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Il Resumo

O pescado apresenta grande importancia no panorama atual e a
manutencao da sua qualidade e inocuidade é imprescindivel para se obter
alimento seguro. Por ser um alimento altamente perecivel, 0 pescado necessita
de cuidados em todas as etapas da cadeia produtiva. Um dos métodos utilizados
mundialmente para avaliar a qualidade do pescado é a determinac&o do Nitrogénio
das Bases Volateis Totais (N-BVT), que consiste na quantificagcdo de compostos
de baixo peso molecular, como a trimetilamina, dimetilamina e aménia, que s&o
formados durante o processo de deterioracdo do pescado. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiéncia de duas metodologias de quantificacdo de N-BVT
(BRASIL 1981 e BRASIL 1999) por destilagdo, para trés espécies de pescado de
importancia comercial, assim como buscar a diminuicao do volume de amostras
e reagentes utilizados. Para verificar a eficiéncia das metodologias utilizou-se um
indice de recuperacao, adicionando-se quantidades conhecidas de sulfato de
amonio [(NH,),SO,] nas amostras e comparando-se o teor de N-BVT recuperado
com uma amostra controle. Foram testadas modificagdes na metodologia BRASIL
1999 quanto a reducédo nas quantidades de amostra e reagente. Considerando-se
o desempenho quanto a recuperagdo do nitrogénio adicionado as amostras,
os resultados demostraram que n&o houve diferenca quanto a recuperacao de
nitrogénio nos dois métodos (BRASIL 1981 e BRASIL 1999) para as trés espécies
estudadas, evidenciando-se que ambos podem ser empregados com a mesma
eficiéncia. Os resultados indicam que a reducéo na quantidade de amostra e
reagentes, nas determinacdes de N-BVT para o método BRASIL 1999, pode
interferir significativamente nos resultados.

Palavras-chave: Recuperacéao, Nitrogénio das Bases Volateis Totais;
Qualidade do pescado.

Il Summary

Fish is very important on the current scenario, and the maintenance of
its quality and safety is essential to obtain a safe food. Since fish is a highly
perishable food, it needs proper care at all stages of its production chain. One of the
parameters most widely used worldwide to evaluate fish quality is the determination
of the nitrogen of the total volatile bases (TVB-N), which consists of quantifying
the low molecular weight compounds such as trimethylamine, dimethylamine and
ammonia, formed during deterioration of the fish. The objective of this study was
to evaluate the efficiency of two quantification methods of TVB-N by distillation,
using three fish species of commercial importance, as well as to search for a
more sustainable method using smaller amounts of sample and reagents. The
recovery rate was used to verify the efficiency of the methodologies, adding
known amounts of ammonium sulphate ((NH,) ,SO,) to samples and comparing
the TVB-N recovered from a control sample). In order to reduce the amounts of
sample and reagents, modifications of the BRAZIL (1999) methodology were
tested. Considering the recovery of the nitrogen added to the samples, the results
showed there was no difference in the recovery of nitrogen using the two methods
(BRAZIL 1981 and 1999) for the three species, indicating that both could be used
with the same efficiency. The results indicated that the reduction in the amounts
of sample and reagents used in the TVB-N determination by the BRAZIL (1999)
method, could significantly interfere with the results.

Key words: Recovery; Total Volatile Bases Nitrogen, Fish quality.
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Il 1 Introducao

O comércio mundial de produtos pesqueiros
alcangou um recorde mundial de 160 milhdes de
toneladas no ano de 2013, um consumo mundial de 20 kg
de pescado por pessoa/ano, sendo que a aquicultura
contribuiu com quase metade desse valor (FAO,
2014). Dentre as espécies de pescado de importancia
econdmica no Brasil podemos destacar as pescadas, a
tilapia e o camardo de cultivo (BRASIL, 2011).

