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Il Resumo

O estado de frescor do pescado armazenado é avaliado por uma
série de parametros fisicos, bioquimicos, microbioldgicos e sensoriais, cujos
valores no tempo da analise sdo comparados com 0s respectivos valores que
as suas matérias-primas apresentavam no tempo referente a recém captura
(CONTRERAS-GUZMAN, 1994). A anélise de Bases Nitrogenadas Volateis Totais
(BNVT) & um método relativamente simples e comumente usado para avaliar a
qualidade de frescor em pescado, pois permite quantificar uma ampla gama
de metabdlitos da atividade enddgena e exégena (AMANAJAS, 1985). Esta
pesquisa teve como objetivo otimizar e padronizar o uso de uma metodologia
para determinacdo de BNVT em pescado. A matéria-prima utilizada foram
camardes (Xyphopenaeus kroyerf), com um grau de deterioracdo ja avancgado.
Para a determinacéo, foi utilizada a metodologia oficial para determinacéo
de Bases Nitrogenadas Volateis Totais da instru¢do normativa numero 20, de
21 de julho de 1999, Anexo — Métodos analiticos fisico-quimicos para controle
de produtos carneos e seus ingredientes — sal e salmoura, de duas formas
distintas: uma recolhendo o destilado por 30 min (metodologia original); e outra,
recolhendo o destilado até 100 mL. Os resultados foram analisados usando-se
Limite de Confiabilidade de 95%, através do programa Microsoft Office Excel,
2003. As meédias dos resultados das analises de BNVT avaliadas neste estudo
ndo apresentaram diferenga estatistica entre elas (5%), embora Aitken (1988)
apud Botta (1994) afirme que diferentes métodos s&o usados para determinar
o BNVT, sendo que cada metodologia, provavelmente, apresenta suas proprias
particularidades quanto a deteccédo da deterioragdo, e, consequentemente,
apresentem diferentes resultados para a mesma amostra. As amostras das quais
foram recolhidos 100 mL do destilado tiveram uma menor variagdo do Limite de
Confiabilidade, em relac&o as amostras de 30 min. Ao se utilizar a metodologia
que recupera apenas 100 mL do destilado, é notavel a economia de tempo,
eletricidade e agua, sem prejuizo na qualidade e confiabilidade dos resultados,
contribuindo para otimizar e padronizar a rotina de andlise do laboratério.

Palavras-chave: Camaréo; Controle de qualidade; Bases nitrogenadas volateis
totais;, Metodologia,; Padronizacdo,; Otimizag&o de recursos.
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B Summary

Freshness state of the fished stored is assessed by a series of physical,
biochemical, microbiological and sensorial parameters, whose values at the time
of the analysis are compared with values that their raw materials presented at
the time referring to recent capture (CONTRERAS-GUZMAN, 1994). Analysis of
Total Base Volatile Nitrogen (TVB-N) is a relatively simple method commonly used
to assess quality of freshness in fish, once it allows to quantify a wide range of
metabolic of endogenous and exogenous activities (AMANAJAS, 1985). This study
aimed to optimize and standardize the use of a methodology to determine TVB-N
in fished. Shrimp (Xyphopenaeus kroyeri) wa the raw material with advanced
stage of deterioration. To carry out the study, we used the official methodology for
determining the total base volatile nitrogen of normative inquiry number 20, 21 July
1999, Annex — Physico-chemical analytical methods for control of meat products
and their ingredients — salt and brine, in two different ways: one, collecting the
distillate for 30 min (original methodology), and another, collecting the distillate up
to 100 mL. Results were analyzed by using the 95% Confidence Limits through the
use of Microsoft Office Excel, 2003. The averages of analytical results of TVB-N
evaluated in this study showed no statistical difference (5%), although, Aitken
(1988) apud Botta (1994) states that different methods are used to determine BNVT,
being that each methodology, probably, presents its own peculiarities regarding
detection of deterioration, and thus show different results for the same sample.
Samples from which it was collected 100 mL of distillate had a minor variation in
Confidence Limits, compared to those of distillate collected in 30 min. When we
use the methodology that collects only 100 mL of distillate, it shows remarkable
time, electricity and water savings, without affecting the quality and reliability of
results, helping to optimize and standardize routine analysis of the laboratory.

