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Determinac&o do indice de rigor-mortis e sua relagdo com a degradacéo dos nucleotideos
em tambaqui (Colossoma macropomum), de piscicultura e conservados em gelo

Determination of the rigor-mortis index and its relation with rate decrease
nucleotides of a cultivated amazonian fish

Neiva Mariade Almeida® Gilvan Machado Batista?
Makie Kodaira® Adalberto Luis Val* Edson Lessi®

RESUMO

Este trabalho teve a finalidade de determinar o
indice de rigor-mortis e sua relacdo com a taxa de degradagéo
dos nucleotideos do tambaqui (Colossoma macropomum)
cultivado e conservado em gelo. O inicio da rigidez (IR)
muscular para o pescado ocorreu 20 minutos (IR=80,1%)
apo6s a morte por asfixia entre camadas de gelo. A contracdo
total ocorreu aos 30 minutos (IR=99,4%) e a resolucédo total
do rigor cerca de 360 horas (15 dias). A concentracdo de
ATP diminuiu cerca de 50% aos 20 minutos. Aos 30 minutos
ap6s a morte, ainda restavam aproximadamente 30% da
quantidade inicial de ATP. Somente ap6s duas horas, o teor
de ATP se aproximou de zero, indicando que os exemplares
submetidos ao resfriamento com gelo apresentaram o
fendmeno de “cold shock ““ e ndo rigor-mortis. O valor k
mostrou pequenas variagfes até cerca de 2 horas ap6s a
morte e, em seguida, um aumento progressivo, variando de
0,7%, a 11,5% no 9° dia de estocagem.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, piscicultura,
conservagdo em gelo, nucleotideos, rigor-
mortis.

ABSTRACT

This study examined the rigor index and its
relation with rate decrease nucleotides of a cultivated
Amazonian fish, Colossoma macropomum, stored in ice. The
rigor index was detected 20 minutes (IR=80.1%) after death
in ice. Total muscle contraction occurred after 30 minutes

(IR=99.4%) and total resolution of rigor after 15 days in ice.
ATP concentrations decreased after 20 min to about half,
50%; after 30 minutes residual ATP was 30% and after 2
hours practically disappeared. This suggests that the C.
macropomum specimens stored in ice presented the cold shock
phenomenon rather than rigor-mortis. The K value varied
little up to 2 hours after death and then increased progressively
up to 11.5% on the 9th day of storage.

Key words: Colossoma macropomum, pisciculture, store in
ice, nucleotides, rigor-mortis.

INTRODUCAO

Dados da Food and Agriculture
Organization (FAO) mostraram que a producdo de
pesca da captura se manteve estavel e que o aumento
de 20 milhGes de toneladas em 1999, se deveu,
sobretudo ao crescimento da aquicultura, sendo este
o sistema de produgd@o de alimentos que mais cresce
no mundo, com uma taxa de 2% ao ano (FAO, 2000).

A regido Norte possui a maior diversidade
de peixes de agua doce com mais de 1500 espécies ja
descritas (JUNK et al., 1997). Nesta regido, a pesca é
baseada na atividade extrativista, o que tem
contribuido para colocar em perigo de exting@o algumas
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espécies capturadas na regido, fator determinante que
levou o Governo Federal a adotar medidas
regulamentares de protegdo as espécies de peixes na
Amazonia (MMA, IBAMA, 1997).

A participagdo do tambaqui na produgao
extrativista vem diminuindo ao longo dos anos,
registrando somente 1.849 toneladas em 1998 (MMA,
IBAMA, CEPENE, 2000). Segundo GRAEF (1995), o
tambaqui ¢ a espécie nativa que mais tem despertado
interesse para a piscicultura no estado do Amazonas,
devido a preferéncia do consumidor, excelente prego
de mercado e maior conhecimento sobre a biologia e
desempenho em cativeiro.

A comercializagdo e o transporte sdo etapas
de destaque para o sucesso da piscicultura, uma vez
que o pescado ¢ altamente perecivel e, imediatamente
apos a morte, sofre uma série de reagdes autoliticas
no musculo, que influenciam suas caracteristicas
organolépticas originais. Os primeiros processos
autoliticos no tecido muscular envolvem mudancgas
dos nucleotideos e carboidratos (BERAQUET &
LINDO, 1985).