O pescado é um alimento que se destaca
nutricionalmente, sendo indicado para dietas balanceadas
e saudaveis (RUXTON, 2011), mas a apos a sua captura
ou despesca o produto sofre uma série de alteracdes
fisicas, quimicas, bioguimicas e microbiolégicas. Essas
alteracdes séo iniciadas pela acdo de enzimas enddgenas
nos musculos, que hidrolisam gorduras e proteinas
(TAVARES e GONCALVES, 2011).

Além disso, ocorre a degradacédo de compostos
nitrogenados por bactérias, formando principalmente
trimetilamina (TMA) e amdnia, incrementando o pH ao
final da fase de rigor mortis (CLUCAS e SUTCLIFFE, 1988;
CONNELL, 1988).

A mensuracdo da quantidade de Nitrogénio
das Bases Volateis Totais (N-BVT) em uma amostra
de musculo de pescado, que indica seu estado de
frescor, consiste na quantificacdo de aminas como TMA,
dimetilamina (DMA) e amonia, que sdo formadas durante
0 processo de deterioracédo do pescado (PALMA, 1994;
HOWGATE, 2010a).

A quantificacdo do N-BVT é um dos métodos mais
utilizados para a determinacéo da qualidade do pescado,
pois apresenta procedimento analitico simples, de baixo
custo e independe de grande aparato de equipamentos
(BAIXASNOGUEIRAS et al., 2001; MALLE e POUMEYROL,
1989; HOWGATE, 2009, 2010a).

De acordo com a Diretiva Europeia 95/149/CEE,
o N-BVT deve ser usado quando 0s métodos sensoriais
deixarem duvidas quanto ao frescor do pescado. Alguns
paises, como Alemanha, Brasil, Japao, Australia e
Argentina, também adotaram esse teste como parametro
normatizado de qualidade para pescado (SCHERER et al.,
2004).

Trabalhos e documentos sobre a qualidade dos
produtos de pescado sugerem limites para N-BVT
e N-TMA para consumo humano (CONNELL, 1995;
COMISSAO EUROPEIA, 1995; CODEX ALIMENTARIUS,
2007), com valores diferenciados por grupos de peixes, de
acordo com suas caracteristicas, especialmente quanto a
composicao quimica, variando de 25 mg N-BVT/100 g em
peixes gordos e de carne avermelhada até o limite de 35
mg N-BVT/100 g para espécies magras e de carne branca
(HOWGATE, 2010b). A quantidade maxima de N-BVT
permitida no Brasil, segundo a Secretaria de Defesa
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Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, € de 30 mg N/100 g de pescado para
as diferentes espécies de peixes, com excecdo dos
Elasmobranquios, como os cacgdes, onde a mensuracao
desses compostos nédo serve como parametro de
qualidade (BRASIL, 1997).

A destilacdo de extratos obtidos a partir dos
musculos do peixe, sob pressdo reduzida, e 0 método
de microdifusédo (célula de Conway) sdo os métodos
mais aceitos e utilizados na atualidade para quantificar o
N-BVT (HOWGATE, 2010a). Algumas tecnologias tém sido
desenvolvidas para a quantificacdo da N-TMA, N-DMA e
amobnia, como cromatografia gasosa e eletroforese capilar,
no entanto esses métodos sdo complexos, demorados e
de alto custo, resultando na maior utilizacdo dos métodos
tradicionais (HOWGATE, 2010a).

Este trabalho teve como objetivo avaliar duas
metodologias de quantificacdo do N-BVT por destilacdo
citadas na legislacdo brasileira em trés espécies
de pescado, considerando o desempenho quanto a
recuperacdo do nitrogénio adicionado a amostra e a
possibilidade de diminuicao dos volumes de amostra e
reagentes utilizados.

I 2 Material e métodos

As analises foram conduzidas na Unidade
Laboratorial de Referéncia em Tecnologia do Pescado
do Instituto de Pesca em Santos, SP. Foram utilizadas
amostras de trés diferentes espécies de pescado, a
saber: a pescada goete (Cinoscyon jamaicensis) oriunda
da pesca marinha; a tilapia (Oreochromis niloticus)
cultivada em agua-doce; e o camardo de cultivo
(Litupenaeus vaname).

