As referidas solu¢des foram preparadas em agua
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e adicionadas gelo em cada recipiente de imersdo na proporcdo de 1:2,

respectivamente.

1. Tratamento (TM) — solucdo de imersdo com metabissulfito de
sodio a 6%.

2. Tratamento (TAI) — solucdo de imersdo com acido ascérbico a
200ppm.

3. Tratamento (TAIl) — solucdo de imersdo com acido ascorbico a
300ppm.

4, Tratamento (TAIll) — solu¢éo de imersdo com &cido ascorbico a
400ppm.

5. Tratamento (TAIV) — solugcédo de imersao com acido ascorbico a
500ppm.

6. Controle (TC) — solucéo de imersdo apenas com agua e gelo na

proporcao de 1:2.

Ap6s o preparo das solucdes de imersdo em recipientes plasticos
devidamente identificados, os camarfes foram imersos por vinte minutos.
Foram distribuidos 180 camarbes em cada recipiente e a temperatura das
solucdes era de 2°C.

Logo em seguida, os camardes foram armazenados em embalagens
plasticas identificadas e transportados até o laboratério em caixas de isopor
sob diferentes camadas de gelo.

No laboratorio, os crustaceos submetidos aos diferentes tratamentos
foram estocados em gelo em recipientes plasticos vazados de formato
retangular, e posteriormente conservados em refrigeradores na temperatura de

4°C por vinte dias.
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A cada 48 horas foram retiradas amostras para analises microbiologicas,

fisico-quimicas e caracteres sensoriais.

3. Observacéo dos caracteres sensoriais

Durante o periodo de estocagem em gelo, a cada 48h foram retirados de
cada tratamento 15 exemplares de camardo para observacdo de modificagcoes
na coloracdo da cabeca — vermelha e preta, afrouxamento do cefalotérax,
surgimento de melanose e alteragdes no odor, textura e cor da carne.

No decorrer das andlises sensoriais dos camardes, analisamos o efeito
do acido ascorbico polietoxilato em diversas concentracdes na prevencao da
melanose, comparando os resultados com a eficiéncia do metabissulfito de

sadio na concentracéo de 6%, durante estocagem em gelo.

3.1. Analises sensoriais

3.1.1. Analises objetivas

Durante a analise sensorial objetiva foram avaliadas as alteracbes
nas caracteristicas fisicas dos atributos cor, odor e textura dos camardes,
usando-se a escala numeérica de acordo com a Tabela 1 adaptada por Nort
(1973) a partir do modelo para pescado fresco descrito no codigo de praticas

pela “Torry Research Station”.
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Tabela 1 — Escala humérica para acompanhar as alteracdes nas caracteristicas
fisicas dos camardes ap0s tratamento com acido ascorbico e metabissulfito de

sédio, seguida de estocagem em gelo.

CARACTERISTICAS FISICAS Ne de

pontos

Cor (5 pontos)

- Carne limpida, translucida e brilhosa. 5
- Perda do brilho habitual, coloragédo normal. 3
- Coloragéo branca leitosa. 2
- Cor tornando-se escura. 1
Odor (10 pontos)
- Excelente, proprio do camarao. 10
- Cheiro regular, perda de odor proprio do camarédo recém-morto. 8
- Inferior ao anterior, porém sem indicios de cheiros estranhos. 6
- Leve cheiro estranho, inicio de cheiro desagradavel. 2
- Cheiro putrido 0
Textura (10 pontos)

- Carne firmemente aderida a carapaca, elastica ao toque dos dedos 10
- Diminuicdo da aderéncia da carne a carapaga — inicio de amolecimento da

carne, desligamento do cefalotérax 8

- Carne mole, flacida, facilmente destacavel da carapaca, superficie da carne
escorregadia.

- Carne muito mole e flacida.

3.1.2. Analises subjetivas

Nas analises subjetivas a melanose foi identificada por sinais de
presenca, auséncia e grau de surgimento, como descrito na Tabela 2, de

acordo com Perdigéo et al. (1984).
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4. Analises fisico-quimicas

Foram realizadas andlises da determinacéo do valor de K, quantificagao
da trimetilamina (TMA) e das bases volateis totais (BVT), e acompanhamento
do pH na parte comestivel do camar&o. Todas as analises foram realizadas em

triplicada para maior confiabilidade dos resultados.

4.1. Determinacao do valor de K

O valor de K foi analisado segundo Uchiyama e Kobayashi (1974) por
cromatografia em coluna, segundo Anexo 2. A leitura espectrofotométrica foi

feita no comprimento de onda de 250nm e calculada através da formula abaixo:

HXR+ Hx

Valor de K = X
ATP+ADP+AMP+ MP+HXR+HXx

100

4.2. Quantificagédo da trimetilamina

A determinagcdo TMA, conforme Anexo 3, foi realizada pelo método de

Dyer descrito por Woyewoda et al. (1986).

4.3. Quantificacdo das bases volateis totais

A quantificac@o das bases volateis totais, conforme Anexo 4, foi feita de

acordo com o0 método descrito por Tavares et al. (1988).
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4.4. Acompanhamento do pH

Foi preparado um homogenato na proporcao de 1:2 de musculo do
camardo macerado e &gua destilada fervida na temperatura ambiente,
respectivamente. A medicdo do pH foi realizada através de um potencidmetro,

durante o mesmo periodo das analises anteriores.

5. Andlises microbioldgicas

As analises microbiolégicas constaram da contagem padrdo de bactérias
mesofilas em placas, de coliformes totais e fecais.

Amostras de 25g de mausculo retiradas assepticamente de camardes
foram distribuidas em agua peptonada a 0,1% e homegeneizadas. A contagem
padrdo em placas (CPP) foi seguida de acordo a descricao feita por Silva et al.
(1997), conforme Anexo 5. Os resultados foram acompanhados com a

legislacédo brasileira vigente (BRASIL, 2001).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Alteracdes na qualidade do camaréo estocado em gelo.