Key words: Shrimp; Quality control; Total base volatile nitrogen; Methodology;
Standardization; Optimization of resources.



www.ital.sp.gov.br/bj

Otimizacao e padronizacao do uso da metodologia para determinagao de bases
nitrogenadas volateis totais (BNVT) em camardes Xyphopenaeus kroyeri

SAVAY DA SILVA, L. K. et al.

Il 1 Introducao

A palavra qualidade é amplamente usada e com
muitos significados. Na industria pesqueira o termo
‘gqualidade do pescado” relaciona-se muitas vezes com
espécies com tamanho de mercado e alto valor comercial.
Um pescado considerado de qualidade inferior por um
processador pode ser muito pequeno ou estar em mas
condi¢bes para certos processos, 0 que resultara em
baixos rendimentos e beneficios. Muitas vezes, contudo,
a qualidade é sindbnima de aparéncia e frescor, e se refere
ao grau de deterioracao existente no pescado. Por ultimo,
para as autoridades governamentais, que estao principal-
mente interessadas em possiveis perigos para a saude,
boa qualidade significa auséncia de agentes nocivos
tais como parasitas, compostos quimicos e organismos
patogénicos (HUSS, 1988). Para Contreras-Guzman
(1988), qualidade como um todo envolve a soma dos atri-
butos fisicos, sensoriais, quimicos e microbioldgicos dos
alimentos e no pescado a qualidade esta estreitamente
ligada com o estado de frescor.

A qualificagdo do frescor envolve consideracoes
relacionadas com o tempo e qualidade. A esta Ultima
contribuem muitos fatores, sendo, portanto, dificil encon-
trar um s¢ ensaio que determine estes aspectos (MORGA,
1975).

O frescor do pescado pode ser avaliado por
métodos sensoriais, microbioldgicos ou fisico-quimicos,
no entanto, devido a subjetividade dos métodos senso-
riais e a demora e custo elevado para execucgéo de testes
microbioldgicos, métodos quimicos que quantifiquem os
produtos derivados da atividade enzimatica enddgena
e bacteriana tém sido desenvolvidos nesta avaliagéo.
Muitos indices quimicos para controle de qualidade
de peixes, moluscos e crustaceos estdo baseados nas
alteracbes quantitativas ou qualitativas de compostos
da frac&o nitrogenada n&o proteica do musculo. Esta
fragcdo engloba substancias de baixo peso molecular de
diversas origens. A atividade enzimatica pode causar uma
alteracdo na concentracdo destes compostos ou originar
outros diferentes. A deteccao de alteragdes progressivas
destas substancias no musculo do pescado durante o
armazenamento é o primeiro requisito para considerar
tais substancias como potenciais indices de frescor
(LAPA-GUIMARAES, 2005).

A perda de qualidade inicial do pescado é causada
principalmente por mudangas autoliticas e n&o relacio-
nadas com atividade microbiolégica (GRAM e HUSS,
1996). De fato, Ehira e Uchiyama (1987) relatam que os
fenébmenos que se desencadeiam no musculo do pescado
apos a captura podem ser divididos em duas etapas,
denominadas frescor bioquimico e frescor microbiolégico.
Segundo Contreras (2002), os compostos formados na
primeira etapa, entre a captura e o fim do rigor-mortis, sao
de origem autolitica e sua produgéo ndo pode ser evitada,
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mas apenas regulada; enquanto que os compostos da
segunda etapa, que compreende as mudancas de quali-
dade no pdés-rigor, s&o produtos de atividade microbiana
cuja formacéo pode ser controlada até certo limite pelo
emprego de processos tecnolégicos.

