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RESUMO

A pesca é uma importante atividade extrativista na Amazonia, sendo fonte
nutricional de renda e lazer de grande parte da populagéo. Sua constituicdo organica, assim
como de outras matrizes alimentares, sob determinadas condigdes de preparo sofre
alteracdes fisicas e quimicas.

Pesquisas indicam que reacgOes entre compostos nitrosantes (nitratos e nitritos) e
nitronisaveis (proteinas, aminoacidos entre outros) originem substancias secundarias, como
0S COmMpOstos nitrosos.

O objetivo deste trabalho foi quantificar a formagdo de nitratos e nitritos
(compostos nitrosantes), importantes precursores de compostos nitrosos, a partir da
degradacdo protéica miofibrilar por aplicacdo de calor através de assamento de amostras de
sardinha (Triportheus angulatus) durante 30 e 60 minutos com carvéo vegetal.

Para determinar a perda protéica, foi quantificado o MFI pela metodologia da
turbidez. Por apresentar uma capacidade de separacdo mais eficiente de proteinas e de
outros compostos, além de ser uma metodologia de simples execucdo, relativamente
répida, podendo ser aplicada em varias amostras, também foi utilizado SDS- PAGE
descontinua monodimensional para demonstrar perda protéica.

O zimograma das miofibrilas evidenciou degradagdo em estruturas com peso
molecular entre 10 e 20 KDa. A dosagem de proteinas mostrou diminuicdo da quantidade
de proteinas nas amostras assadas por 30 e 60 minutos de aproximadamente 12,5%, e a
determinacdo do MFI foi de 42,93. A média de nitritos nas amostras in natura, assadas 30
e 60 minutos foi de 0,0001% (m/m), 0,0063% (m/m) e 0,0030% (m/m) respectivamente. A
média de nitratos encontrados nas amostras in natura, assadas 30 e 60 foi de 0,0020%
(m/m), 0,00001% (m/m) e 0,00001%(m/m) respectivamente, ambos abaixo dos 0,02% de
nitrito e 0,1% de nitrato definidos como limite méximo pela legislagdo. A sua baixa
quantificagdo tanto in natura, quanto em assado por 30 e 60 minutos permite concluir a
existéncia de uma relagdo entre a degradacdo protéica evidenciada pela alteracdo do
zimograma miofibrilar, da quantificacdo do MFI e das proteinas totais.

Palavras chave: SDS-PAGE, nitrato, nitrito, peixe, miofibrila, MFI
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ABSTRACT

Fishing is an important extractive activity in the Amazon, and offering nutritional
source income, leisure and food base of a large proportion of its population. His organic
constitution, as well as other food matrices, under certain preparation conditions, such as
baking, suffers physical and chemical changes, which may give rise to secondary products.
The aim of this study was to analyze the formation of nitrates and nitrites (nitrosating
compounds), which are important precursors of nitrous compounds from protein
myofibrillar degradation caused by application of heat in samples of sardine (Triportheus
angulatus) for 30 to 60 minutes. Being a methodology quick, simple and show a sensitive
mechanism able to separate the components of the sample, we used the one-dimensional
discontinuous SDS-PAGE under the following conditions: 120 minutes, 100 V and 25 mA.
With the same samples were quantified the total proteins by the biuret method, determined
by the methodology of the MFI measured turbidity and nitrates and nitrites by
spectrophotometry. Research suggests that the reaction of nitrosating compounds (nitrates
and nitrites) and nitronisaveis (proteins, amino acids and others) originate secondary
substances, nitrous compounds. The zymogram revealed degradation of myofibrils in
structures with molecular weight between 10 and 20 KDa. Protein content showed a
decrease in the amount of protein in the samples roasted for 30 and 60 minutes from about
12.5%, and the determination of MFI was 42.93. The average nitrite in fresh samples,
baked 60 minutes and 30 was 0.0001% (m / m), 0.0063% (w / w) and 0.0030% (w / w)
respectively. The average nitrate found in fresh samples, baked 30 and 60 was 0.0020% (m
/ ' m), 0.00001% (m / m) and 0.00001% (m / m) respectively, both below 0.02% to 0.1%
nitrite and nitrate as an upper limit set by law. Their absence or insignificant formation
allows us to conclude that there is no relationship between protein degradation as
evidenced by the change of myofibrillar zymogram, the MFI and the decrease of total
proteins with a possible formation of secondary substances from nitrates and nitrites.

Keywords: SDS-PAGE, nitrate, nitrite, fish myofibril
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1. INTRODUCAO

A pesca € uma importante atividade extrativista de grande parte da populacéo
amazonica, gerando renda, lazer e base alimentar, juntamente com frutas, cacga e lavoura
de subsisténcia.

A Harvard School of Public Health, financiada pelo National Institute of
Health dos EUA, desenvolveu um estudo aprofundado sobre o consumo de peixe por
adultos e criancas e demonstrou que os beneficios de comer uma quantidade modesta de
peixe, aproximadamente 340 g por semana, corresponde a uma redugdo de 36% no risco
de morte por doencas coronarias (COSTA, 2009).

De acordo com critérios econémicos, geograficos e o grau de
profissionalizacdo dos individuos nela envolvidos, a pesca pode ser classificada em
comercial desenvolvida por pescadores profissionais, industrial (70% da producdo total
pesqueira no Amazonas) e ornamentagdo desenvolvida por pescadores artesanais
(CARDOSO, 2004; SANTOS, 2005a).

Ainda segundo Santos (2005), outro tipo de pesca € a de subsisténcia
desenvolvida por ribeirinhos caracterizada pelo volume condicionado para seu proprio
consumo e/ou para ocasional comercializagdo, com pouca qualidade devido a
deficiéncias no transporte e conservagéo.

Para uma parcela importante da populacdo da regido Norte do Brasil, o pescado
é a principal fonte de proteinas (BELITZ, 1997) apresentando elevado valor bioldgico
pela disponibilidade de varios nutrientes como aminoacidos onde se destacam a lisina e
leucina além de compostos nitrogenados nao-protéicos (9 a 18%) e por sua facil

digestibilidade (PEREDA, 2005).
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Fatores ambientais como a abundancia em quantidade e variedade de peixes,
culturais como auséncia de uma cultura agricola efetiva, e segundo Forsberg (2004),
diminuicdo da producdo pesqueira em outras regides, fazem do Norte uma das maiores
produtoras e consumidoras do Brasil.

Santos (2006), reporta que a producdo anual pesqueira nas aguas interiores da
Amazonia brasileira em torno de 200.000 toneladas. O quantitativo do Estado do
Amazonas estd em oitavo lugar no Brasil, mas primeiro em pesca continental
(FORSBERG, 2004). Manaus situa-se como um dos maiores centros consumidores do
Norte do pais com um desembarque que varia entre 22.000 e 35.000 toneladas anuais.

Teoricamente, segundo a média deste desembarque (28.500 toneladas ao ano) e
0 censo do IBGE realizado em 2007 (BRASIL, 2007), que indica 1.600.000 habitantes
na cidade de Manaus, o consumo per capita anual estimado é de aproximadamente 18
quilos de pescado.

Os peixes com maior participagdo nas feiras de Manaus sdo o tambaqui
(Colossoma macropomum) e os jaraquis (Semaprochilodus insignis e Semaprochilodus
taeniurus) correspondendo juntos a 47% do comercializado. Essas duas espécies,
juntamente com curimatd (Prochilodus nigricans), matrinxd (Brycon amazonicus) e
tucunaré (Cichla monoculus; Cichla orinocensis; Cichla temensis) perfazem cerca de
75%. Somando-se os pacus (Metynnis lippincottianus, Myleus rubripinnis, Myleus
schomburgki, Myleus torquatus, Mylossoma aureum, Mylossoma duriventre), as
sardinhas (Triportheus elongatus, Triportheus angulatus), as pescadas (Plagioscion
auratus, Plagioscion squamosissimus), a pirapitinga (Piaractus brachypomus) e o
caparari (Pseudoplatystoma tigrinum).

A soma total destas espécies perfaz uma comercializagdo no mercado

consumidor de Manaus em torno de 90% (SANTOS, 2006).
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Pesquisas estimam em trés mil o nimero de espécies em toda a regido
amazonica, embora dezenas de espécies novas sejam descritas a cada ano e outras tantas
sejam colocadas em sinonimia. De maneira suméria as categorias taxondmicas sao:
Characiformes (peixes de escama); siluriformes conhecidos também como bagres ou
peixes-lisos e perciformes, peixes sedentarios, tipicos de lagos e caracterizados por

espinhos nas nadadeiras (SANTOS, 2005a).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Descrigdo da espécie em estudo

A sardinha, Triportheus angulatus (SPIX & AGASSIZ, 1829) é denominada
também de sardinha papuda, sapamama no Peru e sardina na Bolivia e Colémbia
(SANTOS, 2006a).

A crescente pressdo da pesca sobre determinados grupos de espécies, 0S
chamados “nobres” tem provocado a redugdo nos seus estoques. Devido a isto, 0
interesse comercial sobre espécies de menor porte e valor comercial tem aumentado
substancialmente em diversas partes da Amazonia, refletindo a procura de novas
alternativas de pescado (DORIA, 2008).

Ainda segundo Doria (2008), ao longo da década de 90 as sardinhas
(Triportheus albus, Triportheus angulatus, e Triportheus auritus) representavam 2,5%
do desembarque total dos principais portos fluviais desde Iquitos no Peru, até Belém no
estado brasileiro do Para. Apenas em Manaus, entre 1994 e 1996, estiveram entre as seis
espécies mais comercializadas, totalizando mais de 4% de toda a producdo consumida
no municipio.

Fenotipicamente é caracterizada pelo pequeno porte (até 20 cm), corpo curto e
alto com grande expansdo quilhada em forma de “papo” na regido peitoral, nadadeira
caudal com raios centrais escuros e prolongados em forma de filamento, cujo tamanho
corresponde aproximadamente a 1/3 da nadadeira; coloracdo cinza-metalico, mais
escura no dorso ocasionalmente aparecendo pontos de pigmentos sobre as fileiras de

escamas ao longo dos flancos, formando listras curvas incipientes (SANTOS, 2006).
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Possui habito onivoro, consumindo basicamente frutos, algas, sementes, insetos
e outros invertebrados. Forma cardumes e empreende migragdes para fins reprodutivos
geralmente entre setembro e outubro, principalmente no rio Madeira, sendo tréfica na
seca e reprodutiva na enchente, desovando em aguas brancas e vivendo comumente em

areas de varzea (SANTOS, 2006; DORIA, 2008).

SANTOS 20NA

Figura 1. Sardinha Triportheus angulatus (SPIX & AGASSIZ, 1829).

