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RESUMO. O metabissulfito de sddio é o conservante mais aplicado na carcinicultura, com
uso amparado em legislagoes vigentes no pais, todavia, seu residuo, diéxido de enxofre
(SO,), em concentragdes altas, pode provocar reagdes adversas i satide. Este estudo foi
desenvolvido com a finalidade de observar a influéncia do aquecimento sob diferentes
métodos de titulagao de SO, residual em camardes Litopenaeus vannamei. Os camardes foram
submetidos a nove concentra¢gdes de metabissulfito de sédio e avaliados com diferentes
métodos de detecgio de SO,. O método da titulagio Adolfo Lutz adaptado apresentou
grande sensibilidade para detec¢io de SO, residual. O método da titulagio iodométrica com
aquecimento possibilitou a detec¢io de maiores niveis de SO,, quando comparado ao
método sem o aquecimento. O aquecimento interferiu negativamente no método da fita
reativa. Conclui-se que o aquecimento influenciou positivamente a titulagio iodométrica,
nio ocorrendo 0 mesmo com a fita reativa.
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ABSTRACT. Influence of heating under different titration methods of residual
SO, on shrimps Litopenaeus vannamei (Boone, 1931). Sodium metabisulfite is the most
applied preservative in shrimp culture, with its use supported by current legislation;
however, its residue, sulfur dioxide (SO,), in high concentrations can provoke adverse
health reactions. This study evaluated the influence of heating under different methods of
residual SO, titration in Litopenaeus vannamei. Shrimps were treated with nine
concentrations of sodium metabisulfite and evaluated by different methods of SO, titration.
The adapted Adolfo Lutz titration method presented the highest sensitivity for the detection
of SO,. The method of iodometric titration with heating made possible the detention of
higher levels of SO,, when compared to the same method without heating. The heating
influenced negatively on the reactive ribbon method. It is concluded that the heating
influenced positively on the iodometric titration, as opposed to the reactive ribbon.
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Introdugio

A carcinicultura marinha, no Brasil, representa
atividade de grande rentabilidade, a fim de atrair
investimentos ¢ contribuir para o crescimento
econdmico do agronegdcio. Esta atividade adquiriu
cardter empresarial com a introdugio e adaptagio do
camario marinho (Litopenaeus vannamei) que garantiu em
pouco mais de uma década um extraordinirio
crescimento, posicionando o Brasil entre os principais
produtores mundiais. De acordo com Rocha et dl.
(2004), a regido nordeste do Brasil destaca-se como
principal produtor nacional, sendo responsivel por
95,2% da produgio. A carcinicultura incrementou a
economia da regido, principalmente quanto 3 geragio

de empregos e a0 aumento das exportagdes do setor.

Por ser um produto alimentar nobre e de alto
custo, boa parte da produgio nacional é voltada para
o mercado externo. Esses mercados consumidores
si0 muito rigorosos quanto  aos  aspectos
organolépticos, carga microbiana, residuo de
antibiético e  concentracbes  residuais  de
metabissulfito de sédio. A melanose, também
conhecida como mancha preta ou black spot, destaca-
se como um dos principais defeitos na apresentagio
do produto, desvalorizando seu valor comercial e
seu aspecto visual, apesar de nio denotar
contaminag¢io microbioldgica ou perda de qualidade
nutricional. Para evitar o surgimento da melanose
“pos-mortem” no camario, bem como para outros
produtos alimentares sujeitos ao enegrecimento oxi-

enzimitico, faz-se necesséria a adi¢ao de sulfitos.
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O uso do metabissulfito de sédio esti amparado
em viérias legislagdes vigentes no pais. No entanto, o
seu principal residuo, o diéxido de enxofre (SO,),
quando em concentragdes altas no alimento pode
provocar reacOes adversas 3 satde dos consumidores
sensfveis. Um limite miximo da concentragio de
SO, residual € estipulado pelos paises importadores,
varidvel de acordo com o mercado, situando-se na
faixa de 40 a 100 ppm (Brasil, 1976; Brasil, 1978;
Anvisa, 2001; FDA, 1998).