1.1. Analise sensorial

Os resultados das analises sensoriais utilizando a escala numérica

descrita na Tabela 1, para os camardes submetidos aos diversos tratamentos,

seguidos de estocagem em gelo por 22 dias, estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Andlise sensorial do camardo L. vannamei durante estocagem em

gelo.
Analises Estocagem (Dias)
Tratamentos Sensoriais
Objetivas 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
™ 25 25 21 19 17 15 12 10 6 5 3 3
TAI 25 25 21 19 17 15 12 10 5 5 3 3
TAIl Somatério 25 25 21 19 17 15 12 10 5 5 3 3
TAl dos 25 25 21 19 17 15 12 10 6 5 3 3
TAIV escores 25 25 21 19 17 15 12 10 6 5 3 3
TC 25 25 21 19 17 15 12 10 5 5 3 3
Tratamentos Subjetivas Representacéo gradual
™ - K- + + + + + ++ ++ ++ ++
TAI - +*  + ++  ++ A+ A A A e A
TAIl Melanose - +* o+ ++ 4+ A A e A A
TAI - +* + ++  ++ A+
TAIV - x4+ + ++  ++ +++ 4+ ++++ A+
TC - +* + ++  ++ A+

Legenda

(-) auséncia de melanose;

(*) pontos vermelhos no cefalotérax;

(+) melanose extremamente leve;

(++) melanose leve;

(+++) melanose severa;

(++++) melanose extremamente severa;

Vieira (2004) reporta que um pescado para ser fresco precisa atingir o

somatorio de 25 pontos durante a avaliacdo sensorial, baseada na escala

numérica adaptada por Nort (1973), a partir do modelo de “Torry Research

Station”, citado no cddigo de préticas para pescado fresco.
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Verifica-se na Tabela 2 que a partir do 4° dia em todos os tratamentos,
0s camardes em suas respectivas estocagens nao atingiram o somatorio de 25
pontos. Sendo que, quanto mais préximo da escala de 25 pontos obtidos na

avaliacdo dos atributos cor, odor e textura, o pescado é considerado fresco.

1.2. Analise sensorial objetiva e subjetiva entre os tratamentos com

acido ascorbico.

Na Figura 1 pode ser constatado que ndo houve diferenca entre os
tratamentos com &acido ascorbico nos quesitos cor, odor e textura durante 0s

dias de conservagédo em gelo.
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Figura 1: Representacdo dos parametros avaliados na analise sensorial.
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Foi observado através da andlise subjetiva que apdés 24 horas de
estocagem em gelo, os camarfes ja apresentam manchas pretas,
principalmente na cabeca.

No 2° dia de estocagem 93% dos camardes submetidos ao tratamento
TAI apresentaram manchas pretas no cefalotérax. No 8° dia de estocagem,
26% dos camardes estavam com manchas pretas no abdémen e todos com o
cefalotorax preto. Este tratamento foi menos eficiente quando comparado com
os tratamentos de concentragdo mais elevadas.

Com relacdo as alteragBes objetivas dos parametros de cor da carne,
odor e textura, foi verificado que até o 4° dia o produto é considerado fresco,
entre 0 4° e 14° dia os camardes sdo considerados aceitaveis para 0 consumo,
porém a partir do 14° dia de estocagem em gelo inicia-se o estado de
putrefacao.

No tratamento TAIl, no 1° dia de estocagem, a andlise sensorial
subjetiva mostrou que ndo houve diferenga entre os tratamentos na analise dos
caracteres sensoriais, e que 26% dos camardes apresentaram leves manchas
pretas no cefalotérax e no 2° dia de estocagem o indice aumentou para 56%.
Comparativamente, no tratamento TAIl a propor¢do de camarfes com mancha
preta ap6s 24 horas de estocagem foi superior. Mas a partir do 8° dia todos os
camardes estavam com manchas pretas no cefalotérax e no abdémen.

No tratamento TAIll, o indice de camardes com manchas pretas no
cefalotorax foi de 26%, apos 24 horas de estocagem, ndo havendo diferenca
relevante com o tratamento TAIl. No 8° dia de estocagem foi verificado que
20% dos camardes apresentaram melanose no abdémen e todos com o

cefalotérax com manchas pretas.
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No entanto, o tratamento TAIV apresentou nas 24 horas de
armazenagem em gelo 13% dos camardes com leves manchas pretas no
cefalotérax, sendo que sua eficiéncia como inibidor de melanose na
concentracao utilizada foi a melhor entre os tratamentos com acido ascorbico.

Quanto ao TC, apoOs 24 horas de estocagem, 55% dos camardes
estocados em gelo estavam com manchas pretas no cefalotorax, atingindo
melanose severa no 10° dia e melanose extremamente severa no 14° dia de
estocagem.

Ogawa et al. (1984) submeteram Penaeus subtilis a um tratamento de
imersdo com agua e gelo por 15 min, seguido de estocagem em gelo. Durante
as observacdes, verificaram que os camardes desenvolveram a melanose
depois de 24 horas de estocagem.

Ainda no TC, no 3° dia de estocagem em gelo todos os camardes
apresentaram manchas pretas no cefalotérax, enquanto que, no 8° dia, 20%
estavam com manchas pretas no abdémen.

Nota-se que no 8° dia de estocagem todos os camarbes apresentam
manchas pretas no cefalotorax. Sendo que esse fato ocorre em todos 0s
tratamentos com &cido ascorbico.

O surgimento de cabeca vermelha e afrouxamento do cefalotorax
durante a estocagem em gelo, ocorreram em todos os tratamentos com acido

ascorbico.
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1.3. Analise sensorial objetiva e subjetiva entre os tratamentos com
acido ascorbico e metabissulfito de sédio.

Comparando a eficiéncia do metabissulfito de sodio (TM) e do acido
ascorbico (TAIV), tratamento com melhor desempenho entre o TAI, TAIl e TAIll
na avaliacdo sensorial, foi constatado na analise objetiva que ndo houve
diferenca significativa entre os caracteres sensoriais, nos quesitos cor, odor e

textura como destaca a Figura 2.
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Figura 2: Representacdo dos parametros avaliados na analise sensorial
nos tratamentos TM e TAIV.
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No entanto foi verificado através da andlise subjetiva, de acordo com a
Tabela 2, que a inibicdo da melanose permaneceu dentro dos niveis aceitaveis
entre 0 4° e 14° dia de armazenagem em gelo. Desta forma, o TM foi mais
eficaz na prevencdo das manchas pretas do que TAIV durante a estocagem em
gelo.

Durante o acompanhamento da estocagem dos camardes em gelo, foi
observado que apods 24 horas de estocagem em gelo, os camarfes submetidos
ao TM nao apresentaram surgimento de melanose na cauda. Todavia no TAIV
houve aparecimento melanose leve no cefalotérax.

Contudo, foi verificado mancha vermelha no cefalotérax, denominado de
cabeca vermelha em todos os tratamentos. Na Figura 3, pode-se observar esse

fendbmeno.

Figura 3: Tratamento (TM) ap6s 24 horas de estocagem em gelo.

Este fato contribui para as industrias de processamento efetuar o
descabecamento dos camardes ocasionando perdas ao produtor.

De acordo com Fennema (1985), o rompimento das ligacbes dos
pigmentos carotendéides com as proteinas, devido a atividade de algumas
enzimas proteoliticas, ocasiona a liberacdo do pigmento astaxantina na sua cor

avermelhada natural.
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Depois de 48 horas foram observadas leves manchas pretas no
cefalotérax em 20% dos camardes estocados.

No 4° dia de estocagem, observa-se também um leve desligamento do
cefalotorax da cauda em todos os tratamentos. Na Figura 4 é possivel observar
que esse fato torna-se mais nitido a partir do 6° dia. Este defeito é prevenido
mediante o resfriamento do camardo em quantidade de gelo adequada e o
acondicionamento em camadas alternadas de gelo, sem pressiona-lo durante o

empilhamento (CARVALHO et al., 2005).