2.2 Estrutura muscular

A musculatura é composta por centenas de diferentes tipos de proteinas. As
miofibras, as mais abundantes, sdo compostas por filamentos grossos (miosina, C-
proteina, H-proteina), filamentos finos (actina, troponina, tropomodulina, nebulina e
tropomiosina), filamentos intermediarios (desmina, paranemina, sinemina) entre outros
(ROBSON, 1997).  Os filamentos grossos e finos formam respectivamente as bandas
escuras e claras alternadas, apresentando padrdes caracteristicos de cruzamento de
miosina e actina (bandas A - escura e | - clara) (Figura 2) alinhadas ao longo do
comprimento, dando uma aparéncia estriada na microscopia 6tica com uma faixa central

mais escura, a linha Z (GUIMARAES, 1995).
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Essa organizagdo é mantida por diversas proteinas, como a desmina, que liga as
miofibrilas umas as outras (MICHELE, 2003) e a tropomiosina (figura 3), uma proteina
fibrosa que une os filamentos de actina apresentando-se como um complexo de trés
polipeptideos: a troponina C (unindo-se com o célcio), troponina | (inibitdrio) e a

troponina T (unindo-se com a tropomiosina) (CARROL, 1999).

Figura 2. Micrografia eletronica de uma fibra muscular estriada. As
miofibrilas se estendem diagonalmente do canto superior esquerdo ao
inferior direito (Guimaraes, 1995).

ER.elaxamento Complexo de troponina

Tropomiosina

Contracio Complexo de troponina
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As miofibrilas (figura 4) representam mais da metade das proteinas existentes
na musculatura de peixes (60 a 80%) sendo distribuidas entre miosina, actina, troponina,
tropomiosina, proteinas sarcoplasmaticas (20 a 25%) com importante hidrossolubilidade
e atividade enzimatica e proteinas estomaticas (2 a 4%) (PEREDA, 2005; CHEFTEL,
1989). Embora ndo sejam significativas, as caracteristicas fisico-quimicas dos musculos
(quadro 1) variam conforme a idade, alimentagdo, sexo e raga do animal (BRASIL,

1999).

Miozsina Artina

g 5 =, -, coe N AR R G e o R
Figuras 4 e 5. Fotografias eletronicas. A esquerda, corte transversal de uma miofibrila. No
detalhe, o arranjo hexagonal dos filamentos finos e grossos. A direita, pontes de ligagio
entre miosina e actina (Adaptado de Guimardes, 1995).

Nos tecidos conectivos, o contetdo de proteinas representa entre 3 a 10% do
total presente. Nos peixes, ndo ha sistema tendinoso responsavel pela conexdo dos
musculos ao esqueleto. A musculatura esquelética é envelopada, ancorada diretamente
ao esqueleto e a pele, caracterizando-se pela organizacdo das proteinas contrateis em
unidades repetidas organizadas em série chamadas de sarcémeros. Sua matriz
extracelular ou o tecido conectivo sdo funcionalmente e estruturalmente complexos,

sendo o colageno o principal constituinte (LADRAT-DELBARRE, 2006).
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Quadro 1

Caracteristicas fisico-quimicas de masculos de peixes (adaptado de CHEFTEL, 1989).

ltem

Caracteristicas

Tecido conjuntivo

No pescado é menor. As proteinas do estroma representam 3 a
10% das proteinas totais.

Temperatura de
gelatinizacéo

O colageno do pescado é 10°C inferior em relacdo a carne
vermelha.

Fibra muscular

No pescado é curta e organizadas em Iaminas (miétomo).

Miosina

E dificil de separar da actina. E mais sensivel a desnaturag&o
térmica e a protedlise.

Rigidez cadaveérica

Aproximadamente 5 horas a 0°C

Maturagéo

Aproximadamente 30 horas a 0°C

pH post morten

De7a65-6,2

Constituicdo

Entre 50 e 80% de agua

Entre 15 a 22% de proteinas

Entre 1 a 15% de lipidios

Aproximadamente 1% de sais minerais

2.3 Consumo do pescado por assamento

O assamento, assim como a fritura e cozimento, tem como objetivos principais

alterar as propriedades sensoriais dos alimentos, melhorando a palatabilidade e

aumentando a gama de sabores, aromas e texturas, constituindo-se as principais formas

de preparo para o consumo de pescado.
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Fisicamente, assar envolve ao mesmo tempo a transferéncia de massa através
da saida de umidade e pela entrada de calor na amostra, em grande parte na forma de
conducéo e por vezes conveccao.

O tamanho dos alimentos e a baixa condutividade térmica dos alimentos
causam variagao nas taxas de transferéncia de calor. Quando colocado sob uma fonte de
calor, a baixa umidade do ar gera um gradiente de pressdo de vapor, evaporando a
umidade na superficie do alimento, criando um movimento da umidade do interior para
a superficie, mesmo com formacdo de uma crosta aparentemente seca (FELLOWS,
2006).

Ainda segundo Fellows (2006), a gordura derretida se dispersa como 6leo pelo
alimento ou escorre para fora; o colageno é solubilizado sob a superficie gelatinando-se;
as proteinas decompdem-se e coagulam através da pirolise parcial perdendo sua
capacidade de retencdo de &gua; as enzimas também sdo desnaturadas. Quando ndo em
excesso, o endurecimento da superficie passa a reter a umidade e gordura, protegendo
0s nutrientes e o sabor. Influenciam estas alteragdes também a espécie, temperatura

aplicada e duragdo do aguecimento.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar a formagéo de nitratos e nitritos e a degradacdo miofibrilar em

sardinha (Triportheus angulatus) decorrente do assamento com carvéo vegetal.

3.2 Especificos

Quantificar nitrato e nitrito (compostos nitrosantes), importantes precursores de
compostos nitrosos da sardinha (Triportheus angulatus) in natura e apds o
processamento térmico por assamento com carvao vegetal.

Caracterizar e comparar o perfil miofibrilar por SDS-PAGE da sardinha
(Triportheus angulatus) in natura e apds o processamento térmico por assamento com
carvdo vegetal.

Quantificar o indice de fragmentagdo miofibrilar da sardinha (Triportheus
angulatus) in natura e apds seu processamento térmico por assamento com carvao

vegetal.
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CAPITULO 1

Quantificacdo espectrofotométrica de nitratos e nitritos em sardinha (Triportheus

angulatus) in natura e assada com carvéo vegetal

RESUMO

Os nitratos e nitritos em alimentos possuem duas possiveis origens: ocorréncia
intencional e ndo intencional. Quando intencionalmente adicionados seus objetivos séo
a acdo antibacteriana dose-dependente, fixacdo e/ou intensificagdo de coloragdo
avermelhada e conferir sabor *“curado”. A ocorréncia ndo intencional condiciona-se a
sua pre-existéncia no ambiente, existéncia de fatores que favorecam sua formagdo no
organismo ou ainda decorrente de acdo quimica ou fisica. Resultados de estudos
epidemioldgicos para estabelecer a relagdo entre a ingestdo e a presenca de nitrato e
nitrito no organismo, sintomas clinicos e patologias envolvidas sdo conflitantes e
contraditorios. Este estudo torna-se relevante pelo fato de nitratos e nitritos serem
importantes precursores de compostos nitrogenados, como as nitrosaminas. Neste
trabalho foram analisadas 20 amostras de sardinha (Triportheus angulatus) in natura e
assadas com carvdo vegetal 30 e 60 minutos com temperatura controlada. A
quantificacdo ocorreu pela formacdo de cor através da reacdo de diazotacéo, posterior
acoplamento do sal de diazdnio formado com NED e leitura espectrométrica. Foi
constatado que h& presencga nas amostras in natura e formacéo nas amostras assadas.

A quantidade de nitratos e nitritos verificada situou-se abaixo do disposto pela
legislacdo brasileira, apesar de ndo especifica para pescados (méximo de 0,1% para
nitratos e 0,02% para nitritos em produtos carneos). A média de nitritos encontrados nas
amostras in natura, assadas 30 e 60 minutos foi de 0,0001% (m/m), 0,0063% (m/m) e
0,0030% (m/m) respectivamente. A média de nitratos encontrados nas amostras in
natura, assadas 30 e 60 minutos foi de 0,0020% (m/m), 0,00001% (m/m) e 0,00001%
(m/m) respectivamente.

Foi demonstrado que a amostra in natura e o método de preparo por assamento
confere seguranca para o seu consumo em relagdo a presenca de nitratos e nitritos.

Palavras-chave: Nitrato, nitrito, espectrofotometria, sardinha, Triportheus angulatus.
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ABSTRACT

Quantification nitrates espectrofotometric and nitrites in sardine (Triportheus
angulatus) in natura and roasted with vegetable coal 30

The nitrates and nitrites in foods have two possible origins: intentional and
unintentional occurrence. When your goals are intentionally added to antibacterial dose-
dependent, fixing and /or intensification of reddish color and flavor to it cured. The
occurrence no intentional of your pre existence is conditioned in the atmosphere,
existence of factors that favor your formation in the organism or still due to action
chemical or physical. Results of epidemiological studies to establish the relationship
between intake and the presence of nitrate and nitrite in the body, clinical symptoms and
pathologies involved are conflicting and contradictory. This study is relevant because
they nitrates and nitrites are important precursors of nitrogen compounds such as
nitrosamines. This study analyzed 20 samples of sardine (Triportheus angulatus) and
baked with fresh charcoal 30 and 60 minutes with temperature controlled.
Quantification occurred by the color formation by reaction of diazotization, coupling
further diazonium salt formed with NED and spectrometric reading. It was noted that
there is presence in the fresh samples and samples baked in training. The amount of
nitrates and nitrites found was below the requirements under Brazilian law, although not
specific to fish (up 0.1% for nitrate and 0.02% for nitrite in meat products). The average
nitrite found in fresh samples, baked 60 minutes and 30 was 0.0001% (m / m), 0.0063%
(w / w) and 0.0030% (w / w) respectively. The average nitrate found in fresh samples,
baked 60 minutes and 30 was 0.0020% (m / m), 0.00001% (m / m) and 0.00001% (m /
m) respectively. The methods of preparation of the samples, therefore, afford security
for their consumption in relation to the presence of nitrates and nitrites in fresh fish and
roasts.

Keywords: nitrate, nitrite, spectrophotometry, sardines, Triportheus angulatus.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Nitratos e nitritos em alimentos

Os nitratos e nitritos em alimentos tém duas origens: intencionalmente
adicionados ou ocorréncia/formacdo ndo intencional. Quando intencionalmente
adicionados, visam trés importantes papéis nos alimentos. Primeiro, exercem agdo
antibacteriana dose-dependente especialmente em produtos cérneos ndo estereis
(BELITZ, 1997), inibindo principalmente o Clostridium botulinum (SHIBAMOTO,
1996) e microrganismos formadores de esporos como Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Clostridium perfringens, entre outros, aléem de impedir a oxidacdo lipidica
(rancidez) e conseqlientemente a putrefacdo dos alimentos e distlrbios de saude
relacionados & sua ingestdo (NAS, 1981).