Por nio haver um consenso a respeito da
concentragio mais eficaz e que resulte em uma
concentragio residual dentro dos limites
estabelecidos por lei, a aplicacio de metabissulfito
de sédio em camardes, apds a despesca, varia
muito de um produtor para outro. Essa falta de
uniformidade na aplica¢io resulta em camardes
com niveis variados de SO,, que, quando elevado,
pode ser rejeitado pelas exigéncias do mercado e,
quando baixo, perder a qualidade pela melanose.
Métodos de deteccio de SO, residual de baixo custo,
de ficil execugio e que garantam resultados ripidos
e confidveis devem ser aprimorados, no intuito de
possibilitar maior controle do processo e possiveis
acoes corretivas antes da comercializagio, a fim de
evitar desperdicios e diminuir os prejuizos da
produgio. Diante do exposto, analisou-se a
sensibilidade dos diferentes métodos de detecgio de
SO, residual, assim como a interferéncia do
aquecimento das amostras sobre os resultados.

Material e métodos

Camardes marinhos L. vannamei de classificagio
81/100, obtidos de um viveiro de cultivo comercial
do estado de Pernambuco, foram submetidos 2a
aplicagdo  de  diferentes  concentragdes  do
metabissulfito de sédio durante o choque térmico.
Utilizaram-se concentracoes 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4;
4,5 ¢ 5% do conservante, durante os tempos de
exposicio 10, 15, 20, 25 e 30 min. Apds a imersio no
conservante, os camardes foram armazenados e
acondicionados, individualmente, em caixas térmicas
com gelo reciclavel a, aproximadamente, 5°C. As
amostras foram, imediatamente, transportadas ao
Laboratério de Inspe¢io de Carne e Leite (LICAL)
do Departamento de Medicina Veteriniria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), onde permaneceram armazenadas em
congelador doméstico até a realizagio das anilises,
totalizando 49,5 kg de camardes marinhos, divididos
em 45 amostras de 1.100 g cada. As anilises
laboratoriais foram realizadas no LICAL (UFRPE) e
no Laboratério de Experimentacio e Anilise de
Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutrigio
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da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Foram realizados trés métodos de andlise para
detecgio do didxido de enxofre residual: titulagio
iodométrica (sem aquecimento - MTIs/a e com
aquecimento - MTIc¢/a), método adaptado da
titulagio de SO, em suco descrito no Instituto
Adolfo Lutz (Sio Paulo, 1985) (MTAL), método da
fita reativa (sem aquecimento - MFRs/a e com
aquecimento - MFRc/a). Todas as amostras foram
analisadas, totalizando 90 amostras, das quais 45
foram analisadas no LEAAL, pelo método MTAL, e
45 no LICAL, pelos métodos MTIs/a, MTIc/a,
MFRs/a e MFRc/a.

Determinou-se a concentragio residual de SO,
pelo método de titulagio para sucos, conforme
descrito nas normas analiticas (Sio Paulo, 1985),
adaptado para o camario no LEAAL da UFPE.
Cada amostra, constituida de 50 g de camario
inteiro, foi ligeiramente triturada e
homogeneizada com 50 mL de metanol e 15 mL
de 4cido fosférico concentrado (84-85%) no balio
I. No balio II, adicionaram-se 50 mL de soluc¢io
0,1 N hidréxido de sédio (NaOH). Foram
preparadas duas solugdes com 60 mL de igua
destilada, 10 mL de peréxido de hidrogénio a
0,2% (H,0,) e cinco gotas de uma mistura de
indicadores (vermelho de metila 0,03% e azul de
metileno a 0,05%), ambos em etanol absoluto na
proporgdo 1:1. Acondicionaram-se as solucdes em
dois baldes (III e IV) acoplados ao aparelho e,
posteriormente, realizou-se a titulagio destas com
hidréxido de sédio a 0,1 N até a viragem para a
cor verde.