Figura 4: Tratamento (TM) apos 6 dias de estocagem em gelo.

Verificou-se através de amostragens que apenas no 12° dia, 13% dos
camardes apresentaram manchas pretas na cauda. Além disso, 40% dos
camardes apresentaram leves manchas pretas no cefalotérax.

A porcentagem de camarfes com manchas pretas em todas as partes
do corpo foi surgindo no decorrer dos dias de estocagem de forma mais
acelerada a partir do 14° dia.

Meneses e Ogawa (1977) estocaram em gelo camardes da espécie

Penaeus schmitti, imersos em solucdo com metabissulfito de sodio a 1,25%
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durante 1 minuto, e observaram que o surgimento de melanose ocorreu a partir
do 13° dia de armazenamento.

O metabissulfito de sédio inibe a formacdo da melanose mediante a
eliminacdo do oxigénio e reducdo do pH, condi¢cdes essenciais para a reagao
enzimatica (CARVALHO et al., 2005).

Na Figura 5 é possivel acompanhar a evolugdo da melanose no TM e

TAIV durante a estocagem em gelo.
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~ TM apds 24 horas TAIV apos 24 horas

~ TAIV apés 48 horas

TM apos & dias

TAIV apds § dias

TM apos 14 dias
TAIV apos 14 dias

4 . TAIV apos 16 dias
TM apos 16 dias ’

Figura 5: Representacao gradual do surgimento da melanose no TM e TAIV durante

estocagem em gelo.
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2. Andlises fisico-quimicas

Os resultados abaixo sdo referentes as amostras de musculo dos

camardes tratados com metabissulfito de so6dio a 6% e acido ascoérbico nas

diferentes concentracdes, estocados em gelo durante 22 dias.

Tabela 3: Valores

estocados em gelo.

médios de TMA, BVT, valor de K e pH em camardes

Parametros  Trata- Estocagem (Dias)
mentos 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
™ 504 2338 21,43 23,79 31,58 32,59 37,72 4522 54,84 62,63 63,49
TAI 12,29 23,03 2554 27,14 36,07 32,14 36,97 51,36 56,54 54,76 63,92
ValordeK  TAIl 1297 26,44 13,11 31,79 21,41 2424 3885 60,07 64,00 56,10 60,53
(%) TAIl 6,58 16,28 22,39 34,46 37,01 36,54 38,28 48,76 36,59 54,01 61,36
TAIV 474 27,37 31,01 21,90 37,93 39,89 3928 4091 37,24 51,57 57,57
TC 5,04 1596 16,42 2532 37,50 36,48 38,88 41,92 36,84 52,63 58,22
™ 03 031 015 027 016 0,16 0,29 010 028 052 1,05
TMA TAI 044 031 032 011 011 040 023 021 041 066 1,32
(mg/100g) TAIL 019 030 023 013 015 020 0118 017 040 033 1,81
TAIl 027 033 018 0,22 020 022 024 023 036 039 091
TAIV 022 043 017 013 017 021 026 014 037 073 1,13
C 032 028 020 018 020 0,20 0535 035 037 038 0,70
™ 8,00 13,06 16,26 14,13 1520 1520 14,66 17,06 2533 17,60 24,79
TAI 8,53 13,33 16,26 17,06 18,13 18,13 16,26 22,93 39,53 27,19 21,86
BVT TAIl 56 14,13 14,13 17,06 18,93 18,93 13,86 19,46 31,99 27,99 29,33
(mg/100g)  TAIl 7,20 1573 14,13 14,13 1546 16,00 1520 19,73 23,19 26,39 27,99
TAIV 10,13 14,93 9,86 13,86 13,86 1542 13,86 17,33 22,66 2533 2559
TC 9,86 14,66 13,06 10,40 14,66 1520 1520 16,80 20,53 23,99 26,93
™ 6,75 709 704 726 738 748 7,72 731 759 740 771
TAI 688 691 704 728 738 730 7,78 7,70 756 752 7,72
pH TAIl 688 674 715 732 738 758 760 763 744 754 71,77
TAIl 657 699 747 738 727 757 765 788 785 7,73 7,67
TAlV 676 677 7,0 759 730 753 765 753 783 760 7,70
TC 652 694 738 741 7,02 744 757 768 7,70 743 750
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2.1. Valor de K

O valor de K é um indice representativo do frescor da carne do pescado.
Considerando-se todos os tratamentos experimentados com acido ascorbico,
os valores minimos do valor de K variaram de 4,74 a 12,97% e no ultimo dia de
estocagem de 57,57 a 63,92% enquanto que no tratamento com metabissulfito
de sddio (TM) o valor minimo foi de 5,04% e de 63,49% o maximo. Quanto ao
Tratamento Controle (TC) o valor de K minimo foi de 5,04% e o maximo
58,22%, de acordo com a Tabela 3.

Comparando-se o0s dados obtidos dos tratamentos que utilizaram
metabissulfito de sédio e &cido ascorbico com os do tratamento TC n&o foi
possivel observar nenhuma vantagem no uso dos referidos agentes quimicos
sobre os resultados do valor de K, ou seja, ndo retardaram com eficiéncia o
declinio do frescor dos camardes analisados.

No que se refere ao estado de frescor dos camardes, de acordo com
limites do valor de K apresentados por Ogawa et al. (1999), a partir do 4° dia de
estocagem em gelo quando os valores comecaram a ultrapassar 20%, 0sS
camardes ndo deveriam ser mais servidos crus como sushi e sashimi e sim
cozidos para serem ingeridos. No final do periodo de estocagem em gelo (22°
dia) os valores de K variaram de 57,57 a 63,92% ou seja, saindo do limite de
aceitacéo para pescado ingerido cozido. De acordo com limites apresentados
pelo mesmo autor, um valor de K de 60 a 80% ja indica sinais de putrefacdo do
pescado.

Losada et al. (2005) verificaram um crescimento do valor de K em
pescados estocados em gelo a partir do 12° dia, sendo que no 15° dia o valor

de K atingiu 60%.
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Mendes et al. (2001) reportaram que em peixes e crustaceos apos 72
horas estocados em gelo, podem apresentar o valor de K de até 58%, em
outros casos 0s valores podem esta entre 7 e 11%, isso depende dos niveis de
estresse que os animais sao submetidos durante a captura. Contudo, Almeida
et al. (2005) observaram o valor de K inferior a 12% em pescados durante o
12° dia de estocagem indicando alto nivel de frescor.

Mishima et al. (2005) reportaram que em determinadas espécies de
pescados conservados a 0°C, o valor de K atingiu o indice de 3% apos 24
horas de estocagem.