Para obtencdo de amostras homogéneas e
utilizacdo do mesmo lote de amostra em todos 0s
ensaios, lotes de pescada e tilapia foram descabecados
e eviscerados e, entédo, processados com a tecnologia
da Carne Mecanicamente Separada — CMS, conforme
Neiva e Gongcalves (2011), com equipamento tipo
tambor perfurado, o qual separa a carne dos 0ssos sem
propiciar trituracao da carne, pele e 0ssos e sem alterar
a constituicdo do musculo original.

A amostra de camaréo, apds descabecamento
e descasque manual dos espécimes, foi triturada em
equipamento tipo “cutter”. As trés amostras foram
rapidamente congeladas em ultrafreezer a—80 °C visando
manter sua estabilidade e descongeladas em temperatura
de refrigeracéo (entre 4 °C e 7 °C) para a realizagdo das
analises.

As metodologias de quantificacdo de N-BVT (mg
N/100 g de pescado) utilizadas foram as de destilacao
citadas na legislacao brasileira (BRASIL, 1981, 1999).
Os dois métodos utilizam uma solucédo de acido
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tricloroacético — TCA para a extracdo do nitrogénio
proteico da amostra, que apos filtracao resulta em
um extrato limpido contendo o nitrogénio volatil. No
entanto, as referidas metodologias utilizam diferentes
agentes alcalinizantes antes da destilacdo por arraste
de vapor, a metodologia BRASIL 1981 utiliza hidroxido
de s6dio — NaOH, enquanto a BRASIL 1999, o 6xido de
magnésio - MgQO.

Para os testes de comparacéo das referidas
metodologias de destilacdo foram utilizadas as trés
amostras de pescado anteriormente citadas, pescada,
tilapia e camar&o. Todas as amostras foram fortificadas
com 5 mL de solugédo de sulfato de amoénio (1%),
equivalente a 10,6 mg de nitrogénio (N) em cada aliquota
de amostra. Para chegar ao valor da porcentagem ou
indice de recuperacéo (%R) do nitrogénio adicionado foi
realizado o célculo:

%R= (Nf-N¢)x100/10,6
em que
%R: Porcentagem ou indice de recuperacéo;

Nf: mg N-BVT/100 g da amostra fortificada [com
adigéo de (NH,),SO,J;

Nc: Média de N-BVT (100 g) na amostra controle
[sem adigao de (NH,),SO,J;

10,6: mg N (NH,),SO, adicionado para fortificagé&o.

Buscando-se avaliar as possiveis modificactes
quanto a diminuicdo das quantidades de amostra
e reagentes, utilizou-se a amostra de pescada e a
metodologia BRASIL 1999, a qual apresentou menor
nivel de variagdo nos resultados. Foram realizados trés
ensaios com sete replicatas ou repeticbes de cada
tratamento. Testou-se o método original (Tratamento A),
que utiliza 100 g de amostra e 300 mL de TCA, e outras
duas alteracées do mesmo método utilizando-se: 50 g
de amostra e 150 mL de TCA (Tratamento B) e 10 g de
amostra e 50 mL de TCA (Tratamento C).

Os dados obtidos pelos distintos métodos de
determinacdo do N-BVT foram analisados pelo pacote
estatistico STATA 8.0 (StatSoft Inc., USA) e expressos
como média e desvio padrao. Comparacgdes longitudinais
foram conduzidas utilizando-se ANOVA one-way e as
diferencas significativas entre os diferentes métodos
estudados (p < 0,01) foram estabelecidas através do
teste de Dunnett, o qual realiza multiplas comparagdes
onde apenas um tratamento serve de referéncia, ou seja,
guando se tem tratamento ou grupo controle.

Il 3 Resultados e discussao

3.1 Avaliac6es dos métodos de destilacéao

A literatura cientifica cita a utilizacdo de algumas
substéancias, como o sulfato de aménio [(NH,),SO,] e o
cloreto de aménio [(NH,)CI], atuando como fortificadoras,
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ou seja, com o papel de incrementar o nitrogénio
ndo proteico em ensaios de quantificacdo de N-BVT
(AMANAJAS, 1985; ANTONACOPOULOS e VYNCKE,
1989, HOWGATE, 2009, 2010a).