Quando o aparelho estava completamente
montado (Figura 1), foram ligados o gis
nitrogénio ¢ o aquecimento (bico de Bunsen).
Apbs o inicio da ebuli¢io e a viragem da solucio
para a coloragio roxa, contaram-se 15 min.. As
solugdes dos baldes III e IV foram transferidas
para um erlenmeyer de 500 mL para titulagio com
hidréxido de sédio 0,1 N até a viragem para a cor
verde. A concentracio de SO,, em ppm, foi obtida
utilizando-se a seguinte férmula:

Cso, = VxFxEgx N/P 1

em que:

Cso, - concentragio de SO, residual em ppm;

V - volume em mililitro gasto na titulacio com
NaOH 0,1 N;

F - fator da solu¢io de NaOH;,

Eg - equivalente grama do enxofre (3.2);

N - normalidade da solugio NaOH;

P - peso em grama da amostra.
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Figura 1. Desenho esquemitico do aparelho de destilagio.
Figure 1. Schematic drawing of destillation device.

As titulagbes 1odométricas, com e sem
aquecimento, foram realizadas seguindo-se o
método descrito pela Empresa de Armazenamento
Frigorifico — Empaf (Empaf, 2003). Para a titulagio
iodométrica sem aquecimento (MTIs/a), 45
amostras de camario inteiro (cefalotérax e cauda),
variando de 45 a 50 g, foram trituradas com tesoura
em uma placa de Petri, pesadas e, posteriormente,
transferidas para um erlenmeyer de 250 mlL.
Adicionaram-se 100 mL de 4dgua destilada e ap6s
10min de descanso com homogeneizagoes
intermitentes a cada 3 min., transferiram-se 10 mL
da solugio para um béquer, onde foram adicionados
1,4 mL de 4cido cloridrico 1 N e 1 mL de solug¢io de
amido a 1%. A titulagio foi realizada com iodo e
bicarbonato 0,02 N até a viragem para a colorag¢io
azul.

Para a titulagdio iodométrica com aquecimento
(MTlIc/a), seguiu-se o mesmo procedimento
supracitado; todavia, ap6s a retirada da aliquota para
realizagio do MTIs/a, as mesmas amostras
homogeneizadas em dgua destilada foram aquecidas
com bico de Bunsen durante 10 min. depois de
atingir o ponto de fervura. No total, foram realizadas
90 titulacdes, visto que as amostras depois de
analisadas pelo método de titulagio iodométrica sem

aquecimento (MTIs/a) foram aquecidas e tituladas
novamente, seguindo o método da titulagio
iodométrica com aquecimento (MTIc¢/a). Obteve-se
a concentracio de SO,, em ppm, pela seguinte
férmula:

Cso, = 5000 V/P @)

em que:

Cso, - concentragio de SO, residual em ppmy;

V - volume em mililitro gasto na titulagio com
solucio de bicarbonato e iodo IN/63;

P - peso em grama da amostra.

A anilise do diéxido de enxofre residual
utilizando a fita reativa Merckoquant® da Merck foi
realizada a partir da mesma amostra processada na
titulagio iodométrica sem aquecimento (MTIs/a) e
com aquecimento (MTIc/a). A fita foi imersa na
solugio de camario ¢ dgua destilada contida no
erlenmeyer, por 30 s. A reagio colorimétrica obtida
foi comparada com a escala contida no produto,
seguindo as recomendagdes do fabricante.

Utilizou-se o modelo matemitico abaixo descrito
para correlacionar a concentra¢io de SO, residual
nos camardes, em funcio das concentragdes de
metabissulfito de sédio testadas na solucio de
imersio, do tempo de imersio dos camardes nas
solucdes e dos métodos de detecgio realizados (fita
reativa com e sem aquecimento, titulagio adaptada
do Instituto Adolfo Lutz e titulagio iodométrica com
e sem aquecimento).

Csoy = By + BMFRs/a, + B,MFRc/a,
+  BMTIs/a, + BMTIc/a 3)
+ BsTimer, + B,CMeta; + ¢

em que:
Cso, - concentragio de diéxido de enxofre
residual no camario;
A - fator de transformagio de Box ¢ Cox (1964);
Bo> B1---B - pardimetros do modelo;

MFRs/a - método da fita reativa sem
aquecimento;

MFRc/a - método da fita reativa com
aquecimento;

MTIs/a - método da titulagio iodométrica sem
aquecimento;

MTIc/a - método da titulagio iodométrica com
aquecimento;

Timer - Tempo de imersio;

CMeta - concentragio do metabissulfito de sédio
na solugio;

g, - erro associado a i-ésima observagio.