Segundo, fixa e/ou intensifica a coloracdo avermelhada nos produtos carneos
devido aos pigmentos nitrosilmioglobina e nitrosilhemoglobina os quais sdo formados
pela reducédo do nitrito a oxido nitrico o qual se combina com a metamioglobina
originando a nitrosometamioglobina, que pode reduzir-se a nitrosomioglobina
(SHIBAMOTO, 1996; REYES, 2009b; ROCA, 2000).

O terceiro papel dos nitritos é fornecer o que pode ser descrito como um sabor
“curado”, perceptivel, por exemplo, no bacon, em quantidade que gira em torno de
50mg. kg™ (BELITZ, 1997).

Mesmo sendo menos usado que o nitrito, o nitrato € a sua principal fonte,
responsavel por seu surgimento e na manutengdo de niveis eficazes para a conservacéo

dos alimentos (NAS, 1981). Entretanto, em quantidades excessivas tendem a formar
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compostos N-nitrosos, comprovadamente nocivos. Neste contexto, tanto 0s nitratos
como nitritos tornam-se fatores antinutricionais (WALKER, 1990; FENNEMA, 1993).

O comité FAO/WHO de peritos em aditivos alimentares em sua 59 reunido
define uma ingestdo diéria segura de aditivos para nitrito na forma de ion limitada entre
0 e 0,07 mg.kg™ de peso corpéreo e na sua 44* reunido entre 0 a 3,7 mg.kg™ de nitrato
na forma de ion (ANDRADE, 2004).

Considerando-se uma dieta normal, a quantidade de nitrato ingerido situa-se
em torno de 100 mg ao dia, sendo que 0s principais representantes, principalmente pelo
uso de fertilizantes, séo as hortalicas (até 200 mg ao dia) e raizes podendo representar
entre 72 e 94% além de cereais e carnes curadas (que podem representar 90% do
consumo diario) (SHIBAMOTO, 1996; BENINI, 2002). Portanto, os vegetarianos
consomem maior quantidade de nitrato em relacéo a outras dietas.

Apesar disso, 0s vegetarianos ttm 20 a 40% menos incidéncia de cancer
gastrico do que os ndo vegetarianos porque além de nitratos e nitritos, 0s vegetais
possuem importante concentragdo de inibidores, como a vitamina C e vitamina E
(FAQUIN, 2004).

Fatores ambientais também influenciam de forma decisiva o conteudo de
nitrato e nitrito oriundo de animais e vegetais. Em plantas, a espécie, variedade, parte da
planta, estagio de maturacdo, estiagem, temperatura ambiente, horario de coleta,
luminosidade (FANQUIN, 2004), deficiéncia ou ndo de nutrientes além do uso de
fertilizantes s&o importantes fatores que obrigatoriamente devem ser observados
(REYES, 2009b).

A quantidade de nitratos e nitritos em animais pode ser influenciada pela sua
presenca no meio ambiente, porém, em animais aquaticos parece ndo ser um sério

problema j& que possui um importante papel sobre a osmorregulacdo e transporte do
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oxigénio (GRAEFF, 2006). Nos peixes a principal entrada no organismo é via branquial
(DURBOROW, 1997).

Niveis de nitratos e nitritos em amostras de leite in natura, produzido por vacas
submetidas aos sistemas de manejo convencional e organico e ndo mostraram diferencas
significativas nas amostras em funcdo do sistema de producao avaliado, época de coleta,
turno de ordenha ou local de origem (SANTOS, 2005b).

Devido aos pros e contras, sdo grandes as discussdes a respeito do uso e da
presenca de nitratos e nitritos nos alimentos. Os efeitos benéficos, como a inibicdo do
crescimento de bactérias, principalmente as patogénicas nos alimentos e o
aprimoramento de suas caracteristicas organolépticas sdo argumentos a favor do seu
uso.

Nenhuma outra substdncia possui capacidade igual ou superior no
desenvolvimento de cor e agédo antimicrobiana (ROCA, 2000).

Além disso, ha evidéncias de que o nitrato dietético apresenta destacado papel
benéfico, protegendo a area gastrintestinal contra microrganismos patogenos. Estudos
mostram que a adi¢do de nitrito ao &cido estomacal inibe microrganismos como
Salmonella, Escherichia coli e Helicobacter pylori (LUZ, 2008).

Em alimentos com excesso de nitratos e nitritos, varios meios podem ser
utilizados na reducéo ou eliminagdo: combinar os produtos da mistura imediatamente
antes do seu uso (SHIBAMOTO, 1996) e aumentar o tempo da cura com nitrito de
sodio (REYES, 2009b), utilizar métodos de cozimento como o branqueamento (NAS,
1981), uso direto de &gua quente onde o ion nitrato se difunde devido a sua
hidrossolubilidade (INCA, 2009; WHO, 1978; ANDRADE, 2004) e acidificacdo de

carne na sua conservacdo (FAQUIN, 2004) séo os mais usuais.
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A adigdo de inibidores que evitem a formacdo de compostos N-nitrosos como
acido ascorbico, alfa tocoferol, eritorbato de sddio ou 0 uso de processos combinados
também sédo indicados (BARUFFALDI, 1998; WHO, 1978).

E importante citar que em alimentos com adigdo intencional, a retirada ou
neutralizacdo total dos nitratos e/ou nitritos ndo é indicada, j& que a sua auséncia pode
se tornar um risco de saude publica devido a possibilidade de intoxicagdes alimentares

ocasionadas por microrganismos (BELITZ, 1997).

1.2. Distribuicdo dos nitratos e nitritos no meio ambiente

No meio ambiente os ions nitrato e nitrito fazem parte do ciclo do nitrogénio.
A partir do inicio do século XX, quando os compostos nitrogenados, que na sua grande
maioria tendem converterem-se a nitrato (ANDRADE, 2004) comegaram a Ser
extensivamente utilizados como fertilizantes na agricultura (25 a 85% do total sob
forma de nitrato de potéssio e nitrato de aménio) (EPA, 1980). Por consequiéncia, sua
presenca aumentou drasticamente em &guas superficiais e solos, chegando a exceder em
10% a desnitrificacdo (WHO, 1978). Nem mesmo a fotossensibilidade a radiacdo gama
diminui sua presenca (NAS, 1981).

Aguas residuarias, subprodutos industriais, decomposicdo animal e vegetal,
além da agropecuéria também contribuem de forma intensa. Em pocos superficiais a
quantidade de nitratos pode alcancar 50 mg.L™. Normalmente aguas de superficie nio
apresentam quantidades elevadas de nitratos e nitritos (BRANCO, 1977). Agua para

consumo humano é a menor fonte de nitratos, mas normalmente é a maior contribuinte



29

(WHO, 1978). No Brasil, o limite para nitratos e nitritos em aguas para consumo
humano é de 10 mg.L e 1 mg.L™" (BRASIL, 2011).

A decomposi¢do no meio ambiente de aminoacidos e proteinas de tecidos
animais ou vegetais origina entre outras substancias, as aminas, nitratos e nitritos. Este
mesmo nitrato auxilia nas condicdes de estabilizagdo aerdbia de matéria orgéanica
nitrogenada. A absorcdo destes nitratos e nitritos atraves da dgua utilizada varia de
espécie para espécie (SAMPAIO, 2006; ANDRADE, 2004).

Alimentos armazenados em temperatura ambiente elevada (acima de 25 °C)
facilitam a reducgdo de nitratos a nitritos. Esta reacdo pode ter a velocidade duplicada a
cada aumento de 10°C (MANTOVANI, 2005; DUTRA, 2007).

Fermentacdo e contaminagdo por microrganismos como o0s fungos,
particularmente o Fusarium moniliforme também séo decisivos no surgimento de
compostos (MATSUI, 1944).

Os nitritos frequentemente sdo encontrados somente em niveis de tracos em
cereais, vegetais fermentados ou em conservas e carnes, especialmente as curadas
(KLUBES, 1971) e peixe defumado e salgado (GLORIA, 2007). O cloreto de sodio,
muito utilizado como meio de conservagao do pescado e outras carnes como a de gado e
caca, atua principalmente em nivel gastrico como fator lesionador (REYES, 2009c),

facilitando a agéo toxica de compostos N-nitrosos.

1.3 Aspectos toxicologicos de nitratos e nitritos

Estudos epidemioldgicos para estabelecer a relacdo entre a dose ingerida de

nitrato e/ou nitrito, sintomas clinicos e patologias envolvidas sdo conflitantes e
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contraditorios (LEVALLOIS, 2000; ANDRADE, 2004), j4 que fatores se sobrepdem
uns aos outros, inclusive pela presenga de catalisadores e/ou inibidores (BELITZ, 1997;
TRICKER, 1991).

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), nitratos
e nitritos podem ser classificados no grupo 2A como provavelmente carcinogénicos
para muitos animais e alguma similaridade no organismo humano e de alguns roedores
ou no grupo 2B com evidéncia carcinogénica comprovada em algumas espécies
animais, independente do 6rgdo-alvo. Em humanos, somente a N-nitrosonornicoticona
(tabaco especifica) tem sua agdo cancerigena comprovada (DUTRA, 2007; WHO,

1978).

Oxidagao de bases e
ruptura de cadeias

Acumulacdo de
lesdes

Desaminacdo de
bases

- Metilacéo de bases
\ Compostos N-

nitrosos

Figura 6. Mecanismos toxicos mediados por compostos N-nitrosos (adaptado
de ARCE, 2004).

A primeira observacdo do efeito toxico devido & ingestdo de uma quantidade
excessiva de nitrato em alimentos foi realizada em 1895 por Mayo, que descreveu trés
episddios de intoxicagdo fatal em gado. Constatou-se a presencga de nitrato de potassio
no gado em grande quantidade apds o consumo de ra¢do a base de milho proveniente da

adubacdo do solo onde o milho cresceu (REYES, 2009a).
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Em humanos, os primeiros estudos de exposi¢do de nitratos ocorreram em
1945 por Comly e mais tarde por Robertson & Riddell em 1949, onde niveis de
metahemoglobinemia associadas a sinais de toxicidade por nitrato foram observados em
criangas que consumiram agua com alta concentracdo de nitratos (FEWTRELL, 2004).

No organismo, o nitrato e nitrito participam de um intercambio dindmico - o
ciclo de nitrogénio humano - que envolve a ingestdo, sintese endogena e excregao.
Quando ingeridos, os nitratos sdo rapidamente absorvidos no trato gastrointestinal
superior e eliminados na urina dentro de cinco horas (REIS, 2006) ou metabolizados
pela microflora dos tratos gastrointestinal e urinario e reduzidos a nitrito dentro de
condigdes especificas de pH e temperatura. Este mesmo nitrito pode ser oxidado a
nitrato e recomecar o ciclo (AGUDO, 2002).