As mudanc¢as que ocorrem no pescado, apos sua
morte, s&o dificeis de ser distinguidas se procedem de
atividades microbianas ou enzimaticas. A espécie do
pescado e 0 manuseio que este recebe antes da morte
influem bastante nos processos deteriorativos. Saliente-se
que a classe e quantidade de substancias extrativas
nitrogenadas disponiveis nos musculos na forma de
aminoéacidos livres, peptideos simples como anserina
e glutationa, 6xido de trimetilamina, creatina e taurina
exercem importante papel no aparecimento de outros
produtos de degradag&o, uma vez que a presenca destas
substancias extrativas constitui o ponto fundamental da
partida para a atividade dos microrganismos (OGAWA
et al., 1999).

Existe um grande nimero de métodos para avaliar
0s aspectos de qualidade do pescado. Alguns deles tém
se mostrado inadequados para tal propdsito, e outros tém
sido utilizados em situaces muito especificas ou para
um numero limitado de espécies de pescado ou seus
produtos (HUSS, 1988).

Os métodos quimicos para acompanhamento
do frescor baseiam-se na determinacdo de diversos
compostos gerados pelas mudang¢as dos compostos
musculares originais causados por enzimas enddgenas
ou exdgenas, estas Ultimas produzidas pela proliferagdo
dos microrganismos (CONTRERAS-GUZMAN, 1988).

Os testes quimicos usados com maior frequéncia
s&o: determinacao de Bases Nitrogenadas Volateis Totais
(BNVT), incluindo a amdnia; determinacdo de Trimeti-
lamina (TMA); determinacao de dimetilamina (DMA);
determinacdo de histamina e outras aminas pesadas;
determinacdo de nitrogénio nao proteico (NNP); deter-
minacao de aminoacidos livres (AAL); determinacéo de
sulfeto de hidrogénio (H,S); determinag&o de produtos de
degradacédo dos nucleotideos especialmente de inosina
e hipoxantina (CONTRERAS-GUZMAN, 1988; OGAWA
et al., 1999).

O teor de Bases Nitrogenadas Volateis Totais
(ambnia, trimetilamina e dimetilamina) e o teor de trimetila-
mina tém sido empregados como indices de frescor para
pescado (RUIZ-CAPILLAS e MORAL, 2001). Entretanto,
existem controvérsias sobre a efetividade destes para-
metros, uma vez que em algumas espécies de pescado,
alteracgoes significativas nos teores destes compostos
somente ocorrem quando 0s sinais de deterioracao ja séo
perceptiveis sensorialmente (LAPA-GUIMARAES, 2005).

A anélise de Bases Nitrogenadas Volateis Totais
(BNVT) é um método relativamente simples e é comu-
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mente usado para avaliar a qualidade de frescor (odor/
flavor) de pescado. No entanto, diferentes métodos sao
usados para determinar as BNVT. Por exemplo, nove
diferentes laboratérios na Europa usam seis diferentes
metodologias para determinar BNVT. Contudo, cada
metodologia, provavelmente, apresenta suas proprias
particularidades quanto a detecgéo da deterioracdo. Na
verdade, quando um unico método foi usado nos nove
diferentes laboratérios na Europa, diferencas significa-
tivas entre os laboratérios foram observadas. Acredita-se
que a causa dessas diferencas significativas deva-se
a pequenas diferencas no tipo de aparelho usado e a
pequenas diferencas no método de operacdo (AITKEN,
1988 apud BOTTA, 1994). Antonacopoulous e Vyncke
(1989 apud Botta, 1994) conduziram um estudo detalhado
da metodologia de BNVT e concluiram que: a) a metodo-
logia de BNVT é um método de rotina que somente deve
ser usado para determinar se o pescado esta apropriado
ou inapropriado para o consumo humano; b) a identifi-
cacédo dos primeiros estagios de frescor ndo é possivel
com o BNVT; e ¢) a determinacdo do BNVT por destilagdo
direta em peixes € conveniente como um método de
determinacao da comercializacdo desse produto por ser
simples, rapido e econdmico.

No inicio do processo degradativo, a base volatil
mais representativa é a amdnia originaria dos produtos
da desaminac¢ao dos derivados do ATP. Posteriormente, a
amonia proveniente da degradacéo de outros compostos
nitrogenados, a exemplo de aminoécidos, juntamente com
atrimetilamina, formada a partir do 6xido de trimetilamina,
passa a se fazer presente (OGAWA et al., 1999).