Matsumoto e Yamanaka (1990) observaram inicio de decomposi¢cdo em
camardes da espécie Penaeus japonicus estocados em gelo na temperatura de
0°C, a partir do 9° dia. Em estagio inicial de decomposicéo, o valor de K, TMA e
BVT apresentaram os valores de 19%, 0,7 mg/100g e 26 mg/100g,

respectivamente.

2.2. Trimetilamina (TMA) e Bases volateis totais (BVT)

Mendes et al. (2001) relatam que a deterioracdo do pescado tem sido
avaliada tradicionalmente pelo acompanhamento dos niveis de nitrogénio da
trimetilamina e das bases volateis totais.

Para o Tratamento Controle (TC) os valores iniciais de TMA e BVT
foram de 0,32 e 9,86 mg/100g, respectivamente e os verificados no ultimo dia
de estocagem em gelo foram de 0,70 e 26,93mg/100g, respectivamente.
Considerando-se todos os tratamentos com uso de acido ascorbico, os valores

iniciais variaram de 0,19 a 0,44mg/100g para TMA e 10,13mg/100g para BVT
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enquanto que no ultimo dia atingiram valores que variaram de 0,91 a
1,81mg/100g para TMA e 21,86 a 29,33mg/100g para BVT.

Para o tratamento com metabissulfito de sédio (TM) os valores de TMA
foram respectivamente de 0,36mg/100g e de 1,05mg/100g para o 1° e ultimo
dia de estocagem enquanto para BVT foram de 8,00mg/100g e de
24,94mg/100gq, respectivamente.

Comparando-se os tratamentos TM e TA com o controle (TC), ndo é
possivel observar valores diferenciados nos paramentros TMA e BVT ao final
do periodo de estocagem. Entdo, baseados nestes parametros, os tratamentos
nas concentracdes adotadas também n&o interferiram na qualidade dos
camaroes.

Por outro lado, de acordo com o parametro TMA a qualidade dos
camarfes ndo chegou a atingir o estado de deterioracdo até o final da
estocagem, ou seja, ndo ultrapassando 5 a 10mg/100g limite sugerido para
camardo por Sikorski (1994). Contudo, Hebard et al. (1982) reportaram que
5mg/100g € o limite maximo permitido.

Quanto aos valores de BVT, no final do experimento os valores se
aproximaram do inicio de deterioracdo que € de 30mg/100g, conforme Ogawa
et al (1999). De acordo também com Tavares et al. (1998), Sikorski (1994) e
Brasil (1997), 30mg/100g € o limite de aceitacdo de BVT para pescado.

Entretanto, os valores encontrados tanto de BVT como de TMA podem
estar reduzidos pelo efeito da lavagem pela agua de degelo. lyengar et al.
(1960) verificaram que a quantidade de TMA em camardes estocados em gelo
a 0°C diminuiu consideravelmente, devido ao efeito da lavagem pelo degelo

durante a estocagem, uma vez que a TMA é solluvel em agua.
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Evangelista (1997) trabalhando com camarfes marinhos Penaeus
schimitti, P. subtilis e Xiphopenaeus kroyeri registrou valores iniciais de TMA na
ordem de 0,34, 0,29 e 1,13 mg/100g, respectivamente. Entretando, Shirai 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.

Ogawa et al. (1999) afirmam que em alguns crustaceos, no caso da
lagosta, quando a TMA apresenta niveis a partir de 7,0mg/100g € detectado
odor desagradavel.

Matsumoto e Yamanaka (1990) quantificaram BVT em Penaeus
japonicus estocados em gelo, e reportaram que no 2°dia de estocagem o0s
niveis foram de 7,8mg/100g e no 11°dia de 27,5mg/100g.

Rahaman et al. (2001) observaram os niveis de BVT em camardes da
espécie Penaeus monodon estocados em gelo, sendo que o valor inicial foi de

5,88mg/100g e no 10°dia foi de 32,76mg/100g.

2.3. pH

A tendéncia da nao interferéncia dos tratamentos nos parametros de
gualidade também foi repetida para os valores de pH. De acordo com os dados
apresentados na Tabela 3, para o tratamento TM, verificou-se que o pH inicial
foi de 6,75 aumentando para 7,71 no ultimo dia de estocagem. Enquanto que
para os tratamentos com acido ascorbico o menor pH foi de 6,57 no TAlll e o
maior de 7,77 no TAIl. Comparando-se estes resultados com os do controle
que foram de 6,52 inicialmente e 7,50 no final ndo se observa diferenca

consideravel.
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Bailey et al. (apud OGAWA et al., 1970) afirma que camarfes com o pH
do mdusculo inferior a 7,7, o produto pode ser considerado bom para o
consumo; entre 7,7 e 7,95, simplesmente aceitavel, acima de 7,95 j4 é
inaceitavel, pois se encontra deteriorado. Ainda assim, Rahaman et al. (2001)
acompanharam o valor do pH na estocagem a 0°C do Penaeus monodon,
sendo que no 2° dia o valor foi de 6,63 e no 11° dia de 7,28. No entanto,
Kirschnik e Viegas (2004) observaram que camardes da espécie
Macrobrachium rosenbergii apresentaram no 2° dia de estocagem em gelo,
valores de pH de 7,01 no 2° dia e 7,36 no 10° dia.

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

Yamanaka (apud MATSUMOTO e YAMANAKA, 1990) salienta que a
producéo de acido latico apos a morte do pescado contribui para a diminuicédo
do pH, visto que € um dos indices de frescor do pescado.

Observa-se que a medida que o pH aumenta no decorrer dos dias de
estocagem em gelo, surgem condi¢des propicias a deterioracdo do pescado,
pois determinadas faixas de pH facilitam o crescimento de alguns
microrganismos que sao responsaveis por mudangas bioquimicas em peixes e
crustaceos. Conforme Guzman (1994), o periodo em que o pH se mantém
baixo, praticamente define a vida Util dos pescados.

O acompanhamento dos parametros fisico-quimicos, valor de K, TMA,
BVT e pH de forma comparativa entre eles, facilitam na conclusédo parcial da
avaliacdo de controle de qualidade em pescados, visto que sao dados

responsaveis pela determinacdo do frescor do pescado. Essas analises
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auxiliaram na verificagdo do tempo de conservacdo dos camarbes em gelo.
Desta forma, ndo houve diferenca entre os tratamentos de imersao com acido
ascorbico e metabissulfito de sodio nas analises fisico-quimicas durante a
avaliacdo do surgimento de melanose.

Nas figuras 6, 7, 8 e 9 podemos visualizar o acompanhamento dos
parametros bioquimicos em todos os tratamentos.

Em conformidade com a avaliacdo dos caracteres sensoriais, as
analises de valor de K, TMA, BVT e pH mostraram que os camardes estocados
em gelo estdo dentro dos limites de aceitabilidade até o 16° dia de estocagem

em gelo.