Em estudos epidemioldgicos, a diferenciacdo da producdo enddgena da que
ocorre a partir da ingestdo é importante para a determinagdo de fatores que possam
contribuir para o aumento do risco de doencas que ndo estejam relacionados a dieta
(ROCA, 2000).

A ingestdo frequente de nitratos aumenta consideravelmente as chances da
formacédo de compostos N-nitrosos através da reducgdo a nitritos, ao contrario de grandes
e exparsadas doses unicas (MANTOVANI, 2005; WHO, 1978). A consideracdo desse
fato é importante, pois as disparidades dos resultados encontrados nestas associacdes
podem ser explicadas, pelo menos em parte, pela dificuldade de controle das
concentragdes enddgenas derivadas de quantidades ingeridas e fontes diferentes da dieta
(BRITTO, 1997).

O nitrito ingerido € absorvido no intestino delgado, circula através do sangue e
é excretado através da urina (65 a 70%) ou das fezes (3 a 10%). Cerca de 25% do nitrato

exogeno é captado ativamente pelos ductos salivares atraves da circulagdo. Na cavidade
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oral, mais de 20% do nitrato captado é convertido em nitrito por bactérias redutoras
(SAMPAIO, 2006). Dependendo da dieta, a saliva pode contribuir como fonte de nitrito
com valores entre 1 e 6 mg.L'l ao dia (REYES, 2009b; CORREA, 1975; EPA, 1980).

A toxicidade de nitratos e nitritos esta relacionada também a outros varios
fatores, entre os quais estilo de vida, exposicdo ambiental, idade, grau de nutri¢cdo e
estado de salde, dieta e & quantidade e freqiiéncia ingerida de matrizes alimentares que
possuem estes compostos. Geralmente, compostos N-nitrosos podem ter acdo nociva
direta, ndo necessitando de ativacdo enzimatica ou intermediarios eletrofilicos como as
nitrosamidas, ao contrario das nitrosaminas (REYES, 2009c).

Quadros de salde caracterizados pela baixa acidez estomacal e subnutricéo,
ambos os casos, comuns em criangas (REYES, 2009c; ANDRADE, 2004), permitem o
aumento de microrganismos que produzem enzimas (nitroredutases) capazes de reduzir
nitratos a nitritos (WHO, 1978).

Na metahemoglobina ou doenga do “sangue azul”, o nitrato, especialmente
ingerido a partir dos alimentos, é reduzido a nitrito (NO™) no trato digestivo e em
seguida a Oxido nitroso, que ao chegar & corrente sangiinea oxida o ferro
hemoglobinico (Fe*? — Fe*?), tornando a hemoglobina incapaz de transportar oxigénio
para efetuar a respiragdo celular (FAQUIN, 2004; REIS, 2006).

Segundo Reyes (2009), estudos realizados em roedores indicaram que a
ingestdo de 300 a 330 mg de nitrato de sodio por kg de peso corpéreo resultou em morte
apds 30 minutos, somatizada anteriormente por metehemoglobina em 75 a 90% das

hem@cias, falta de coordenagdo motora, prostragdo e coma.
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1.4 Origem de compostos N-nitrosos a partir de nitrato e nitrito

A constituicdo organica das matrizes alimentares sob acdo de processos
quimicos ou fisicos sofre alteragbes, modificando propriedades organolépticas,
constitucionais (perda de agua e vitaminas) e estruturais.

Vérios tipos de estruturas presentes em alimentos (especialmente ricos em
proteinas como carnes), cosméticos, fumos (REYES, 2009b) contendo nitrogénio
(aminas, uréias, aminoécidos) podem ser nitrosados e formar compostos N-nitrosos, a
partir de reagbes com substancias nitrosantes (derivados de sais de nitrato e nitrito ou
Oxido nitrico) em condigGes especificas de pH, temperatura e condicionadas a presenga
de substancias inibidoras (vitaminas C) ou catalisadoras (tiocianato, formaldeido). S&o
exemplos dentre as dezenas de compostos N-nitrosos, as nitrosaminas, nitrosamidas e
nitrosouréias (GLORIA, 2007).

Compostos N-nitrosos séo formados a partir da reacdo quimica especifica entre
aminas secundarias, terciarias ou quartenarias e nitritos na forma idnica (isolado néo
possui acdo toxica) em condicOes &cidas especificas, ou ainda, aminas aromaticas em
pH neutro (DUTRA, 2007).

A partir das aminas secundérias e nitritos, microrganismos também podem dar
origem a compostos nitrosos. Pela sua grande capacidade de reacéo e influenciadas por
variacbes de temperatura, presenca de oxigénio e reacOes paralelas entre Oxidos
(especialmente nitroso), nitratos e nitritos formam uma grande gama de formas
quimicas (KLUBES, 1971).

Estas formas em sua grande maioria ndo bioacumulativas e instaveis, porém
toxicologicamente dose-dependente, necessitam de tempo de exposi¢do, ativacdo

metabolica para exercerem acdo mutagénica e carcinogénica (DUTRA, 2007).
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O processamento térmico de alimentos protéicos a altas temperaturas fazem
com que 0s aminodcidos, creatinina (comum nos tecidos musculares), glucose e

dipeptideos originem aminas, especialmente as heterociclicas (SILVEIRA, 2001).

1.5 Legislagdo para nitratos e nitritos

A tolerancia do limite para nitrato como aditivo alimentar depende do produto
e da legislagdo vigente em cada pais.

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos desde 1925 iniciou a
regulamentacédo da utilizagéo de sais de nitrato e nitrito no processo de cura de carnes.

De acordo com o Regulamento da Inspecédo Industrial e Sanitéaria de Produtos
de Origem Animal (R.I1.1.S.P.0.A.) do Ministério da Agricultura (BRASIL, 1952), o
artigo 372 e 365 dispdem: “O emprego dos nitratos e nitritos, de soédio ou de potéssio,
ou qualquer combinacéo entre eles, s6 pode ser feito em quantidades tais que, no
produto para 0 consumo, o teor em nitrito n&o ultrapasse a 200 ppm (0,02%) e 0,1% de
nitrato” respectivamente.

Ainda no R.L1.S.P.O.A, o artigo 373 dispde: “Os nitritos de sédio ou de
potdssio s podem ser empregados, isoladamente ou em combinacdo, nas seguintes
propor¢Bes maximas: entre 1 e 240 g para cada 100 litros de salmoura (0,24%) ; entre 2
e 60 g para cada 100 kg de carne na cura a seco de mistura com o sal (0,06%) e entre 3 e
15 g para cada 100 kg de carne picada ou triturada de mistura com o sal (0,015% no

método direto)”.
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A portaria n°1004 de 11.12.1998 do Ministério da Salde estabelece para
produtos carneos limites entre 0,015 g.100g de nitrito e 0,03 ¢.100g de nitrato no
produto final (BRASIL, 1999b). Néo existe legislagdo especifica para carne de peixe.

Em 4guas para consumo humano, a quantidade permitida é de 10 mg.L™ para
nitratos e 3 mg.L™" segundo a Portaria 2814 de 11.12.2011 do ministério da satde
(BRASIL, 2011).

Na Alemanha e Africa do Sul a concentragdo méaxima de nitratos em aguas de
consumo humano é limitado em 4,4 e 5,6 mg.L . Na Itélia, o limite para nitratos é de
45 mg.L?, visto que ha indicios de problemas de saude a partir destes niveis

(ANDRADE, 2004).

1.6 Quantificagdo de nitratos e nitritos

Muitas metodologias analiticas tem sido propostas para determinacéo de ions
nitrato e nitrito, entre as quais a associacdo de procedimentos cromatogréficos,
espectrofotométricos e potenciométricos. Os métodos espectrofotométricos sao
freqlientemente empregados, pelos baixos limites de deteccdo, pela rapidez,
simplicidade e versatilidade de reagentes cromogénicos.

Os métodos analiticos consistem em uma seqiiéncia iniciada com o isolamento
dos analitos de outros compostos da amostra seguida de sua concentragdo através de
extracdo liquido-liquido ou fase-solida (REYES, 2009 b).

O isolamento do nitrato e nitrito da matriz tem sido freqlientemente realizada
em meio aquoso devido & maioria dos sais de nitrato e nitrito serem solUveis em &gua.

Dependendo da matriz, apds a obtencdo do extrato hd necessidade de realizar um
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processo de clarificacdo, que é fundamental, uma vez que para alguns métodos
analiticos, como a espectrometria, sdo necessarios extratos limpidos (ANDRADE,
2004).

Dentre os procedimentos mais conhecidos destaca-se o de Griess, desenvolvido
em 1879 que se apresenta como uma técnica simples. A principal desvantagem deste
meétodo é a necessidade do emprego de coluna de cadmio envelopado em cobre e de
uma solucdo de cloreto de cAdmio. A coluna de reducdo precisa ser regenerada apos a
passagem de algumas amostras e desta regeneracdo resultam cadmio e cobre, residuos
toxicos que precisam ser devidamente descartados (BASTOS, 2006).

A andlise baseia-se na reducdo do nitrato a nitrito em meio alcalino pela
passagem do extrato em coluna esponjosa contendo cloreto de cadmio para extracdo dos
fons, com posterior quantificacdo do nitrogénio na forma de nitrito (N-NOy) por
colorimetria ap6s reacdo com sulfanilamida e etilenodiamina. Outra técnica, citada por
Ulrich (1948) e modificado por Moraes e Cantarella (2003), promove a redugéo do
nitrato a nitrito com uma mistura contendo zinco em pé (MANTOVANI, 2005).

Mantovani (2005) cita que a comparagdo entre as metodologias que utilizam
como processo de reducdo do nitrato a nitrito por coluna redutora, destilagdo e mistura
com zinco os resultados apresentaram-se muito proximos e compativeis.

O método espectrofotométrico, empregado em laboratérios com infra-estrutura
simples e com baixo investimento, possui como vantagens ndo requerer emprego de
colunas redutoras e ser sensivel a tragos dos ions nitrato e nitrito, com um erro maximo
de 5% na determinagdo. Mesmo quando aplicada em matrizes complexas com um
grande nimero de interferentes, comum em amostras organicas, apresentam resultados

satisfatorios (PESSOA NETO, 2006). Esta é a tendéncia atual, disponibilizando
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procedimentos acessiveis e que gerem menos residuos toxicos para descarte (BASTOS,

2006).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas 20 amostras de sardinha (Triportheus angulatus) obtidas na
feira do CEASA, Distrito Industrial de Manaus. Antes dos procedimentos, a estas
amostras foi aplicada avaliagdo sensorial baseada na tabela da Torry Research — Station
Escocia (anexo 6.1). Foram observadas caracteristicas fisicas das guelras, olhos, pele,
odor e textura.

As amostras receberam aprovacdo (“A”) em todos os itens. Em seguida, foi
efetuada a evisceracdo através de corte no sentido antero-posterior, ensacados
individualmente e refrigerados em caixa térmica para o transporte e congeladas em
freezer a -18°C (ELECTROLUX) até o momento do assamento. O congelamento
retarda, mas ndo inibe a formac&o e reacdo de nitratos e nitritos (ANDRADE, 2004),

ndo havendo desta forma, perda dos analitos.