Para Morga (1975), as bases volateis nitrogenadas
ocorrem no musculo dos peixes devido ao desdobra-
mento das proteinas por agé&o enzimética e bacteriana
dando como produtos finais aminas; situando-se entre
estas, substancias volateis simples. Estas aminas
aumentam progressivamente com a deterioracéo, sendo
determinadas no tecido muscular sob a forma de Base
Nitrogenada Volatil Total.

As substancias nitrogenadas volateis originam-se
do Oxido de Trimetilamina (OTMA) e dos amino4cidos
livres por mecanismos diferentes, portanto, as BNVT
representam o efeito concorrente de vérias transfor-
macdes. Esta inespecificidade é um dos méritos da
determinacdo, pois a ambnia e as aminas volateis sédo
metabdlicos ubiquos da decomposicéo de peixes, crus-
taceos e moluscos. Os peixes de agua doce apresentam
algumas particularidades (CONTRERAS-GUZMAN,
1994).

De acordo com Contreras (1994), o aumento de
amdnia pode se originar da acao das aminoidrolases
sobre 0s nucleotideos, desenvolvimento microbiano e
hidrélise de ureia. A amonia derivada de nucleotideos é
produzida logo apds a captura e, em alguns casos, no
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esforgo anterior a captura e nao deve ser considerada
um reflexo da deterioracao, representando, apenas, uma
decomposicéo autolitica que ndo pode ser evitada.

No Brasil, a Secretaria de Defesa Agropecuéria do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento esta-
belece o valor de 30 mg N.100 g' como limite maximo de
BNVT para pescado fresco, exceto para elasmobranquios
(BRASIL, 1997).

De acordo com Ogawa et al. (1999), para peixes
em excelente estado de frescor, o teor de BNVT atinge
5a 10 mg N.100 g~' de carne; peixes com frescor razo-
avel podem atingir até 15 a 25 mg N.100 g'. No inicio
da putrefacao, este teor pode ir até 30 a 40 mg N.100 g™
e, quando bastante deteriorado, tal conteddo deve
encontrar-se acima de 50 mg N.100 g

Em detrimento da situacdo das pesquisas em
pescado e da deficiéncia de trabalhos que comparem
metodologias para pescado, esta pesquisa teve como
objetivo otimizar e padronizar o uso de uma metodologia
para determinacao de Bases Nitrogenadas Volateis Totais
(BNVT) em pescado, utilizando camardo como matéria-
prima.

Il 2 Material e métodos

As analises foram realizadas no Laboratério de
Tecnologia do Pescado do Departamento de Agroin-
dustria, Alimentos e Nutricdo, ESALQ/USP, campus de
Piracicaba-SP. A matéria-prima utilizada foram camardes
(Xyphopenaeus kroyeri) com um grau de deterioracéo ja
avangado, pois permaneceram, intencionalmente, em
temperatura de 5 °C por quatro dias, com o intuito de se
acelerar 0s processos de deterioracao.

Para a determinac&o do estado de frescor dessa
matéria-prima, foi realizada a analise de Bases Nitroge-
nadas Volateis Totais (BNVT) utilizando-se a metodologia
oficial para determinacéo de Bases Nitrogenadas Volateis
Totais da instru¢ao normativa numero 20, de 21 de julho
de 1999, Anexo — Métodos analiticos fisico-quimicos
para controle de produtos carneos e seus ingredientes
- sal e salmoura, (publicada no Diario Oficial da Uniao
de 20 de julho de 1999, secado 1, pagina 10), em dois
ensaios distintos.

Em ambos os casos, o nitrogénio proteico foi
precipitado com 4cido tricloroacético e o filtrado obtido,
contendo o nitrogénio voléatil, foi alcalinizado a vapor, rece-
bido em soluc&o de acido bdrico e titulado com solucéo
de &cido padronizado em presenc¢a de indicador misto
(solugéo com 0,132 g de vermelho de metila e 0,066 g de
verde de bromocresol, dissolvidos em 200 mL de alcool
etilico 70%).