As discussdes sobre as analises de
nucleotideos e suas alteragcdes durante a estocagem
tém sido pesquisadas. As mudancgas autoliticas
ocorrem nos peixes através de dois tipos de
deterioragdo; enzimatica e bacteriologica. As
atividades enzimaticas individuais que participam da
reacdo mediante as quais o ATP se degrada a
hipoxantina, através de IMP e da inosina varia muito
de espécie para espécie, depende da temperatura e do
pH e também de outros fatores como as condigdes de
manipulag@o, com o estado fisico dos peixes antes de
captura-los, dos métodos de captura e da maneira como
sdo sacrificados (AMLACHER, 1965; HUSS, 1988). O
rigor aparece em conseqiiéncia das primeiras
mudangas bioquimicas post-mortem, e pode ser
influenciado por fatores extrinsecos, como a captura,
a temperatura de estocagem e, principalmente, pela
maneira como o peixe € sacrificado (BOYD et al., 1984).

O estudo de rigor-mortis esta geralmente
relacionado aos efeitos das temperaturas de
estocagem, especialmente em peixes tropicais. Com
respeito a este ponto, as experiéncias mostram a
ocorréncia do “cold shock”, termo que tem sido usado
para descrever um provavel rigor que ocorre em
algumas espécies de peixes tropicais. Apesar de se
usarem as mesmas explicagdes para 0os mecanismos
entre o “cold shock” e rigor, NAMBUDIRI &
GOPAKUMAR (1988) estudaram peixes tropicais e
mostraram que estes fendmenos apresentam
diferencas principalmente no que se refere ao conteudo
de ATP presente no musculo no momento que se

estabelece a rigidez muscular e observaram que o
estado de “cold shock” se estabeleceu quando 40%
da concentrag@o de ATP ainda permanecia no musculo.

Este trabalho tem o objetivo de determinar
o indice de rigor-mortis e sua relagdo com a taxa de
degradagdo dos nucleotideos e determinar o valor K,
que ¢ utilizado para medir o frescor do peixe baseado
nas alteragdes autoliticas, relacionando a
concentragdo de inosina e hipoxantina e o conteudo
total de compostos obtidos da degradagdo de ATP, no
musculo dorsal do tambaqui produzido pela
piscicultura e conservado em gelo, para verificar se
estes pardmetros serdo considerados como indice para
avaliagdo do frescor do pescado.

MATERIAL E METODOS

O tambaqui procedente dos tanques de
engorda do “Sitio dos Gauchos” - Manaus, Am, foi
capturado com rede de arrasto. Foram utilizados 7
exemplares, com peso médio de 2,5kg e comprimento
médio de 47,9cm para determinagdo do indice de rigor-
mortis no pescado e para a determinagdo do ATP e
dos seus produtos de degradacao (valor K) no musculo
dorsal.

Os peixes foram analisados quanto ao
tempo de entrada em rigor-mortis, avaliados desde a
captura até a resolucao do rigor. O rigor dos exemplares
foi medido imediatamente apds o sacrificio por asfixia
entre camadas de gelo, na propor¢ao de 1:1, e com 10,
20 e 30 minutos apds a morte, com posteriores medidas
realizadas diariamente, procurando manter um periodo
de 24 horas, até 15 dias de estocagem. O indice de
rigor foi medido segundo com BITO et al. (1983), e
calculado de acordo com a equagao:

IR=_Do-D x100

Do

Onde: Do = valor da distancia que separa a
base da nadadeira caudal ao ponto de referéncia,
imediatamente apds a morte e D = valor da distancia
que separa a base da nadadeira caudal ao ponto de
referéncia nos intervalos de tempos selecionados.