2.1.2 Preparo das amostras para quantificagdo de nitratos e nitritos

Antes do assamento, com auxilio de uma faca e uma espatula, uma aliquota de

aproximadamente 15g da musculatura foi retirada dos exemplares. Em seguida, foram
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submetidas ao calor da brasa por 30 minutos, sendo a temperatura externa mantida a 90
°C com auxilio de um termdmetro de coluna de mercurio (INCOTERM) e retirados
aproximadamente 159 da musculatura. As amostras continuaram a ser submetidas ao
calor por mais 30 minutos e retirados mais 15 g da musculatura. Para manter a
temperatura constante, a grelha com as amostras foi elevada ou abaixada. A pesagem da
amostra foi realizada com auxilio de uma balancga de uso ndo profissional (PLENNA).

O assamento ndo foi mantido por mais tempo, pois houve inicio de
ressecamento e queima das amostras 0 que provocou sua inutilizag&o.

Todas as amostras retiradas foram devidamente envolvidas em pléstico PVC e
papel aluminio, recebendo a identificacdo “amostra crua”, “amostra 30 minutos” e

“amostra 60 minutos”.

2.2 Quantificacdo do nitrito

Baseia-se em extracdo liquido-liquido com o aquecimento da amostra em
solucdo alcalina. A determinagdo espectrofotométrica foi realizada em um comprimento
de onda de 537 nm ap6s diazotacdo do nitrito e posterior acoplamento do sal de
diazonio formado com hidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina (NED) (INCQS,

1998a).
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2.2.1 Obtencéo da curva de calibracéo para obtencéo de nitrito

Foram transferidas aliquotas de 1, 2, 4, 6 e 8 mL da solugdo padrdo de nitrito
de sodio (ImL contém 0,01mg ) para baldes volumétricos de 50 mL, igualando em
seguida para 20 mL com agua deionizada. Em seguida adicionou-se 2,5 mL da solucdo
de sulfanilamida. Apds 5 minutos adicionou-se 2,5 mL da solugdo de NED, e o volume
do baldo completado com &gua deionizada, homogeneizado e deixado em repouso por
15 minutos. A cor € estavel por 3 horas. A leitura foi feita em comprimento de onda de
537 nm contra um branco preparado, sendo substituida a solucdo padrdo por agua

deionizada.

Tabela 1

Valores de absorbancia obtidos a partir das solu¢des padréo de nitrito para
confeccdo da curva de calibracéo.

Volume  Concentiagio | igurg (aps,)
1 01 0,106
2 0,2 0,215
4 0,4 0,426
6 0,6 0,647
8 08 0,863

v=10813x-0,0027

0,863

Figura 7. Gréfico da curva de calibragdo de nitritos, equagéo e R%
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2.2.2 Técnica para quantificacéo de nitrito

10 g da amostra foram homogeneizadas e pesadas com exatiddo em tubo de
centrifuga de 100 mL e homogeneizada com 50 mL de agua deionizada e elevado o pH
para 12 com auxilio de hidroxido de s6dio 10 N em baldo volumétrico e completado o
volume. Em seguida foi aquecida em banho Maria a 50°C durante 20 minutos e
centrifugado a 8000 RPM por 60 minutos. Através de uma pipeta, transferiu-se 20 mL
do sobrenadante para um baldo volumétrico de 50 mL e adicionaram-se 10 mL de
solucéo de sulfato de zinco heptahidratado 0,42 M e aquecido por mais 10 minutos em
banho-maria. Esfriado em temperatura ambiente, o volume foi completado e procedido
filtracdo através de papel de filtro Whatman 42 seco, previamente lavado. O filtrado
obtido foi limpido, ndo sendo necessario repetir a filtracdo. Com auxilio de uma pipeta
volumétrica, 20 mL do filtrado limpido foram transferidos para um baldo de 50 mL,
adicionados 2,5 mL da solucdo de sulfanilamida e agitado. Apds 5 minutos foram
adicionados 2,5 mL da solucdo de NED, agitado, o volume completado com agua
destilada, homogeneizado e repousado por 15 minutos em temperatura ambiente. A
leitura foi realizada em comprimento de onda de 537 nm e os valores aplicados na

formula'y = 1.081x - 0,002, R?= 1, obtida através da curva de calibracéo.

2.3 Quantificacdo do nitrato

Fundamenta-se na reducgdo do nitrato pelo zinco em meio &cido. O nitrito

formado é determinado em leitura em um comprimento de onda de 537 nm apds

diazotagéo e posterior acoplamento do sal de diazénio formado com hidrocloreto de N-
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(1-naftil) etilenodiamina. O valor de absorbé&ncia obtido para uma aliquota da amostra é
lancado na curva de calibragdo construida a partir de solugdo padrdo de nitrato, que
tenha sido submetido & redugdo. O teor de nitrato na amostra é determinado
convertendo-se a concentragdo de nitrito existente na amostra antes da reducéo a nitrato

e subtraindo-se este valor da concentracao total de nitrato (INCQS, 1998b).

2.3.1 Obtencéo da curva de calibracéo para determinagédo de nitrato

Com o auxilio de uma bureta de 5 mL foram transferidas aliquotas de 1, 2, 3, 4
e 5 mL da solucdo de trabalho para baldes volumétricos de 25 mL e igualados 0s
volumes para 20 mL com &gua deionizada. Adicionou-se 1 mL da solucéo de cloreto de
amonia, 2 mL da solucdo tampdo, homogeneizado e verificado se o pH encontra-se
entre 3,1e 3,5. N&o foi necessario ajustar o pH com a adicdo de HCI 0,2 M, uma vez
que o valor ndo foi superior a 3,5. Em seguida adicionaram-se 0,2g de zinco em p6 e 0
volume completado com &gua deionizada, ocasionalmente agitado por 15 minutos. Foi
efetuada a filtracdo da solugdo através de papel Whatman 42 (seco, previamente
lavado). O filtrado obtido foi limpido, ndo sendo também necessério refiltrar. Com o
auxilio de uma pipeta volumétrica, foram transferidos 20 mL do filtrado para um baldo
volumétrico de 50 mL e procedido do mesmo modo descrito para nitrito, iniciando pela
adicdo de 2,5 mL de sulfanilamida.

A leitura foi realizada em comprimento de onda de 410 nm e os valores
aplicados na férmula y = 0,940x + 0,146, R? = 0,997, obtida através da curva de

calibracéo.
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Tabela 2

Valores de absorbancia obtidos a partir das solu¢des padréo de nitrato para
confeccdo da curva de calibragéo.

Volume " ConeentiaGio | i (abs)
1 0,1 0,227
2 0,2 0,356
3 03 (0,371)
4 0,4 (0,767)
5 05 (0,724)
7 0,7 0,787
10 1 1,096

ha
I

—
1

y=09404x + 01463
R*=10,9978

2
]
1

Absorgio
]
o
1

0.4 1
0,2 1
0 . . . . . .
0 0,2 0.4 0.6 0.8 1 1,2
Concentragao

Figura 8. Gréfico da curva de calibracdo de nitratos.

2.3.2 Técnica para quantificagdo de nitrato

Homogeneizada a amostra e pesada com exatiddo 10 g em tubo de centrifuga

de 100 mL foi adicionado com auxilio de pipeta volumétrica, 50 mL de &gua deionizada
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e elevado o pH para 12 com auxilio de hidréxido de sodio 10 N. Ap6s aquecimento em
banho Maria a 50°C durante 20 minutos, foi efetuada centrifugacédo a 8000 RPM por 60
minutos. Com auxilio de uma pipeta foi transferido 20 mL do sobrenadante para um
baldo volumétrico de 50 mL e adicionado 10 mL da solucdo de sulfato de zinco
heptahidratado 0,42 M e aquecido por mais 10 minutos em banho-maria. Esfriado em
temperatura ambiente, o volume foi completado e filtrado através do papel de filtro
Whatman 42 seco, previamente lavado. O filtrado obtido foi limpido.

Com auxilio de uma pipeta 20 mL do filtrado foi transferido para um baldo
volumétrico de 25 mL e adicionado 1 mL da solugdo de cloreto de ambnia, 2 mL da
solucdo tamp&o, homogeneizado e verificado que o pH encontrava-se entre 3,1e 3,5, ndo
sendo necessario corre¢cdo com solucgdo de hidréxido de sédio 0,1M. Em seguida foi
adicionado 0,2g de zinco em po6 (agente redutor), completado o volume com &gua
deionizada e agitado ocasionalmente por 15 minutos (5 vezes por 10 segundos). A
solucdo foi filtrada atraves de papel Whatman 42 seco e previamente lavado. O filtrado
obtido apresentou aspecto limpido, ndo sendo necessario refiltragem. Foi transferido
com o auxilio de uma pipeta volumétrica 20 mL do filtrado para um baldo volumétrico
de 50 mL e procedido do mesmo modo descrito para nitrito, iniciando pela adicdo de
2,5 mL de sulfanilamida. A leitura espectrofotométrica foi aplicada na formula obtida
através da curva de calibracéo.

Estes valores em seguida, foram aplicadas as seguintes formulas 1, 2 e 3:

Concentragéo total de nitrato:

Teor de nitrato = (0,3125x a) / (8 x m) 1)
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Conversdo da concentracdo de nitrito de sddio existente na amostra antes da
reducdo a nitrato de sédio:

(% NaNO3z; (m/m)x 84,99)/69 @)

Concentracdo de nitrato de sodio existente na amostra:

(0,3125 x a) / (8 x m) — (%NaNO; x 84,99/69) (3)

onde, a: teor de nitrato de s6dio em pg/ml obtido na curva de calibra¢do, m:
massa da amostra em gramas e %NaNO, : concentragao de nitrito de sodio em g/100g

de amostra.

2.4 Tratamento estatistico

Foi utilizada a metodologia KRUSKAL-WALLIS (ndo paramétrico), através
do programa ASSISTAT 7.5 beta (SILVA, 2006).

Os termos paramétrico e ndo-paramétrico referem-se & média e ao desvio-
padrdo, que sdo os parametros que definem as populacdes que apresentam distribuicéo
normal.

O valor numérico calculado pelo teste foi confrontado com valores criticos, que
constam em tabelas apropriadas a cada teste. Essas tabelas geralmente associam dois
pardmetros, que permitem localizar o valor critico tabelado: nivel de probabilidades
usualmente 5 % [a = 0,05], ou 1 % [a = 0,01].