Dessa forma, para cada ensaio, foram trituradas
509 de amostra, durante 1 min, com 150 mL de solugéo
de acido tricloroacético a 5%, até obter uma massa homo-
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génea. Em seguida, filtrou-se essa massa homogénea em
funil de Blcker com a utilizac&o de papel filtro qualitativo
sob bomba a vacuo (caso o filtrado néo fosse limpido,
a operacédo deveria ser repetida utilizando-se papel de
filtro quantitativo).

Para destilagao, transferiram-se 10 mL (com o
auxilio de pipeta volumétrica) do filtrado obtido para o
Erlenmeyer de 1000 mL ajustavel ao destilador. Depois,
adicionaram-se no mesmo Erlenmeyer 20 mL de agua
destilada e 1 g de 6xido de magnésio no momento da
destilacdo. Acoplou-se o Erlenmeyer contendo a amostra,
a agua e o 6xido no destilador e iniciou-se 0 processo
de destilagao.

Recebeu-se o destilado em Erlenmeyer de 125 mL
contendo 20 mL de acido bdrico 4% e 5 gotas do indi-
cador misto. E, nesse momento, fez-se a distingcao entre
os ensaios: em um (Ensaio 1) recolheu-se o destilado
durante 30 min, como sugere a metodologia original
em questéo; e no outro ensaio (Ensaio 2), recolheu-se
o destilado até se completar o volume de 100 mL no
Erlenmeyer de 125 mL.

Nas duas situacoes, titulou-se a amdbnia e aminas
volateis, existentes no conteldo recuperado, com solucéo
de acido sulfurico 0,01 N, até o ponto de viragem (quando
o verde/azul passa para lilas/rosa).

Para os célculos, em ambos 0s casos, utilizou-se
a seguinte formula (Equacéo 1):

_14.(150+A).V.£N.100

BNVT em mgN/100 g = Vap (1)

onde: N = normalidade da soluc&o do &cido sulfurico;
V = mL de &cido sulfurico gastos na titulacao; F = fator
de correcéo de solucdo de acido sulfarico 0,01 N;
Va = volume da aliquota em mL (10 mL do filtrado);
P = massa da amostra em gramas (50 g); A = conteldo
de agua na amostra expressa em mL.100 g

Observacgéo: Pode-se considerar que o conteudo
médio de dgua na carne de pescado é de 80%. Como se
utilizaram 150 mL de acido tricloroacético e pesaram-se
50 g, a expressao (150 + 40) = 190.

Foram realizadas 15 repeticbes em cada ensaio.
E os resultados foram analisados usando-se Limite de
Confiabilidade de 95%, através do programa Microsoft
Office Excel, 2003.

I 3 Resultados e discussao

Os valores das titulacoes e de BNVT (mg N.100 g)
referentes as repeticbes dos dois ensaios podem ser
observados na Tabela 1.

Na Tabela 2, podem ser observados os resultados
obtidos para a média dos valores de BNVT (mg N.100 g~')
nos camardes deteriorados, desvio padréo (Std Dev), Erro
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Tabela 1. Valores da titulagédo e de BNVT (mg N.100 g') para
camardo deteriorado.

Ensaio 1 Titulacado BVNT Ensaio 2 Titulacdo BVNT

A1 57 29,4 B1 4,9 25,2
A2 4,2 21,6 B2 4,7 24,2
A3 4.1 211 B3 4,6 23,7
A4 4,6 23,7 B4 5,0 25,7
A5 4,9 25,2 B5 4,3 22,1
A6 3,4 17,5 B6 4,2 21,6
A7 4,2 21,6 B7 4,3 22,1
A8 3,7 19,1 B8 4,4 22,7
A9 4,6 23,7 B9 4,3 22,1
A10 4,2 21,6 B10 4,3 22,1
A1 3,3 17,0 B11 4,4 22,7
A12 4,5 23,2 B12 4,9 25,2
A13 4,6 23,7 B13 4,6 23,7
Al14 4,6 23,7 B14 4,0 20,6
A15 4,5 23,2 B15 4,6 23,7
Média = 22,3 = 23,2

Tabela 2. Valores das médias de BNVT encontrados nos Ensaios
1e?2.