Valor de K durante estocagem em gelo

70 -

60 - —+—TC
g 50 1 —=— TAl
< 40 - TAIl
; 30 - TAIll
S 20 —%— TAIV

10 - —+—TM

0 : ————

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Dias de conservacéao

Figura 6: Valores dos niveis de valor de K em camardes estocados em

gelo.
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Niveis de TMA durante estocagem em gelo
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£ TAIll
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Figura 7: Valores dos niveis de TMA em camardes estocados em gelo.

Niveis de BVT durante estocagem em gelo
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Figura 8: Valores dos niveis de BVT em camardes estocados em gelo.
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pH durante estocagem em gelo
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Figura 9: Valores dos niveis de pH em camarfes estocados em gelo.

3. Analises microbioldgicas

No decorrer do experimento foram coletadas assepticamente amostras
de camardes submetidos aos tratamentos jA mencionados e estocados em
gelo. Apos a estocagem foram feitas analises microbiolégicas a cada intervalo
de 48 horas.

Foi constatada a presenca de coliformes fecais e totais durante o
armazenamento do L. vannamei em gelo. A contagem padrao de bactérias ndo
foi influenciada pelos tratamentos.

Verifica-se uma pequena variacdo durantes os dias de estocagem nos
valores do NMP/g e UFC/g de todos os tratamentos, como mostram as tabelas
4 e 5. Além disso, houve diferenca entre os dados dos tratamentos TM, TAIl e
TAIll, em relacdo aos tratamentos TAlll, TAIV e TC, pois os indices foram
superiores. O motivo mais provavel por tal variacdo entre valores seria que 0s

camardes dos trés primeiros tratamentos foram cultivados em salinidade 6ppt,
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enquanto os dos tratamentos TAlll, TAIV e TC foram cultivados em salinidade
45ppt. Todavia, os niveis permaneceram dentro dos padrées requeridos pela
legislacédo brasileira.

Os padrOes estabelecidos para pescados in natura resfriados ou
congelados sdo de 10%g para coliformes totais, 10%/g para coliformes fecais e
10°%/g para contagem padrdo de bactérias (BRASIL, 2001).

Ogawa et al. (1983) constataram em lagostas da espécie Panulirus
argus estocadas em gelo, que a estimativa do NMP/g de coliformes foi
extremamente alta, apesar de nao ter influenciado nas investigagbes durante a
avaliacdo da qualidade do produto.

No entanto, conforme Vieira (2004), pesquisas revelaram que nem
sempre contagens de microrganismos determinam qualidade ou aceitabilidade
do pescado, motivo porque as portarias mais recentes nao limitam o numero de
bactérias em peixes e crustaceos. Este teste € mais usado para a avaliagédo da
eficiéncia do processamento nas empresas de pesca, isto é, de quanto foi
acrescido ou diminuido o numero de bactérias durante as fases de
industrializacéo.

Kirschnik e Viegas (2004) acompanharam o crescimento do NMP/g e
UFC/g da microbiota do M. rosenbergii estocados em gelo, e observaram que
houve um baixo crescimento microbiano.

Jeyasejaran et al. (2006) observaram a qualidade bacteriolégica em
Penaeus indicus estocados em gelo por 32 horas e constataram que o
crescimento da flora bacteriana foi de forma significativa, porém nao afetou o

tempo de prateleira do produto durante o armazenamento.
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As variagcbes na contagem de bactérias mesofilas, de acordo com a

figura 10 durante os dias de estocagem, ocorreram devido a lixiviacdo no

derretimento do gelo utilizado na conservacgdo, ocasionando uma variagdo na

guantificacdo dos microorganismos.
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Figura 10: Representacao logaritmica das contagens de bactérias mesofilas

presentes nos camardes estocados em gelo.
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CONCLUSOES

1. Comprova-se que o tratamento TM (metabissulfito de sédio a 6%) foi mais
eficiente na prevencdo da melanose, pois as manchas pretas tardaram o seu
surgimento apos a imersao.

2. Os tratamentos com acido ascorbico polietoxilato mostraram serem uteis no
controle da melanose em concentra¢des acima de 400 ppm.

3. Apesar do &cido ascorbico polietoxilato ter mostrado bons resultados na
prevencdo da melanose, a necessidade de concentragbes mais elevadas do
produto com o objetivo de obter uma eficiéncia semelhante a do metabissulfito
de sédio podera tornar seu uso inviavel, pois aumentara os custos na despesca
das fazendas de cultivo, visto que o preco do acido ascorbico em relagdo ao
metabissulfito de sédio € mais elevado.

4. A analise sensorial dos camardes mostrou sinais de putrefacdo no 16° dia
de estocagem em gelo, em todos os tratamentos.

5. Verifica-se pelas analises fisico-quimicas, que a partir do 16° dia os
camardes estocados em gelo mostraram sinais de putrefacdo, indicando que o
pescado nao esta em condi¢gdes de ser consumido.

6. Durante a quantificacdo da trimetilamina (TMA), nota-se que o valor da
mesma nao é tado elevado como esperado, pois efeito lavagem do degelo pode
ter ocasionado a perda do composto avaliado. Apesar da possivel perda da

TMA, observa-se um aumento significativo durante os dias de estocagem.
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7. No acompanhamento das bases volateis totais (BVT), atenta-se que em
nenhum dos tratamentos foi observado um valor superior a 30mg/100g, que € o
limite permitido pelo ministério da agricultura, porém os niveis de BVT até os
ultimos dias de estocagem estao proximos do valor aceitavel sensorialmente.

8. O valor de K apresenta-se dentro dos niveis aceitaveis no controle do indice
de frescor do pescado, mostrando valores elevados a partir do 16° dia.

9. As contagens padrao de bactérias, de coliformes fecais e totais mostraram-

se abaixo do padrédo permitido pela legislacéo.
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ANEXO 1

Tabela: Valores das Analises microbiologicas na estocagem em gelo.

Andlises
Estocagem Tratamento Coliformestotais Coliformesfecais Contagem padr&o
(Dias) Log Col/g/37°C L og Col/g/45°C debactérias
Log UFC/g