Valores menores que o tabelado indicam que ele ndo pode ser considerado

diferente do que se obteria se as amostras comparadas fossem iguais. Enfim, estaria
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configurado o que se chama de ndo significancia estatistica, ou de aceitacdo da hipdtese

zero, ou de nulidade (Ho).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nitratos e nitritos sdo importantes precursores na formagdo de compostos
nitrosos, como as nitrosaminas, conhecidas substancias mutagénicas, teratogénicas e
cancerigenas, presentes, além de alimentos, em cosméticos, fertilizantes e aguas.

A complexidade e 0 modo de preparo da matriz para seu consumo, determinam
a dificuldade da analise e os resultados de nitratos e nitritos encontrados. Quando
submetidos a cozimento em &gua as amostras apresentam perda dos analitos ao meio
devido a sua grande hidrossolubilidade. A fritura também desfavorece, j& que a gordura
interfere no processo de preparacdo da amostra, especialmente na obtencdo de amostras
limpidas, imprescindiveis para analises. O assamento mostra-se, portanto, como 0
mecanismo de preparo que menos interferentes apresenta, além de ser um dos principais
meios de preparo para consumo.

A quantificag@o de nitratos e nitritos nas amostras in natura e assadas por 30 e
60 minutos demonstraram a sua baixa quantidade e formagéo.

A média de nitratos encontrados nas amostras in natura, assadas 30 e 60 foi de
0,00020% (m/m), 0,00001% (m/m) e 0,000005% (m/m) (tabela 3) respectivamente,
muito abaixo das dispostas em legisla¢éo (0,1% de nitrato).

A média de nitritos encontrados nas amostras in natura, assadas 30 e 60
minutos foi de 0,0001% (m/m), 0,0063% (m/m) e 0,0030% (m/m) (tabela 3)

respectivamente, abaixo das dispostas em legislacéo (0,02% de nitrito).
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Tabela 3

Quantificagéo e desvio padrdo de nitratos e nitritos de amostras in natura, assadas 30 e

60 minutos.
. Amostras assadas 30 Amostras assadas 60
Tratamento Amostra in natura . .
minutos minutos
. - Desvio 4 Desvio 4 Desvio
Analito Média padrio Média padrio Média padrio
Nitrato (%om/m)  0,00020  0,00017 0,00001 0,0000 0,00001 0,0000

Nitrito (%m/m)  0,00001  0,0000 0,00063  0,00003 0,00030 0,00007

Referente as médias obtidas, com niveis de significancia para 1% (p valor <0,01) Ho, foi

rejeitado, ou seja, a correlagdo entre tempo de assagem e os teores de nitrato e nitrito mostrou-se

significativa. A correlacio entre nitratos e nitritos foi de -0.5352.

Na figura 9 observa-se no grafico da media de quantificagdo de nitratos e
nitritos, aos 30 e 60 minutos de assamento uma diminuigdo da quantidade de nitratos,
ao contrério do nitrito, que aumenta aos 30 minutos, e apesar de diminuir aos 60
minutos, continua em valor mais elevado do que o nitrato. Podemos atribuir este
aumento como derivacdo da degradacdo protéica (fonte de nitrogénio) e do nitrato
inicialmente presente na amostra in natura. A medida que o tempo de exposi¢do ao
calor aumenta a quantidade de nitratos decai devido & a¢do do calor e a diminuicdo de
proteinas como fonte de nitrogénio. O endurecimento da superficie, que possui acéo de
protecdo do interior da amostra também, porém limitado, visto que ha decaimento com
0 aumento do tempo de assamento, auxilia no impedimento de uma perda maior do

nitrito formado.
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Figura 9. Gréfico da média da quantificacdo de nitratos e nitritos de
amostras in natura e assadas 30 e 60 minutos.

A relacdo entre nitrato e nitrito nas condigdes pesquisadas apresentou relacao
linear significativa para todos os tratamentos, com coeficientes de correlagdo altos

(tabela 4).

Tabela 4

Tratamento estatistico segundo Kruskal-Wallis da quantificagéo de nitratos e nitritos em
amostras in natura e assadas 30 e 60 minutos.

. Amostra assada 30 Amostra assada 60
Tratamento Amostra in natura . .
minutos minutos

Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito

Repeticdes 20 20 20 20 20 20
Média 0,00020 0,00001 0,00001 0,00063 0,00001 0,00030
Sgrr';z fe 255.000 55.000 155.000  255.000 55.000 155.000

Classificagédo a c b a c B

Correlagdo 0.9537 0.9260 0.8878
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4. CONCLUSOES

Amostras de peixe submetidas a altas temperaturas favorecem a formacéo de
nitrito, porém, em quantidades muito abaixo da disposta pela legislacdo. Desta forma,
nao existe riscos quanto ao consumo da matriz analisada nesta forma de preparo.

Conforme citado, vale lembrar que o risco existe na frequéncia e ndo na
quantidade em que amostras submetidas a determinados modos de preparo, neste caso o

assamento através de carvao vegetal, sdo consumidos.
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CAPITULO 2

Degradacdo miofibrilar avaliada por MFI e SDS-PAGE de sardinha (Triportheus
angulatus) assada com carvéo vegetal

RESUMO

A eletroforese SDS-PAGE descontinua mostra-se um mecanismo sensivel
capaz de separar componentes de uma mistura que de outro modo seria mais dificil
fracionar. Possui importantes vantagens como simplicidade e pouco aparato, além de
simultaneidade na analise de muitas amostras em um procedimento de rotina com facil
visualizagao.

Em alimentos, a eletroforese pode ser utilizada, por exemplo, na identificacdo
univoca de uma espécie e fornecer dados da ocorréncia ou ndo de fraudes na
substituicdo de um produto por outro ou ainda alteragdes em seus constituintes por agéo
fisica ou quimica.

O objetivo deste trabalho foi analisar as alteracGes quantitativas protéicas e
qualitativas miofibrilares da sardinha (Triportheus angulatus) submetidas a acédo do
calor por assamento com carvao vegetal durante 30 e 60 minutos. Foram quantificadas
as proteinas totais, determinacdo do indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI) e
obteng&o de zimograma miofibrilar por SDS-PAGE.

As condicdes sob as quais a metodologia da SDS-PAGE descontinua foi
conduzida foram: corrente elétrica de 100 volts, 25 mA durante 120 minutos. Foi
demonstrado através do SDS-PAGE a degradagéo protéica em componentes com peso
molecular entre 15 e 20 KDa.

A técnica de determinacdo do MIF aplicada neste trabalho consistiu na medida
da turvagdo das amostras ajustadas a uma concentracdo comum de proteinas. Foi
detectado um valor de 42,93%. A dosagem de proteinas totais realizadas através do
método do biureto, onde foi demonstrado um decréscimo de 14,48%. Constatou-se,
portanto, alteracdo na quantidade de proteinas e degradacdo miofibrilar com
conseqiiente perda nutricional.

Palavras-chave: SDS-PAGE, zimograma, Triportheus angulatus.
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ABSTRACT

Myofibril degradation assessed by SDS-PAGE and MFI of sardines (Triportheus
angulatus) baked with charcoal

The discontinuous SDS-PAGE shows a sensitive mechanism capable of separating
components of a mixture that would otherwise be more difficult to fractionate. Have
important advantages such as simplicity and low apparatus, and simultaneous analysis
of many samples in a routine procedure for easy display. In foods, electrophoresis may
be used, for example, the unique identification of a species and provide data from the
occurrence of fraud in the substitution of one product for another or changes in its
constituents.

The aim of this study was to analyze the changes and myofibrillar proteins of sardine
(Triportheus angulatus) subjected to the action of heat for baking with charcoal for 30
to 60 minutes. We quantified the total proteins, determination of myofibrillar
fragmentation index (MFI) and obtaining myofibril zymogram SDS-PAGE. The
conditions under which the methodology of discontinuous SDS-PAGE was conducted
were an electric current of 100 volts, 25 mA for 120 minutes. Was demonstrated by
SDS-PAGE protein degradation in components with molecular weight between 15 and
20 KDa. The technique for determining the MIF applied in this study was to measure
the turbidity of the samples adjusted to a common concentration of proteins. Detected a
value of 42.93%. The determination of total proteins made by the biuret method, and a
decrease of 14.48%. It was noted, therefore, change in amount of proteins through their
degradation and loss nutrition.

Single words Keywords: SDS-PAGE, zymogram, Triportheus angulatus.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Eletroforese

A técnica é denominada eletroforese por depender da movimentagdo de
particulas ou moléculas eletricamente carregadas em um determinado meio condutor
sob a influéncia de uma diferenca de potencial, em pH e forca iGnica constantes
(SGARBIERI, 1996), de seu tamanho e da relagdo peso/carga elétrica (DUVAL, 1978;
WESTERMEIER, 1993).

O ponto isoelétrico (pl) definido como sendo o valor da carga elétrica liquida
igual a zero, ou seja, um estado de equilibrio entre as cargas negativas e positivas dos
grupamentos iénicos também influencia a mobilidade. Em meios onde o pH é maior que
o pl das moléculas, estas se comportam como um &nion e quando o pH é menor que o
pl, comportam-se como cétion. Essa diferenca de valor do pH do meio e o ponto
isoelétrico da molécula deve ser de pelo menos duas unidades (SILVA JUNIOR, 2001).

Esta metodologia de analise foi aperfeicoada pelo quimico suico Arne Wilhelm
Kaurin Tiselius em 1930 que na sua tese de doutorado estudou o método divisional de
proteinas, ganhando o prémio Nobel de 1948 pelo feito (KEKWICK, 1974).

Mostra-se como um mecanismo sensivel capaz de separar componentes de uma
mistura que de outro modo seria mais dificil fracionar, além de possuir importantes
vantagens como simplicidade e pouco aparato, permitindo analises simultaneas de

muitas amostras em um procedimento de rotina de facil visualizagdo (POMERANZ,

1994).
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Seu uso é frequente na obtencdo do perfil protéico sérico de enzimas de
interesse  industrial, amplificagdo  génica de bactérias com  aplicacdo
imunobiotecnoldgica, analise eletroforética de pureza e homogeneidade e na
caracterizacdo de proteinas, aminoécidos, peptideos, nucleotideos e acidos carboxilicos
(BALDINI, 1981; SOARES, 2006; SILVA JUNIOR, 2001; MITSUHASHI, 2002).

Em alimentos, a eletroforese pode ser utilizada, por exemplo, na identificacdo
univoca de uma espécie e fornecer dados da ocorréncia ou ndo de fraudes como as que
ocorrem quando o produto vendido ao consumidor pode, na realidade, ser outro
(EVANGELISTA, 1987), ou ainda, comparar possiveis alteracdes antes e apds a

aplicacdo de processos fisicos ou quimicos.

1.2 SDS-PAGE

Uma separagdo mais eficiente de proteinas e de outros compostos tornou-se
possivel com o desenvolvimento da eletroforese em gel de poliacrilamida ou PAGE
(PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) em que as amostras é adicionado SDS (Dodecil
Sulfato de So6dio), do inglés, Sodium Dodecyl Sulfate, motivo pela qual a técnica é
conhecida por SDS-PAGE.