Ensaio Meédia BNVT Std N StdErr 95%CL
(mg N.100g") dev

1 22,32 3,0702 18 5,7707 11,5415

2 23,28 14824 15 0,3827 0,7655

1 = Ensaio 1, destilagdo durante 30 min, 2 = Ensaio 2, destilagdo até
recuperacdo de 100 mL do destilado; e N = numero de repeticdes.

em relagcdo a média (StdErr) e limite de confiabilidade
(CL) (95%).

Para o Ensaio 1, encontrou-se um valor médio de
BNVT de 22,3 mg N.100 g~' de amostra, e no Ensaio 2, 0
valor médio de 23,2 mg N.100 g~' de amostra. Ambos os
valores estdo dentro do valor permitido pela legislacao
que é de 30 mg N.100 g de amostra (BRASIL, 1997).
Entretanto, encontram-se, segundo Ogawa et al. (1999),
em um estado de frescor razoavel.

Kirschnik e Viega (2004), estudando as alteragdes
na qualidade do camarao de agua doce (Macrobrachium
rosenbergii), observaram que os indices de BNVT
estocados sem contato com gelo aumentaram signi-
ficantemente ao longo do armazenamento atingindo
27,10 mg N.100 g'. J& no camarao estocado em contato
com gelo, ocorreu um répido aumento no segundo dia
de armazenamento, permanecendo constante até o fim,
concluindo, portanto, que a embalagem possa ter prote-
gido o pescado contra perdas de BNVT por lixiviagao.

Guimar&es-Lopes (2006) encontrou valores médios
de BNVT em camaréo-branco-do-pacifico irradiado e n&o-
irradiado, armazenados sob refrigeracéo, e ndo detectou
diferenca significativa entre as amostras, sendo os valores
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médios de 19,99 a 20,17 mg N.100 g' de musculo de
camarao.

Yokoyama (2007), avaliando a agdo de antimela-
nocitos (metabissulfito de sédio e 0 4-hexylresorcinol) em
camarao, observou que, em relacdo a camardes inteiros
e descabecados, houve uma diferenca significativa
dos valores de BNVT encontrados para o tratamento de
metabissulfito em pd para os camardes descabecados,
que atingiram o valor de 33,78 mg N.100 g-' de camardo,
principalmente pelo motivo, deste tratamento ter sido
obtido no comércio, e por ter sido manipulado exces-
sivamente, sob péssimas condi¢des de higiene e altas
temperaturas.

As médias dos resultados das analises de BNVT
avaliadas neste estudo (Ensaios 1 e 2) ndo apresentaram
diferenca estatistica entre elas (5%), embora Aitken
(1988) apud Botta (1994) afirme que diferentes métodos
sao usados para determinar o BNVT, sendo que cada
metodologia, provavelmente, apresenta suas proprias
particularidades quanto a deteccéo da deterioracéo, e,
consequentemente, apresentem diferentes resultados
para a mesma amostra.

Entretanto, pode-se verificar também que as
amostras das quais foram recolhidos 100 mL do desti-
lado (Ensaio 2) tiveram uma menor variagcao do Limite de
Confiabilidade (CL 95% = 0,7655 - Tabela 2), em relacéo
as amostras de 30 min (CL 95% = 11,5415 - Tabela 2), o
que pode ser considerado como um método que apre-
senta maior confiabilidade, devido a replicabilidade dos
dados, resultando em dados com erro e desvio padrao
minimizados.

Il 4 Conclusées

O método do MAPA, com recuperacédo de apenas
100 mL do destilado, mostrou-se mais econémico em
relacdo ao tempo, uso de eletricidade e agua, sem
prejuizo na qualidade e otimizando a confiabilidade dos
dados.

Trabalhos como este sdo de extrema importancia
na area de pesquisa, principalmente na cadeia produ-
tiva do pescado, na qual ainda n&o héa trabalhos de
pesquisa suficientes e nem metodologias padronizadas
e otimizadas
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