Os diferentes métodos de detecgio de SO,, MFR
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com e sem aquecimento, MTAL e MTI com e sem
aquecimento, foram inseridos no modelo em forma
de sistema bindrio. Utilizou-se o processo de
Stepwise, estabelecendo-se como padrio a estatistica
“F” de Snedecor de entrada e saida em quatro para
selecionar as varidveis dependentes significativas no
modelo. Associado ao processo de Stepwise, utilizou-
se o transformador de Box e Cox (Box ¢ Cox, 1964)
4 varidvel resposta, objetivando minimizar a soma
dos quadrados dos residuos. Ultilizou-se o teste de
D’Agostino e Pearson, de acordo com Zar (1999),
para verificar se as pressuposi¢cdes de normalidade
nio foram violadas em  decorréncia  das
transformacgoes. Os parimetros dos modelos e o uso
de diferentes testes de normalidade foram estimados
pelo programa computacional Syseapro, versio .
Também foi utilizado o programa Excel para
obtencio de grificos.

Resultados e discussao

Ao correlacionar a concentragio de SO, residual
em fungio das concentragdes de metabissulfito de
s6dio na solugio de imersio (1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4;
4,5 e 5%), do tempo de imersio dos camardes nas
solugdes (10, 15, 20, 25 ¢ 30 min.) e dos métodos de
detec¢io de SO, residual utilizados (MFRc/a,
MFRs/a, MTAL, MTIc/a e MTlIs/a), verificou-se a
minimiza¢io da soma dos quadrados dos residuos
ou maximizagio R? ao utilizar o transformador
logaritmo. Portanto, pode-se escrever a equagio da
seguinte forma:

Co = o (4152 - 15005 MFRya - 1964 MFRo - 08846 MTlsa
s0,= €

—0,8897 MTIc/a + 0,1632 CMeta) (4)
R? = 81,68%
em que:
Cso, - concentragio de diéxido de enxofre

residual no camario;

MFRs/a - método da fita reativa sem
aquecimento;

MFRc¢/a - método da fita reativa com
aquecimento;

MTIs/a - método da titulacio iodométrica sem
aquecimento;

MTlIc/a - método da titulagio iodométrica com
aquecimento;

CMeta - concentragio do metabissulfito de sédio
na solugio.

Por conseguinte, a0 se considerar estatisticamente
apropriada a relagio entre a concentragio de SO,
residual em funcio das concentragdes de metabissulfito
de sédio na solugio de imersio, do tempo de imersio
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dos camardes nas solugdes ¢ dos métodos de detecgio
de SO, residual utilizados, pode-se representi-la
graficamente (Figura 2).
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Figura 2. Relagio entre a concentragio de SO, residual e as
concentragdes de metabissulfito de sédio e os diferentes métodos
de detecgao de SO, residual.

Figure 2. Relation between the residual SO, concentration and the sodium
metabisulfite concentrations with different methods of residual SO, detection.

Verificou-se que dentre as varidveis inclusas no
modelo (CMeta, Timer, MFRs/a, MFRc/a, MT1Is/a,
MTIc¢/a ¢ MTAL), apenas a concentragio de
metabissulfito na solugio de imersio ¢ os métodos
de detecgio de SO, foram significativos (p < 0,05),
pois permaneceram os mesmos. Ressalta-se que
existiu diferenga entre os métodos avaliados, em que
para uma mesma amostra, a concentragio de SO,
residual assumiu valores diferenciados (Tabela 1).

Tabela 1. Médias dos valores de SO, residual (ppm),
determinados pelos diversos métodos em camardes marinhos
Litopenaeus vannamei, submetidos a nove diferentes concentragdes
de metabissulfito de sédio.

Table 1. Averages of residual SO, (ppm) values determined by several methods in
shrimps Litopenaeus vannamei submitted to nine different concentrations of sodium
metabisulfite.