O SDS tem como funcdo desnaturar e cobrir as moléculas com cargas
negativas, “mascarando” deste modo, a carga intrinseca da molécula tornando a razéo
carga/massa o elemento de distincao.

Em moléculas tridimensionalmente mais complexas onde o SDS ndo possui

acesso, e utilizado o B-mercaptoetanol que age rompendo as pontes dissulfeto e
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garantindo o acesso do SDS as partes mais internas da molécula, além de contribuir para
separar cadeias polipeptidicas mantidas por ligacdes covalentes (ALBERTS, 2004).

A eletroforese em SDS-PAGE quanto & concentragdo do gel utilizado pode ser
continua (somente uma concentragdo, propria para fracionar, empilhar ou organizar
ionicamente as moléculas carregadas) ou descontinua, onde é adicionado uma camada
superior de gel mais concentrada que atua como “concentrador”. Gragas ao grande
poder de resolucéo sua revelacdo apresenta grande definicdo, sem as desvantagens
comuns em outras metodologias como a adsorcdo, eletrosmose (pela migracdo do
liquido do meio de fracionamento) e a tortuosidade (migracdo néo linear) (SILVA

JUNIOR, 2001).

1.3 Determinacéo do indice de fragmentacéo miofibrilar (MFI)

Séo realizadas por inimeras técnicas, entre as quais SDS-PAGE, determinacéo
de aminoacidos livres e fragmentacdo miofibrilar. A técnica de determinagdo do MIF
(do inglés, Myofibril Fragmentation Index), aplicada neste trabalho é a mais comumente
utilizada, consistindo na homogeneizacdo do musculo seguido pela determinacéo do
indice de proteina e da medida da turvagdo das amostras ajustadas a uma concentracéo
comum de proteinas. Esta técnica quantifica a degradagdo das miofibrilas
especificamente da estrutura da banda | e Z do sarcomero (SILVA, 2005).

A dosagem resulta em um valor dentro de uma escala compreendida entre 0 a
100. Quanto mais proximo de zero mais tenra € a amostra, menos degradadas estdo as

miofibrilas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas 20 amostras de sardinha (Triportheus angulatus) obtidas na
feira do CEASA, Distrito Industrial de Manaus. Antes de qualquer procedimento, a
estas amostras foi aplicada avaliacdo sensorial baseada na tabela da Torry Research —
Station Escocia (anexo 6.1). Foram observadas caracteristicas das guelras, olhos, pele,
odor e textura visual.

As amostras receberam aprovacdo (“A”) em todos os itens. Em seguida, foi
efetuada a evisceracdo através de corte no sentido antero-posterior, ensacados
individualmente e refrigerados em caixa térmica para o transporte, em seguida

congeladas em freezer a -18°C (ELECTROLUX) até o momento do assamento.

2.2 Preparo das amostras

Antes do assamento, com auxilio de uma faca e uma espatula, uma aliquota de
aproximadamente 15g da musculatura foi retirada dos exemplares. Em seguida, em uma
churrasqueira caseira (alvenaria) foram submetidas ao calor da brasa por 30 minutos,
sendo a temperatura externa da amostra mantida e controlada a 90 °C através de
termdmetro de coluna de mercirio (INCOTERM) e retirado aproximadamente 15g da
musculatura. As amostras continuaram a ser submetidas ao calor por mais 30 minutos e

retirado mais 15 g da musculatura. Para manter a temperatura sobre a amostra, a grelha
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foi elevada ou abaixada. A pesagem da amostra foi realizada em laborat6rio com
auxilio de uma balanca ndo profissional (PLENNA).

O assamento ndo foi mantido por mais tempo, pois houve inicio de
ressecamento e queima das amostras o0 que provocaria sua inutilizagéo.

Todas as amostras retiradas foram devidamente envolvidas em pléstico PVC e
papel aluminio, recebendo a identificacdo “amostra crua”, “amostra 30 minutos” e

“amostra 60 minutos”.

2.3 Determinacéo do MFI

Foram adicionados em um frasco contendo 40 mL do tampdo MFI, 4 g da
amostra finamente cortada sem tecido conectivo e 0 maximo possivel sem gordura e
agitado com forga por 30 segundos. Em seguida esta mistura foi transferida para um
tubo conico de 50 mL, centrifugado (NOVA TECNICA) a 1000 RPM por 15 minutos a
2°C, sendo o sobrenadante descartado. Esta agdo foi repetida por mais uma vez. Ao
precipitado foram adicionados 10 mL da solugdo tampdo MFI, filtrado em filtro de
polietileno e lavado com mais 10 mL de solugdo tamp&o MFI.

Desta solugédo foram retirados 0,25 mL para tubo de ensaio e adicionados 0,75
mL de solugdo tampdo MFI e 4 mL do reagente de biureto, agitado e incubado &
temperatura ambiente por 30 minutos. Na solucdo padrdo de miofibrilas foram
adicionados 4 mL de reagente biureto para cada 1 mL de padré&o.

As amostras foram lidas em espectrofotometro (QUIMIS) em comprimento de

onda de 540 nm e calculado a quantidade em mg de proteinas para cada mL de solucéo.
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Em outro tubo de ensaio, foi diluida uma aliquota da suspenséo das amostras
contendo 8 mL até alcangar concentracdo de 0,5mg/ml. Em seguida o tubo foi agitado
em vortex e a amostra lida novamente em espectrofotometro (QUIMIS) em
comprimento de onda de 540 nm. A absorbancia obtida foi multiplicada por 200 e

obtido o MFI.

2.4 Extracédo das miofibrilas para SDS-PAGE

Apoés pesagem analitica, homogeneizou-se 5g do musculo in natura, 5g do
musculo assado 30 minutos e mais 5g do musculo assado 60 minutos com 20 mL de
tampé&o de extracdo calpaina cujo objetivo é inibir a acdo das proteases que degradam as
proteinas e 10 microlitros de PMSF (SIGMA) com o auxilio de um ultra turrax T 25
(IKA LABORTECHNIK).

Em seguida as amostras foram submetidas a centrifugagdo refrigerada (NOVA
TECNICA) por 20 minutos, 1500 RPM a 4°C, sendo o sobrenadante descartado.

O precipitado foi ressuspenso com 20 mL de tampéo de eluicdo e submetido a
centrifugacéo refrigerada por 20 minutos, 1500 RPM a 4°C, sendo o sobrenadante
descartado. Este procedimento foi novamente repetido.

O precipitado final foi ressuspenso com 10 mL de tamp&o conservante de
miofibrila e conservado a -18°C (ELECTROLUX) até realizacdo da eletroforese. O
congelamento ndo altera o teor de miofibrilas ou a agdo das enzimas proteoliticas

(BAGNIS-VERREZ, 2002).
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2.5 Dosagem das proteinas totais para SDS-PAGE

Com objetivo de manter a mesma quantidade de proteinas entre as amostras
para realizagdo da eletroforese, foi realizada a quantificagdo das amostras a partir da
ressuspensdo da Ultima centrifugacdo. O método utilizado foi 0 método do biureto que
se apresentou como uma técnica que sofre poucas interferéncias e por ser de répida e
simples execucao.

Foi tomado 0,1 mL da ultima ressuspensao e misturado com 5 mL do reagente
biureto. Depois de incubado por 15 minutos em temperatura ambiente, a amostra foi
lida em espectrofotometro (QUIMIS) em comprimento de onda de 535 nm em cubeta de
cristal com 1 cm de caminho 6tico. A quantidade de proteina/mL de amostra foi obtida
através da multiplicagdo do resultado da leitura do espectrofotdmetro pelo fator de

corregéo (19,8), obtido pela divisdo de 4 pela absorcéo da leitura do padréo (0,202).

2.6 Desnaturacdo das proteinas para SDS-PAGE

A desnaturacéo objetiva a linearizacdo das proteinas, fazendo com que percam
sua estrutura tridimensional além de ajustar sua carga, facilitando seu deslocamento no
gel. Foi realizada em microtubos em quantidades equitativas entre as amostras, tampéo
de diluicéo e solucéo de tratamento de amostra (solugéo tampdo MCE, mercaptoetanol
(SIGMA) e azul de bromofenol (REAGEN) (0,8%)).

Ap0s o aquecimento em banho Maria fervente por 5 minutos, foi realizado seu
resfriamento em temperatura ambiente e conservado em freezer (ELECTROLUX) a

temperatura de -18°C até 0 momento da analise.
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2.7 Preparo do gel de poliacrilamida e da cuba para SDS-PAGE

A poliacrilamida, um hidrogel, é a mistura de dois polimeros: acrilamida que
atua como agente de polimerizacdo ndo rigido e bisacrilamida (N, N’-metileno bis-
acrilamida) que atua como agente de co-polimerizagdo. A acrilamida é uma molécula
linear, enquanto que a bisacrilamida possui forma de "T". Misturando essas duas
moléculas, temos a formacdo de uma "rede". Diferentes relacdes entre as concentracdes
dessas moléculas permitem a criacdo de diferentes gradientes de separagdo (OSTER
NETO, 2001).

Foi utilizado gel descontinuo com duas camadas: a inferior com uma
concentracdo de 12,5% composta por 5 mL de Tris (INVITROGEN) pH 8,8 1, 5M, 8,35
mL de acrilamida (GIBCO BRL) 30%, 0,2 mL de solucdo de SDS 10% (SIGMA), 6,35
mL de agua destilada, 0,1mL de persulfato de amonia 10% (APS) (SIGMA) como
agente catalisador, e 0,01 mL de N,N,N’,N’—tetrametiletilenodiamina (TEMED)
(INVITROGEN) como gerador de radicais livres.

Apos a polimerizagdo da camada inferior foi preparada a camada superior com
uma concentragéo de 4,5% composta por 1,8 mL de tampdo Tris (INVITROGEN) pH
6,8, 1 mL de acrilamida 30% (GIBCO BRL), 0,1 mL de SDS 10% (SIGMA), 4,55 mL
de agua, 0,05 mL de APS 10% (SIGMA) e 0,0075 mL de TEMED (INVITROGEN),
onde apds a polimerizacdo, foi inserido o pente para a formacdo dos pocos para a
aplicagdo das amostras.

A base organica do TRIS (tampéo TRIS-HCI e TRIS Glicina) denominada
anfolita, tem como objetivo gerar um gradiente de pH, um contra-ion, aumentando a

diferenca do valor entre o pH do meio e a carga elétrica das moléculas otimizando
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desta forma, a separacdo das moléculas conforme sua relacdo peso molecular (SILVA

JUNIOR, 2001).

2.8 Aplicacdo das amostras e fracionamento eletroforético das amostras

Depois da adicdo da solucdo tampdo de corrida na cuba eletroforética (Tris
glicina 0,025M , pH 8,3), cobrindo totalmente o gel, foram aplicados 5 microlitros das
amostras e do padrdo (FERMENTAS PURE EXTREME LIVE SCIENCES) nos pogos
com auxilio de micropipeta (EXACTA). Foi aplicado em seguida corrente elétrica de

100 volts, 25 miliamperes durante 120 minutos.