™ 4,66 2,32 4,07

TAI 2,96 2,63 4,17

2 TAII 2,96 2,63 4,25
TAIII 2,63 Aus 4,30

TAIV 2,32 Aus 3,77

TC 1,38 0,55 4,60

™ 3,87 2,17 311

TAI 1,38 2,17 3,84

4 TAII 2,96 2,17 3,20
TAIII 2,17 Aus 4,25

TAIV 4,66 Aus 4,07

TC 2,96 0,95 4,30

™ 2,63 2,17 3,07

TAI 2,96 2,63 3,47

6 TAII 1,38 2,17 3,14
TAIIl 2,96 0,55 4,47

TAIV 2,63 Aus 4,07

TC 2,17 0,95 477

™ 5,04 2,32 3,69

TAI 4,66 2,17 5,07

8 TAII 4,66 2,17 4,30
TAIII 2,63 Aus 4,69

TAIV Aus Aus 3,47

TC 2,96 0,55 4,90

™ 2,96 Aus 3,20

TAI 2,63 Aus 3,25

10 TAII 2,69 Aus 3,07
TAIIl 2,63 0,55 3,07

TAIV 2,17 Aus 1,0

TC 2,96 0,95 4,17

™ 4,66 Aus 311

TAI 5,04 Aus 3,07

12 TAII 2,96 Aus 1,0
TAIII 2,17 Aus 1,0

TAIV 1,86 Aus 1,0

TC 2,63 0,55 3,47

™ 1,36 0,55 311

TAI 2,96 Aus 1,0

14 TAII 0,95 Aus 1,0
TAIII 2,17 Aus 1,0

TAIV 1,86 Aus 1,0

TC 2,63 0,55 3,47

™ 2,38 0,55 3,25

TAI 5,04 0,55 1,0

16 TAII 0,38 0,55 1,0
TAIII Aus Aus 1,0

TAIV Aus Aus 1,0

TC 1,86 Aus 3,07

™ 4,66 0,95 3,39

TAI 4,66 0,95 1,0

18 TAII 3,87 Aus 1,0
TAIIl Aus Aus 1,0

TAIV Aus Aus 1,0

TC 1,86 Aus 3,07

™ 1,38 2,32 3,20

TAI 2,38 0,95 1,0

20 TAII 2,96 Aus 1,0
TAIII Aus Au 4,84

TAIV 2,17 Aus 4,69

TC 1,86 Aus 517

™ 4,66 0,95 1,0

TAI 2,96 2,17 1,0

22 TAII 3,38 1,86 1,0
TAIIl 1,86 Aus 4,84

TAIV Aus Aus 4,69

TC 2,17 Aus 5,17
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ANEXO 2

Valor de K

Reagentes:

1- PCA 10%- 500mi
2- PCA 5%- 500ml
Obs.:1 e 2 em vidro &mbar e mantidos a 5°C
3- KOH 10N - 1L
4- PCA 6 % neutro — 1L
5- 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).

Preparacdo da Resina:

509 de resina Dowex 1 x 4 CI

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

Filtrar para retirar a acetona usando um funil de Buchner;

Lavar a resina com 300ml de 4gua bidestilada;

Passar a resina para um Becker de 1000ml;

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

Lavar a resina com 300ml de 4gua bidestilada

© © N o O bk R

Passar a resina para um Becker de 1000ml;

10.Adicionar 600ml de agua bidestilada a mexer e mexer e repousar por 6
minutos. Filtrar e desprezar o sobrenadante;

11.Repetir até ficar neutro;

12. Adicionar 600ml HCI 1N. Repousar por 40 minutos;

13. Filtrar com funil de Biichner;

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

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

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

Solugdo 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 agua bidestilada)

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

Solucado A- para extracdo de Hx e HxR
Solucao B- para extracdo ATP, ADP, AMP e IMP

Preparacédo do extracao:

Obs.:Todo material usado deve ser resfriado.

. 1g de masculo, 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;

. Decantar o sobrenadante em um Becker de 30ml e o residuo € lavado com 2ml
de PCA a 5% e recentrifugar. Esta operacdo é repetida 2 vezes. Os
sobrenadantes s&o 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 € lavado com 2ml de PCA 5%
neutro. Esta operacédo é repetida mais uma vez usando somente 1,5ml de PCA

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

Preparacdo 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;

. Se a coluna néo for usada logo, € conveniente estoca-la em um refrigerador a
5°C apos seu topo e extremidade serem vedadas com parafina ou bolhas de

borracha.
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Processo de separacédo de HxR e Hx

1. 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;

2. 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;

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

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

5. Quando o menisco da solucdo A estiver no topo da resina, colocar 45ml da
solucéo B no funil de separacéo;

6. Operar do mesmo modo que a anterior, usando outro baldo de 50mi;

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

solucbes A e B.

*Recuperacao da resina:

1. lavar a resina com 200 a 300ml de solucéo B;

2. Lavar com 4gua destilada até ficar com o mesmo pH da agua.

Céalculos:

O valor de K pode ser calculado pela seguinte formula:

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

onde, E 250nm A € E 250nm B s@0 as densidades o6ticas a 250 nm das fracGes da

solucéo A e B, respectivamente.
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ANEXO 3

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.

Aplicacédo: O método do &cido picrico € aplicavel a todas as espécies marinhas
contendo o percursor OTMA para estimacdo da deterioracdo bacteriana.
Entretanto, a correlacdo da TMA com a qualidade organoléptica ira variar com
espécie, estacdo do ano e estoque. Quando a amostra for estocada congelada
por periodos extensos, o procedimento simultaneo 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 ambnia e monometilaminas presentes e somente a TMA ser
extraida com tolueno. Adicdo de um alcali (KOH 25%) facilita a extracao da
amina para a fase de tolueno com subsequiente formacdo de picrato. Atravées

da medida da absorbancia a 410nmm, a TMA pode ser quantificada.

Precaucgdes:

1. Uma adequada agitagdo/rotacdo € importante: Desvio no
procedimento pode alterar a curva padrao;

2. A temperatura durante a mistura e agitacdo das solugbes do
extrato de TCA, formaldeido, alcali, e tolueno devera ser mantida
a 30° C para proporcionar reprodutibilidade. Um banho-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
guando no estado seco;

4. Secar tolueno com Na,SOy ;
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5. O reagente acido picrico devera ser adicionado em tubos de
ensaio limpos e secos uma vez que o método € sensivel a 4gua e
outros contaminantes;

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

7. Manter as amostras resfriadas para minimizar posterior producao
de TMA,;

8. Extratos de TCA sdo estaveis em estocagem congelada;

9. Se acido percldrico (6%) é usado para extracdo, 0s extratos
devem ser cuidadosamente neutralizados para pH 6,8
exatamente na hora de usar. Tomar cuidado no uso de &cido

perclorico.

Reagentes:
a) Formalina 10%- preparar 500ml e neutralizar com MgCOs. Filtrar
em papel filtro. PH final: 7,0-8,0;
b) Tolueno- desidratar com Na;SOy;
c) KOH 25%-500ml;
d) 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.
e)Cloridrato de trimetilamina (TMA-HCI).

Preparacao do extrato:
1) Homogeneizar 50 g de amostra com 100ml de TCA 7,5%
(extracéo 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.



Avaliacdo da qualidade do camaréo Litopenaeus vannamei... ARAUJO, . W.F.de 70

Solugao padrédo de TMA

1) Recristralizar TMA_HCI 2 vezes com &lcool 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 solucao (4) contém 1mg de N-TMA,;

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

1ml desta solugédo = 10y N-TMA

Curva padrédo de TMA

Procedimento

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

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 separacdo das camadas (mais ou menos 5
minutos ao ambiente);

7)Retirar a camada superior (tolueno) para um tubo de ensaio contendo
Na,SO, 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.
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Determinacdo de N-TMA pelo método de Dyer (do livro Marine Products —

Japao)

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 amonia presente, e o0 TMA na solugdo amostra € extraido com tolueno.
Uma cor amarela é desenvolvida pela reagdo 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 et 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, hidréxido de
potassio deu melhor concordancia com o método de Conway de acordo
também com Hashimoto et al. (1957). O uso de hidréxido de potassio a 45%
apresentou resultados superiores aqueles obtidos por Hashimoto et al. (1957)

gue usaram hidréxido de potassio 25%.