C.Mb' MFRsa’> MFR¢a’® MTIsa* MTIc/a® MTAL®
(%) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

1 80+ 0 5242224 12926 + 17,82 14603 + 7587 140,11 +2576
15 80+0 30+ 17,58 12353 + 34,14 15241 + 4321 22342 + 111,71
2 80+0 384556 13544 + 2475 10674 + 46,74 32225 + 160,17
25 80+0 42+ 13,62 170,08 + 37,10 130,10 + 2934 412,46 + 18338
3 80+ 0 64+2724 16631 + 2474 14803 + 4588 37128 + 145,19
35 80+0 64+2724 17372 + 2300 15027 + 22,86 47837 + 101,17
4 80+0 64+ 2724 12083 + 2523 163,68 + 132,06 590,07 + 206,05

45 9643242 7242224 178,19 + 47,89 220,97 + 46,08 608,20 + 279,89
5 84+ 11,12 80+0 20137+ 3171 237,67 + 7531 67598 + 19421

Em que: 'C. Mb - concentragio de metabissulfito de sédio; "MFRs/a - método da fita
reativa sem aquecimento; *MFRc/a - método da fita reativa com aquecimento; *MTIs/a -
método de titulagio iodométrica sem aquecimento; *MTIc/a - método de titulagio
iodométrica com aquecimento; ‘"MTAL - método adaptado de titulagio do Instituto
Adolfo Lutz.

Where: 'C. Mb - sodium metabisulfte concentration; *MFR/a - method of reactive ribbon without heating; *MFRc/a -
method of reactive ribbon with heating; *MTIs/a - method of iodometric titration without heating; *MTIcla - method of
iodometric titration with heating; “M'TAL - Adolfo Lutz Institute adapted titration method.

Analisando o grifico da Figura 2 e os valores
médios de SO, residual, obtidos pelos diferentes
métodos de detecgio (Tabela 1), observou-se que a
maioria dos valores encontrados estd acima do
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permitido pela legislagio (100 ppm). Destaca-se que
as concentracdes de metabissulfito de sédio testadas
no experimento sio usualmente consideradas
“fracas” ¢ ineficientes pelos produtores, sendo
observado na pritica o uso de concentra¢des muito
superiores (cerca de 10%) para prevengio da
melanose.

Os resultados do SO, residual, obtidos pelo
método da fita reativa (MFRs/a ¢ MFRc/a), foram
uma excegio, pois praticamente todas concentragdes
de SO, residual permaneceram abaixo de 100 ppm.
Nio houve varia¢io nos resultados, mesmo quando
existiu aumento nas concentracoes das solugdes de
metabissulfito de sédio, o que denota a pouca
sensibilidade do teste.

Os métodos de detecgio residual de SO,
realizados, nesta pesquisa, diferenciaram quanto 2
obtengio de sulfitos livres e combinados no camario
inteiro. Segundo Taylor ef al. (1986), o sulfito livre é
obtido quando a amostra ¢ acidificada, procedimento
este realizado no método da titulagio iodométrica
sem aquecimento (MTIs/a). Ainda de acordo com os
mesmos autores, a acidifica¢io combinada ao
aquecimento mobiliza os sulfitos livres e parte dos
sulfitos combinados. As amostras analisadas pelos
métodos da titulagio iodométrica com aquecimento
(MTIc/a) e da titulagio adaptada do Instituto Adolfo
Lutz (MTAL) sofreram este tipo de tratamento.

Nos resultados (Figura 2 e Tabela 1), observou-
se que as amostras que foram acidificadas e
aquecidas (MTAL, MTIc/a) demonstraram, em
média, maior detec¢io de SO, residual, quando
comparadas a0 método que usou apenas a
acidificagilo  (MTIs/a). Demonstrou-se que a
obteng¢io do SO, residual aumentou em cerca de
4,09%, no MTIc/a, e em 177,81%, no MTAL,
quando comparado ao MTIs/a, corroborando as
afirmagdes de Pizzoferrato et al. (1998), que
utilizaram a extragio de sulfitos combinados apenas
em métodos nos quais hi jung¢io do pH é4cido com o
aquecimento.