As concentragdes de ATP e seus produtos
degradados ADP, AMP, IMP, HxR e Hx, foram
determinadas no musculo dorsal do tambaqui, de acordo
com a metodologia descrita por SCHULTE et al. (1992),
modificado por VAL et al. (1994). Realizou-se amostragem
nos exemplares imediatamente apo6s o sacrificio por
asfixia entre camadas de gelo, com 20, 80 e 120 minutos
da medida inicial e congelou-se em nitrogénio liquido
até o transporte para o Centro de Pesquisa em
Tecnologia de Alimento (CPTA), do Instituto de
Pesquisa da Amazonia (INPA). Foram realizadas
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amostragens até 12 dias de estocagem. Coletaram-se
200pg do musculo da parte dorsal aos quais foram
adicionados 400ul de acido perclorico a 8% (v/v). Em
seguida, eles foram homogeneizados e centrifugados
a 3000 rpm por 7 minutos e 200p1 do sobrenadante foi
neutralizado com 23ul de KOH (6M). Em seguida, foi
realizada Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), utilizando cromatdgrafo modelo 2152, com
bomba de titdnio 2150 acoplada a um integrador LKB
modelo 2220. Nas separagdes, utilizou-se uma coluna
de troca ionica Aquapore Ax 300, de 7mm mantida a
55°C com um fluxo de 2mL/min'. Os tampdes de eluigdo
foram preparados com reagentes de alto grau analitico
(Sigma), filtrados e pré-purificados usando a coluna
econo Bio Rad. A eluig@o foi feita com solug@o tampao
fosfato 60mmol/L KH,PO,4, pH 3,2, para os cinco
primeiros minutos, seguindo um gradiente linear até
750mM KH,PO, pH 3,5 durante 9 minutos. Estas
condi¢des foram mantidas durante 15 minutos. Em
seguida, o sistema foi lavado com solug&o tamp@o inicial
durante cinco minutos para reequilibrar a coluna antes
da segunda corrida. Solugdes padrdes de AMP, ADP
IMP, HxR, Hx, (50pg) e ATP (100pg) foram preparadas e
usadas para determinar o tempo de retenc¢do e construir
as curvas padrdes, abrangendo um intervalo de
concentracdo relevante ao planejado. As faixas de
concentragao foram compreendidas entre 0,003 a 1,0pug.
As concentragdes de todas as solu¢des padrdes foram
duplamente testadas através de espectrofotometria. O
volume exato a ser injetado na coluna variou de acordo
com a melhor visualizagao dos picos (25, 50 € 100 pl).

O valor K foi obtido pelas concentragdes
dos nucleotideos, ¢ definido segundo SAITO et al.
(1959), pela equagio:

H xR+ Hx

K= x100
ATP + ADP + AMP + IMP + H x R + Hx

Onde: ATP=Adenosina trifosfato;
ADP=Adenosina difosfato; AMP=Adenosina
monofosfato; IMP = Inosina monofosfato; HXR =
Inosina; Hx=Hipoxantina

A analise estatistica foi realizada através
de ajuste de regressdo linear simples conforme ZAR
(1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem inimeros modos de sacrificar o
peixe; por asfixia em gelo, anestesiados em gelo e agua
e ou por destrui¢ao do cérebro. O método usado para
sacrificar o peixe pode acelerar ou atrasar o inicio do

rigor. O sacrificio por destrui¢do do cérebro, também
conhecido como “iki jime”, permite manter alto nivel
de ATP no musculo (BOYD et al., 1984). Logo apos a
morte por asfixia entre camadas de gelo, ndo houve
contragdo muscular. O progresso do rigor-mortis
(Figura 1) ocorreu linearmente até 20 minutos apds a
morte e o indice de rigor foi de 80,1%. Aos 30 minutos,
ocorreu 0 maximo de contragdo (99,4%). O inicio da
resolugao do rigor ocorreu apds 144 horas (6 dias),
com o indice de rigor de 91,5%, e a resolugao total com
360 horas, (15 dias) apresentando o indice de rigor de
46,7%.

Sabe-se que o estabelecimento do rigor-
mortis € conseqiiéncia direta da concentragdo de ATP.
Convém mencionar que, quando a concentragdo de
ATP é menor que 10 umol g, todas as reservas de
ATP e de fosfato de creatina tem se esgotado, o que
produz uma rigidez das fibras musculares, com o
conseqiiente aparecimento do rigor-mortis (RABELO,
1988).