A adicdo de (NH,),SO, as amostras também
foi referendada no trabalho de Villarreal (2007),
demonstrando a estabilidade desse composto € um
comportamento similar ao nitrogénio nao proteico.

Entretanto, testes preliminares conduzidos
utilizando-se o (NH,),SO, e o (NH,)Cl, demonstraram que
0 (NH,),SO, apresentava melhor comportamento quanto
a recuperacao do nitrogénio — N quando utilizado na
concentracao de 1%.

Os resultados médios da recuperacdo de N-BVT
para as diferentes matrizes foram comparados com 0s
das amostras controle [sem a adigdo de (NH,),SO,]. Na
Tabela 1 estao descritos os resultados médios de N-BVT
encontrados nas amostras controle de cada espécie a
partir das metodologias normatizadas.

Como visualizado na Tabela 1, as trés amostras
estudadas apresentaram valores de N-BVT abaixo do
limite estipulado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (BRASIL, 1997), de 30 mg N/100 g de
pescado, em ambos 0s métodos.

A analise estatistica indicou que os valores obtidos
de N-BVT pelos dois métodos (BRASIL, 1981, 1999)),
para uma mesma matriz, variaram significativamente
(p <0,01). Essa variacéo entre métodos se deu para todas
as matrizes (camaréo, tilapia e pescada), demonstrando
que 0s métodos mencionados na legislacdo brasileira
resultam em valores de N-BVT significativamente distintos,
evidenciando-se a necessidade de estudos sobre a
performance das metodologias para distintas matrizes.
O teste de Dunnett indicou que o método BRASIL 1999
sempre quantificou valores de N-BVT significativamente
inferiores aos do método BRASIL 1981. Na Tabela 2 estéo
descritos os resultados obtidos no teste de recuperacéo
do nitrogénio utilizando-se as diferentes amostras
fortificadas com solugao a 1% de (NH,),SO, analisadas
pelas duas metodologias.

Antonacopoulos e Vyncke (1989), trabalhando
com diferentes espécies de peixe, descreveram que 0
método que usa o 6xido de magnésio (MgO) como agente
alcalinizante, como é o caso do método BRASIL 1981,

Tabela 1. Valores médios de N-BVT (mg N/ 100 g) determinados
nas amostras controle de pescada, tilapia e camardo
utilizando-se os métodos BRASIL 1981 e BRASIL 1999.

Espécie BRASIL 1981 BRASIL 1999
Pescada 18,34° + 0,9 11,352+ 0,5
Tilapia 15,197 + 1,09 9,56° + 1,19
Camarao 28,85% + 0,60 12,952+ 12

Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam igualdade
estatistica; média (n = 3) + desvio padrao.

194



http://bjft.ital.sp.gov.br

Estudo das metodologias de destilagao na quantificacdo do Nitrogénio das Bases Volateis Totais em pescada, tilapia e camarao
CICERO, L. H. et al.

Tabela 2. Nitrogénio total (NT), Nitrogénio recuperado (Nrec), ambos expressos em mg N/100 g de amostra e Porcentagem ou
Indice de Recuperagdo de N-BVT (R%), segundo calculo citado, em amostras fortificadas com (NH,),SO,, em trés espécies de

- BRASIL 1981
Espécie

NT (mg N/100 g) Nrec (mg N/100 g) R%
Pescada 29,71 11,36% + 1,54 107,2
Tilapia 24,84 9,65% £ 1,49 91,0
Camarao 38,86 10,01 + 1,03 94,4

pescado, utilizando os métodos de destilagdo BRASIL 1981 e BRASIL 1999.

BRASIL 1999

NT (mg N/100 g) Nrec (mg N/100 g)
22,53 11,18% £ 1,40 105,5
20,48 10,92% + 1,07 103,0
22,04 9,092+ 0,67 85,7

Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam igualdade estatistica; média (n = 3) + desvio padréo.