No método da fita reativa sem aquecimento
(MFRs/a), as amostras nio sofreram nenhum tipo de
interferéncia e a obten¢io de SO, residual foi
praticamente constante, independentemente da
concentrag¢ao da solugio de metabissulfito de sédio.
Apés o aquecimento da amostra, repetiu-se o
método da fita reativa (MFRc/a) e constatou-se
decréscimo de 31,62% nas obtengdes de SO,
residual. Acredita-se que por esta adaptagio nio estar
de acordo com as especificacoes do produto (fita
reativa Merckoquant® da Merck), o aquecimento da
amostra tenha interferido negativamente na reagio
colorimétrica da fita.

Dentre os métodos utilizados, o MTAL foi
considerado o método mais sensivel i detecgio de
SO, residual nas amostras de camardo. Sua técnica é
mais laboriosa e requer equipamentos especificos.
Apesar de ter sido elaborado para titulagio de sucos,
foi adaptado para o camario no LEAAL, sendo
considerado um método muito confidvel, uma vez
que combina a acidificagio com o aquecimento em
circuito fechado.

E importante salientar que o limite de SO,
residual (100 ppm) estd mencionado na legislacio
apenas para a musculatura do camario. Em alguns
métodos, as amostras sio preparadas de acordo com
o solicitante, em fun¢io do tipo de beneficiamento
aplicado, que varia de acordo com o mercado para o
qual o camario é destinado (camario inteiro,
camario sem cabega e descascado). No referido
experimento, foram utilizados camardes marinhos
de classificagio 81/100, que normalmente sio
comercializados e consumidos inteiros, o que
justifica a andlise do camario com cefalotérax e
cuticula (camario inteiro).

Inspecionando amostras de camardes numa
industria de pescado, localizada em Joio Pessoa,
Estado da Paraiba, Régo (2005) comparou dois
métodos de deteccio de SO, residual: o da titulagio
iodométrica a frio, realizado de forma rotineira na
indtstria, e o método Monier-Williams, realizado no
Laboratério Nacional Agropecuirio (Lanagro) em
Recife, Estado de Pernambuco. Em seus resultados,
os niveis de SO, residual foram bastante desiguais,
quando comparados os dois métodos de detecgio.
Pelo método de Monier-Williams, analisou-se
apenas a musculatura de camario e todas as amostras
nio ultrapassaram 100 ppm, enquanto que na
titulagio iodométrica a frio utilizou-se o camario
inteiro e 66,6% das amostras ultrapassaram o limite
preconizado de 100 ppm. O autor justificou esta
desigualdade como consequéncia da diferenga do
material analisado, uma vez que o método de
Monier-Williams é considerado o mais preciso na
deteccio do SO, residual, sendo o uso das visceras
do cefalotérax o fator diferencial, comprovando a
grande concentragio do conservante nas visceras e
cuticula.

Goées  (2005) obteve resultados semelhantes
analisando amostras de camario marinho submetido
a diferentes tempos e concentracdes de
metabissulfito de sédio. Em seu trabalho, o MTAL
foi considerado o método de detec¢io de SO,
residual mais sensivel aos sulfitos livres e
combinados, quando comparado ao método de
titulagio iodométrica a frio e ao método da fita
reativa. Todavia, vale ressaltar que a autora nio
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utilizou o aquecimento das amostras destinadas as
andlises com titulagio iodométrica e fita reativa.

Conclusao

Ao avaliar a eficicia dos diferentes métodos de
detecgio de SO, residual e a interferéncia do
aquecimento, conclui-se que:

- 0 método da titulagio do Instituto Adolfo Lutz
adaptado é o recomendado para a detecgio de
sulfitos livres e combinados em camardes, por ter
sido o mais eficiente;

- o método da titulagio iodométrica pode ser
utilizado em inddstria por fornecer resultado ripido
e satisfatdrio, porém a anilise deve ser realizada com
a amostra submetida ao aquecimento ¢ ter uma
relagio com os titulos obtidos pelo método mais
preciso;

- o uso de fita reativa nio ¢é indicado,
independentemente do tratamento térmico, uma vez
que apresentou baixa sensibilidade na detecgio do
SO, residual em camardes.
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