Figura 10. Equipamento de SDS-PAGE utilizado.

A coloragdo foi realizada com solucdo corante a base de agua deionizada ,
acido acético 7% (NUCLEAR), metanol 50% (NUCLEAR) e Comassie R 250 0,2%
(SIGMA) por duas horas, seguida de descoloragdo por doze horas com solucéo
descorante a base de agua deionizada, acido acético P.A. (NUCLEAR), alcool etilico

50% (VETEC).
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Figura 11. Aparelho para obtencéo da imagem do zimograma.

A imagem do zimograma foi registrada através de equipamento
(PHARMACIA BIOTECH/IMAGEMASTER/FUJIFILM) (figura 11) e arquivada.
Apos o término dos trabalhos, os géis foram mantidos em solucdo conservante a base de

dgua deionizada, 4cido acético glacial P.A. (NUCLEAR) e glicerol P.A (SIGMA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tratamento estatistico

Foi utilizada a metodologia KRUSKAL-WALLIS (ndo paramétrico), através
do programa ASSISTAT 7.5 beta (SILVA, 2006).

Os termos paramétrico e ndo-paramétrico referem-se & média e ao desvio-
padrdo, que sdo os parametros que definem as populacdes que apresentam distribuicéo
normal.

O valor numérico calculado pelo teste deve ser confrontado com valores
criticos, que constam em tabelas apropriadas a cada teste. Essas tabelas geralmente
associam dois parametros, que permitem localizar o valor critico tabelado: nivel de
probabilidades usualmente 5 % [a = 0,05], ou 1 % [a = 0,01].

Valores menores que o tabelado indicam que ele ndo pode ser considerado
diferente do que se obteria se as amostras comparadas fossem iguais, estaria
configurado o que se chama de ndo-significancia estatistica, ou de aceitacdo da hipotese

zero, ou de nulidade (Ho).

3.2 Dosagem protéica

Foi demonstrada a relacdo direta entre a degradacéo protéica e o tempo de

exposicdo (figura 12). Esse decréscimo ocorre mais intensamente entre a amostra in

natura e assada por 30 minutos com um valor aproximado de 10,48%. Entre as
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amostras assadas por 30 minutos e 60 minutos a perda foi menor, em média 4%. O
endurecimento da superficie auxiliou na protecdo interna da amostra, consequentemente
de seus constituintes. O total final de perda foi de aproximadamente 14,48% de

proteinas.

Tabela 5

Quantificacdo de proteinas na amostra in natura, assadas 30 e 60 minutos para
realizagéo da eletroforese

Amostra in natura Amostras assadas 30 Amostras assadas 60

minutos minutos
Analito Média  POVI0  \Madia Desvio Média Desvio
padrao padrao padréo

Proteina (g/mL) 0,1955 0,0018 0,175 0,0016 0,171 0,0037
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Figura 12. Grafico da quantidade de proteinas totais (g'mL) presente na amostra in
narura e assadas 30 e 60 minutos.

Tabela 6

Tratamento estatistico segundo Kruskal-Wallis da quantificacéo proteinas totais para
realizagéo da eletroforese em amostras in natura e assadas 30 e 60 minutos.

Tratamento Amostra in natura Assadas 30 minutos Assadas 60 minutos
Repeticdes 20 20 20
Média 0.52343 0.48488 0.26159
Soma de graus 255.000 155.000 55.000
Classificagdo A b C
3.3 MFI

Assim como nas analises gquantitativas de proteinas totais, constatou-se uma
proporcéo direta entre MFI e 0 aumento do tempo de exposicdo ao calor. A figura 13
demonstra que o MFI total foi de 42,93, sendo que entre as amostras in natura e assadas
por 30 minutos foi de 21,93 e entre 30 e 60 minutos foi em média, de 20,99 (tabela 7).

A pesquisa também demonstrou proporcionalidade entre proteinas totais e MFI.
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Tabela 7

MFI em amostras in natura, assadas 30 e 60 minutos.

Amostra in natura Amostra_s assadas 30 Amostra_s assadas 60
minutos minutos
. - Desvio - Desvio - Desvio
Analito Média padrio Meédia padrio Meédia padrio
MFI (%) 49,8300 1,8313 38,7848 0,0061 28,2620 0,2971
i a
43,83000
50,00000
b
38.90229
40,00000
C
30,00000 28.25200
2000000
10,00000
0,00000 .
Tempo o8
:l 33 Ea L A= e B

= R

Figura 13. Grafico da media da quantificacio, desvio padrio do MFI em
relacdo ao tempo de exposicdo ao calor.
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Figura 14. Grifico darelagioente amédia do MFI e quantificagio das proteinas
totais.

Tabela 8

Tratamento estatistico segundo Kruskal-Wallis do MFI em amostras in natura e assadas
30 e 60 minutos.

Amostras assadas 30  Amostras assadas 60

Tratamento Amostras in natura . .
minutos minutos
Repeticbes 20 20 20
Média 49,83000 38,78481 28,26200
Soma de graus 255.000 155.000 55.000
Classificagédo A b C

Nas médias obtidas para a quantificacdo de proteinas totais e determinagdo do MFI, com niveis

de significancia para 1% (p valor <0,01) o HO foi rejeitado, ou seja, a correlagdo matematica do tempo de

assagem e média das analises realizadas mostrou-se significativa. O coeficiente de correlagéo entre

proteinas totais e MFI in natura, e assados 30 e 60 minutos foi de 0,9210.
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3.4 Zimograma das amostras

O zimograma demonstrou alteragGes caracterizadas com o surgimento de
fragmentos com peso molecular entre 15 e 20 KDa a partir de 30 minutos de assamento.

Segundo Silva (2005), a SDS-PAGE possui 6tima capacidade de separar
polipeptidios com variados pesos moleculares.

Comparando-se trabalhos realizados atraves da anélise por Western Blot com
uso de anticorpos monoclonais, fragmentos miofibrilares com peso molecular entre 15 e
30 KDa foram identificadas como sendo subunidades de troponina, especificamente C,
T e M (HO, 1994), importantes componentes estruturais e regulatérios da musculatura,
localizadas imediatamente adjacente & linha Z (VERREZ-BAGNIS, 2002).

Na sardinha, ao contrario de grande nimero de espécies animais, a desmina
também ¢é significativamente degradada (BAGNIS-VERREZ, 2002).

Dependendo da agdo quimica ou fisica ao qual a amostra é submetida, as
mudancas associadas com a agdo de enzimas nas miofibrilas envolvem protedlise de
vérias estruturas (LADRAT, 2003).

Estas degradacBes, determinantes sob a qualidade da textura do masculo, sdo
resultados da agdo proteolitica sinérgica das calpainas (proteases céalcio-dependentes),
especialmente as p-calpainas, catepsinas (tipo B, D, L e H localizadas nos lisossomos)
(MISIMA, 2003; LADRAT, 2000; PAPA, 1996) e de outras proteases ainda néo
identificadas. Elas contribuem significativamente para a origem de um grande nimero
de subprodutos (SIGOLO, 2007).

Os eventos basicos que regulam a atividade destas proteinases, inclusive seu
sitio de acdo, ainda ndo sdo claros, mas sabe-se que o pH e temperatura séo

determinantes (VERREZ-BAGNIS, 2002).
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Existe uma perda consideravel de proteinas constatada pela dosagem de

proteinas totais e determinagdo do MFI

Quanto maior o tempo de exposicdo a temperatura, maior a quantidade de

proteinas degradadas, o que pode ser evidenciado pela SDS-PAGE, quantificagdo de

proteinas e pelo MFI.

A degradacdo protéica e a fragmentacdo miofibrilar sdo diretamente

proporcionais.

Produtos da degradacdo miofibrilar com peso molecular entre 15 e 20 KDa,

eficientemente demonstrado pelo SDS-PAGE, constituiram bons indicadores da agédo de

altas temperaturas sobre a estrutura muscular do peixe.
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6. ANEXO

6.1 Tabela Torry Research — Station Escocia para analise sensorial de peixes.

Classe A *Pts  Classe B Pts  Classe C Pts Rejeitavel Pts
Guelras Cor vermelho- Cor vermelho- Castanho-escuro a Cor branca, muco
VIVO, muco palido e castanho- granuloso. odores
limpido e forte castanho- amarelado, muco de amébnia, acido
04 03 02 " 01
odor de plantas avermelhado, leitoso. odor de sulfirico, odores
aquaticas. perda de odor de pio ou leite azedo. fecais.
plantas aquaticas.
Olhos Claros, Encovados, Encovados, Muito sangiiineos
brilhantes e brancos, brancos, bagos ou pupilas opacas e
salientes, nebulosos ou sangiiineos, cobertas de muco,
pupilas negras 04 amarelados, 03 pupilas lettosas ou 0 corneas o1
com matrizes pupilas com acinzentadas, descoloradas ou
amareladas, algumas cormeas concavas enrugadas.
cormeas descoloragdes, sujettas a
transhicidas. corneas opacas. descoloragio.
Pele Cor normal, Cor baca, sem Auséncia de cor Descolorada em
lustrosa e clara. aparéncia limosa normal e lustrosa, ; avancado estado de
04 03 estrutura muscular 02 decomposicio 01
visivel.
Cheiro Tipico de peixe Odor pouco Ligeiramente Azedo, mau
capturado o4 acentuado, 03 azedo ou rangoso, 0 cheiroso ou a o1
recentemente. neutro. mas nio a putrefagio
putrefacio
Textura Escamas Com pouco Superficie rugosa, Superficie aspera,
brilhantes e brilho, cor £5CAMAS muitas fendas.
fortemente ligeiramente aderentes, musculatura
aderidas, escura, ligeiras algumas fendas, flacida; quando
nenhuma deformacdes ou musculatura mole. ; apertada entre 0s
N 04 P 03 02 N . 01
deformacdo, mutilagdes, dedos, ndo torna a
musculatura musculatura posicio micial.
firme e elastica. firme nio
especialmente elastica.
no abdémen
Orgﬁos Periténio Periténio Peritdnio desfeito Escuros e desfeitos.
Internos integro. Parede oxidado (escuro) (cor preta). Parede
abdominal Parede abdominal
integra Rim abdominal com digerida e com
vermelho-vivo. inicio de espinhas salientes ;
. . 04 S 03 02 01
Figado integro. digestio. Rim Rum vermelho-
vermelho. Figado escuro. Figado e
e intesting em intesting
decomposicio. ligewramente
desfeitos.
Valor 24-19 18-13 12-06 Menor do que 06
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Adaptado de: Directrices del codex para la evaluacion sensorial dl pescado y los mariscos en laboratério (31-1999). FAO. 1999.