Reagentes
Os seguintes reagentes sdo usados: formaldeido 10%, tolueno,
hidréxido de potassio 45%, solugéo 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 separacgéo e
1 mL de formaldeido 10%, 10 mL de tolueno, e 3 mL de hidroxido de potassio a
45% sao adicionados ao extrato nessa ordem. A mistura € vigorosamente
agitada manualmente 60 vezes. Deixar um tempo em repouso para permitir a
completa separacdo das fases de tolueno e aguosa. Tomar aproximadamente
7 mL da fase de tolueno, camada superior, para um tubo de ensaio e adicionar
um pouco (~1g) de sulfato de sodio 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 &cido picrico e a subsequente cor desenvolvida

é estimada colorimetricamente. A densidade 6tica é medida a 410 nm relativa
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ao branco ao qual TCA 5% foi adicionado ao invés do extrato. Antes da analise
das amostras, uma curva padrdao de calibracdo deve ser construida. O

conteudo de TMA na amostra € calculado usando-se a seguinte formula:

TMA = (X — b) . K (mg%)

Onde X é a densidade ¢ética da solugcao amostra a 410 nm; K, uma constante, a
guantidade de TMA por unidade de densidade otica que foi obtida da curva

padréo.

ANEXO 4

Bases volateis totais - BVT

Principio:

O nitrogénio protéico é precipitado com acido tricloroacético (TCA). O
filtrado contendo o N volatil € alcalinizado e as bases volateis, inclusive a
trimetilamina, s&o destiladas por arraste de vapor, recebidas em solucdo de

acido boérico e titulada com &cido padronizado.

Material:

e Balanca de preciséo;

e Becker de 250mL;

e Liquidificador ou homogeneizador;

e Funil e erlenmeyer de 125mL;

e Papel de filtro resistente a acidos;

e Proveta de 500mL e buretas de 25 ou 10mL;

e Pipetas graduadas de 10mL e volumétricas de 10mL;

e Destilador de nitrogénio (microkjeldahl);
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Reagentes:

e Solucéo de acido tricloroacético a 5%;

e Solucédo de acido bérico a 4%;

e Solucéo de &cido cloridrico 0,01N padronizado;

e Oxido de magnésio;

e Indicador misto (Pesar 0,2g de vermelho de metila e 0,1g de verde de
bromocresol. Dissolver em 200mL de alcool a 70%. Filtrar, se necessério e
guardar em frasco escuro.)

e Solucéo de formaldeido a ~ 35%, neutralizado. (a neutralizacédo € feita com

solucao de NaOH 0,1N usando fenolftaleina como indicador.)

Preparacdo da amostra:

e Pesar 100g de amostra e triturar em liquidificador com 300mL de sol. De ac.
Tricloroacético a 5%, durante 1 min. até obter uma massa bem homogénea.
e Filtrar com papel de filtro qualitativo (filtracdo rapida). Caso o filtrado ndo
esteja limpido, deve-se filtrar outra vez. Pode também usar centrifugacéo

para se obter um estrato limpido.

Procedimento:

e Transferir 10mL do filtrado acima, com pipeta volumétrica para o baldo ou
tubo do aparelho de destilacdo, por arraste de vapor;

e Adicionar 2g de 6xido de magnésio e 20mL de agua destilada;

e Proceder a destilacdo por arraste de vapor por 10 min ou até que o
destilado n&o dé reacgao alcalina com papel indicador;

e Recolher o destilado em erlenmeyer de 125mL contendo 20mL de solucéo
de acido ascoérbico com 2 gotas do indicador misto;

e Titular com a amdnia e aminas volateis destiladas com uma solugcdo de

acido cloridrico 0,01 N usando uma microbureta;
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Célculo:

N-BVT (mg/100g)= 14 x (300+A) x V x F/ Va x P

V= volume do &cido cloridrico 0,01N gastos na titulacéo

F= fator da solucdo do &cido cloridrico

Va= volume da aliquota

P= peso inicial da amostra

A= conteudo de 4gua da amostra expressa como mg/100g

Obs: Na maioria dos casos pode-se afirmar que o conteudo de agua no
musculo do pescado é de 80%. A expressao (300+A) torna-se 380 quando séo
utilizadas exatamente 100g de pescado. Pode-se usar também 50g de amostra
e homogeneizar com 150mL de &cido tricloroacético. Neste caso a expressao
torna-se (150+40).

REFERENCIA: Seminéario de Controle de Qualidade de Produtos Pesqueiros.
Santos - SP: Ed. Loyola, 1988.

ANEXO -5

Analises microbioldgicas

Preparo da amostra para exame microbiolégico

Material

1.1 Capela de fluxo laminar ou caAmara asséptica;

1.2Balanca semi-analitica;

1.3Copos homogeneizados padronizados, esterilizados, acoplaveis em
liquidificador comum, capacidade de 400 a 500mL;

1.4Bisturis, facas com lamina e cabo de aco inox, espatulas, pincas, colheres,
abridores de lata com cabo longo e tesoura esterilizada,

1.5Bandejas de aluminio ou aco inox desinfetadas;

1.6 Caneta para retroprojecao ou lapis demografico;
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1.7 Cuba com desinfetante para o descarte do material utilizado;
1.8Frasco autoclavavel contendo 225mL de solucao salina peptonada estéril a
0,1%;

1.9 Solucéo desinfetante (formol a 5%, fenol 3%, &lcool iodado, cloro a 50ppm).

Procedimento

1.10 Desinfetar a superficie das embalagens que estdo em contato direto
com o produto;

1.11 Abrir as embalagens desinfetadas dentro da capela de fluxo laminar ou
camara asseéptica tomando as seguintes precaucoes;

1.11.1 Fazer inspecéo visual do produto, observando odores anormais;

1.11.2 Retirar as aliquotas para andlises caso o produto ndo apresente sinais
visiveis de alteracao;

1.11.3 Se o produto apresentar sinais visiveis de alteracdes so fazer a andlise
se for necessario elucidar a ocorréncia de toxi-infecgdo alimentar de origem
microbiana;

1.11.4 Evitar que o produto entre em contato coma superficie externa da
embalagem ou com superficies ndo estéries.

1.12 Pesar 25g da amostra dentro dos copos homogeneizados, tomando as
seguintes precaucgoes:

1.12.1 S¢6 abrir os copos dentro da capela ou camara asséptica;

1.12.2 Adicionar 225mL de solucéo salina peptonada a 0,1% (diluicdo 10™);
1.12.3 Fechar os copos quando for retira-los da capela ou camara asséptica;
1.13 Acoplar ao liquidificador e homogeneizar cerca de 2 minutos;

1.14 Se necessario, transferir o contetdo do copo para os frascos originais de
solucdo salina peptonada, dentro da camara asséptica e programar as
diluicbes subseqlientes e a sua semeadura, no prazo médio de 10 a 15

minutos, registrando o tempo decorrido.
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Observacdes

1.15 Depois de aberta a embalagem e retiradas as aliquotas para os exames
de microbiologia, encaminhar imediatamente o restante para os exames de
microscopia, fisico-quimica e organolépticos.