Tabela 3. Teor de N-BVT (mg N/100 g) em pescada utilizando-se
metodologia descrita em BRASIL 1999 - Tratamento A e
modificagdes nessa metodologia — Tratamentos B e C em trés
repeticées de ensaio.

Ensaio Tratamentos
A B (o
1 8,96% £ 0,49 8,25° + 0,38 7,62° + 0,84
2 8,96% £ 0,49 8,01 £ 0,29 7,75°+ 0,76
3 9,36% £ 0,59 8,75 + 1,2 6,9° + 0,76

Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam igualdade
estatistica; A = método original, B = 50 g de amostra + 150 mL de
TCA 5%, C = 10g de amostra + 50 mL de TCA 5%; n = 7; p < 0,01,
em trés ensaios.

propicia melhor recuperacéo que aquele que utiliza o
hidréxido de sodio (NaOH), fato que ocorreu no presente
estudo para as amostras de pescada e camaréo.

Apesar de os resultados aparentemente parecerem
diferentes, a anélise estatistica do teste de recuperacgéo
indicou que eles nédo variaram significativamente (p < 0,01)
entre os métodos para as diferentes matrizes de pescado
estudadas, indicando que ambas as metodologias podem
ser empregadas com a mesma eficiéncia.

3.2 Modificacdes na metodologia de
destilacdo — BRASIL 1999

A metodologia de destilacdo BRASIL 1999
foi selecionada para testar algumas modificacoes
empregando-se a amostra de peixe magro com carne
branca (pescada), visando a reducdo nas quantidades
de amostra e, especialmente, no volume de TCA utilizado
na extracao, sendo essa uma pratica mundialmente
comum em laboratérios de anélise de pescado. Assim,
fez-se um controle aqui denominado Tratamento A, no
qual utilizou-se a quantidade de amostra e reagente
originalmente descritos no método (100 gramas em
300 mL de TCA 5%), e esse foi comparado ao Tratamento
B, que utilizou metade do método original (50 gramas
em 150 mL de TCA 5%), e ao Tratamento C, que utilizou
uma proporcao diferente das demais (10 gramas em 50
mL de TCA 5%).

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados obtidos
nos ensaios com a metodologia de destilacao descrita em
BRASIL 1999 e com as modificacGes propostas.
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Os valores de N-BVT obtidos nos trés tratamentos,
nas trés repetigcdes de ensaio (ensaios 1, 2 e 3), variaram
significativamente entre si (p < 0,01), sendo que os valores
obtidos pelos tratamentos B e C apresentaram-se sempre
significativamente inferiores aos obtidos pelo método
A. Ademais os valores obtidos pelo método C foram
significativamente inferiores aos obtidos pelo método
B quando consideramos a soma das trés repeticdes de
ensaio (n = 21).

Os resultados indicam que a redugdo nas
quantidades de amostra e reagentes comumente
utilizados nas determinacdes de N-BVT pode interferir
significativamente nos resultados obtidos.

No entanto € importante buscar alternativas as
metodologias normalmente utilizadas no sentido de
se reduzir a utilizacdo de reagentes e a consequente
geracdo de residuos quimicos. Os resultados obtidos
indicam a necessidade de se aprofundar esse tipo de
estudo, viabilizando modificacées que n&do afetem o
resultado final da andlise, como aqui demonstrado.

H 4 Conclusao

Aavaliacao das duas metodologias de quantificacao
do N-BVT utilizando-se trés espécies de pescado
considerando o desempenho quanto a recuperacao
de nitrogénio adicionado evidenciou que n&o houve
diferenca quanto ao desempenho dos métodos BRASIL
1981 e BRASIL 1999 para as trés matrizes estudadas e
que ambas metodologias podem ser empregadas com a
mesma eficiéncia. Os resultados indicam que a reducéo
nas quantidades de amostra e reagentes utilizadas na
determinagéo de N-BVT no método BRASIL 1999 pode
interferir significativamente nos resultados.
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