1.15.1 Caso seja necessario conservar a amostra, respeitar as condicbes de

armazenagem do produto.
Contagem padrdo em placas (mesoéfilos)
Material

1.1. Estufa bacterioldgica regulada a 36 + 1°C;

1.2. Contador de colonias com fundo escuro;

1.3. Placas de Petri estéries;

1.4. Pipetas bacteriolégicas de 1,0mL com graduacao decimal;
1.5. Agar Padrdo para Contagem, estéril;

1.6. Tubos contendo 9mL de solucédo salina peptonada a 0,1%.
Procedimento

1.7.  Preparar as diluicbes necessarias 102 e 103, a partir da diluicdo 10-1,
da amostra preparada anteriormente, transferindo 1 mL da diluicdo para tubos
com 9mL de solugéo salina peptonada e homogeneizar;

2.1.1. Homogeneizar:

2.1.1.1. A diluicdo 10" deve ser resuspensa no liquidificador, por 15
segundos antes de ser feita a diluicdo 102 e a semeadura;

2.1.1.2. Para fazer as diluicbes subseqientes e as semeaduras, resuspender
por 10 segundos em agitador. Na auséncia do agitador aspirar e soltar a
suspensao 15 vezes com a pipeta.

2.2. Distribuir ImL de cada diluicdo no centro de placas de Petri estéreis
adicionando-se cerca de 15mL de Agar Padrdo para contagem fundido e

resfriado a 45°C. Em superficie plana, submeter a placa a duas séries
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alternadas de cinco movimentos de vai-vem e cinco movimentos rotatorios.
Deixar solidificar;

2.3. Incubar as placas invertidas a 36 £ 1°C por 48 horas;

OBS: Recomenda-se para amostras de produtos com expectativa de
problemas, e em repeticdes necessarias, que a contagem padrdo em placas

seja efetuada com utilizacédo de placas em duplicata, nas varias dilui¢cdes.
Obtencéao dos resultados

2.4. Serdo considerados significativas as contagens das diluicdes que
apresentarem entre 30 e 300 colb6nias;

2.5. Para calcular o numero de Unidade Formadora de Col6nia (UFC) por
grama do produto, multiplicar o namero significativo encontrado, pelo fator de
diluicdo correspondente;

2.6. Leitura abaixo de 30 colénias na menor diluicdo (10™), expressar como
abaixo de 300 UFC/grama;

2.7. Auséncia de crescimento em 10-1, expressar como abaixo de 10
UFC/grama;

2.8. Leitura acima de 300 col6nias na maior diluicho expressa como maior
gue 300 x 10 UFC/grama,;

2.9. Leitura entre 30 e 300 colbnias, expressar o resultado multiplicando-se o
valor encontrado, pelo fator de diluicdo correspondente.

OBS: Para contagens em duplicata, na obtencdo dos resultados, utilizar a

média das contagens nas placas que apresentam entre 30 e 300 colbnias.
Exemplo de expresséo dos resultados

NUmero de colbnias encontradas na diluicio de 10:250.

Resultado: 2,5 x 10 UFC/grama.

Observacéo:

O procedimento para a pesquisa de termdfilos e psicrotrofilos € o mesmo
descrito para mesofilos, variando a tempo e a temperatura de incubagao:

Q) PSICIOtrofilOS....ovvve e 2 a 8°C/10 dias.
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D) TermOfilOS.....ccoooi i 55 a 1°C/48

horas.

Contagem de bactérias do grupo coliformes pelo método de NMP

Material

1.1. Estufa bacterioldgica regulada a 36 + 1°C;

1.2. Alca de 3 mm de didametro de platina ou niquel-cromo n°25 em cabo de
Kolle;

1.3. Tubos de ensaio contendo caldo Lauril Sulfato Triptose (LST); com tubo
de Durhan invertido;

1.4. Pipetas bacteriol6gicas de 1,0 mL com graduacao decimal;

1.5. Tubos contendo caldo Lactosado Bile Verde Brilhante a 21 com tubo de
Durhan invertido;

1.6. Tubos contendo 9 mL de solucéo salina peptonada a 0,1%.

Procedimento

a) Teste presuntivo

2.1. Preparar as diluicdes decimais seriadas 10, 10, 10 com solucao salina
peptonada a 0,1%;

2.2. Semear, respectivamente, em cada série de 3 tubos de LST 1,0 mL de
cada diluicdo da amostra;

2.3. Incubar a 36 + 1°C/48 horas e separar 0s tubos positivos (presenca de gas
nos tubos de fermentagédo de Durhan). Em caso da bactéria apresentar todos

os tubos positivos em 24 horas proceder ao teste confirmativo.

b) Teste confirmativo

2.4. A partir de cada tubo positivo no teste presuntivo, inocular, com a alga, em
tubos com caldo Lactosado Bile Verde Brilhante a 2%.
2.5. Incubar a 36 * 1°C/48 horas. Caso a bactéria apresentar todos os tubos

positivos em 24 horas proceder a leitura;
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2.6. ApoOs incubacdo proceder a leitura e separar os tubos positivos pela
presenca de gas nos tubos de Durhan,;

2.7. Calcular o NMP de coliformes totais, através do numero de tubos positivos,
consultando a tabela especifica, e expressar o resultado em NMP de bactérias

do grupo coliformes por grama.
Exemplo

Numero de tubos positivos no teste confirmativo:

Diluicdo 10™"=2

Diluicdo 102=1

Diluicdo 10"=0

Consultando a tabela da péagina, encontramos para esta combinacdo o NMP

igual a 15.

Expressao dos resultados

Contagem de bactérias do grupo coliforme (NMP/g)=15

Observacdo: em caso de uma combinagdo de niumero de tubos positivos nas

trés séries de diluicbes ndo encontradas na tabela de NMP, a contagem deve

ser repetida.

OBS: Procedimento para contagem de coliformes fecais

Procedimento:

1. A partir dos tubos positivos para coliformes totais em meio de LST, transferir
uma alca carregada para tubos de caldo EC;

2. Incubar a 44,5 + 0,2°C/24 horas;

3. ApoOs a incubacdo, realizar a leitura dos tubos.