A concentragdo de ATP do musculo de
tambaqui (Figura 2) decresceu aproximadamente 50%,
aos 20 minutos, ap6s a morte do tambaqui por asfixia,
entre camadas de gelo, momento em que se deu a
contragdo inicial com indice de rigor de 80,1%. Aos 30
minutos, quando ocorreu a contragao total (IR=99,4%)
ainda restava no musculo aproximadamente 30% da
quantidade inicial de ATP. Aos 80 minutos, o miisculo
ainda possuia aproximadamente 20% da concentragao
inicial de ATP. Somente ap6s 2 horas, o teor de ATP se
aproximou de zero.

NAMBUDIRI & GOPAKUMAR (1988)
observaram que o fendmeno de “cold shock” difere
do rigor-mortis em fungdo do contetido de ATP no
musculo do pescado. Estes autores afirmaram que,
em peixes tropicais, o fenomeno de “cold shock”,
ocorreu quando ainda havia 40% do ATP nos
musculos dos peixes. PEREZ et al. (2001) relataram
que o hibrido de “cachama” cultivado e sacrificado
em gelo (0°C) sofreu uma contragdo violenta
conhecida como “cold shock” e que, nesse momento,
o contetdo de ATP foi de 0,50umol/g no musculo.
CURRAN et al. (1986) estudaram as rea¢des de “cold
shock™ em tilapia, (Oreochromis aureus/niloticus),e
quando sacrificada a 0°C esta apresentou reacdo de
“cold shock”, com inicio da rigidez 2 horas depois de
colocada em gelo e rigidez total depois de 8 horas.
PARRY et al, (1987) estudaram o efeito do “cold
shock” em carpa chinesa (Aristychthys nobilis) e em
truta arco-iris (Salmo gairdnerii) sacrificadas e
estocadas a temperatura de 0°C. A carpa sofreu o
fendmeno de “cold shock™, enquanto a truta ndo
sofreu esse fenomeno.

Ciéncia Rural, v.35, n.3, mai-jun, 2005.
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Figura 1 - Progresso do rigor-mortis (%) do tambaqui, cultivado ¢ estocado em gelo.

As concentracdes iniciais de ATP e ADP
no musculo dorsal de tambaqui cultivado foram
similares, provavelmente devido a resintese do ATP
via fosfato de creatina (Figura 2). Aos 20 minutos,
houve um decréscimo de cerca de 50% do valor inicial
de ATP, e o ADP aumentou praticamente o triplo do
valor inicial, paralelamente ocorreu acumulo de AMP.

Aos 80 minutos ap6s o sacrificio, os niveis de ATP
(0,04mmol/g) e ADP (0,38mmol/g) decresceram. Os
niveis de ATP diminuiram 80% em relagdo aos valores
iniciais e mostraram um residual de 6,13% ap6s 2 horas.
Os teores de ADP permaneceram altos, 0,56 ¢
0,31mmol/g com 20 e 1728 minutos respectivamente,
possivelmente interferindo nos niveis de IMP e das
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Figura 2 — Concentragdo de nucleotideos do tambaqui, cultivado e estocado em gelo.
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quantidades de inosina e hipoxantina, cuja expectativa
seria de valores expressivos e crescentes. No entanto,
detectaram-se pequenas quantidades durante os 12
dias de estocagem, apesar do valor de hipoxantina ser
considerado como indice de determinacdo da
qualidade de pescado de agua doce (BEUCHAT, 1973).

O valor K, relagdo entre os contetidos de
inosina, hipoxantina e os produtos de degradagdo do
ATP no musculo de tambaqui, mostrou pequenas
variagdes até 2 horas apos a morte do pescado entre
camadas de gelo. Em seguida, ocorreu um aumento
progressivo, até um valor inferior a 12% ao final do
periodo de estocagem com 12 dias. O valor K foi
proporcional ao tempo de armazenamento (Figura 3).

TSUCHIMOTO et al. (1986) afirmaram que
peixes de dguas tropicais mostram menores mudangas
no valor k do que peixes de dguas temperadas. Nesta
pesquisa, observou-se que o valor K encontrado no
musculo do tambaqui até o 12° dia de estocagem
indicou alto nivel de frescor, por se mostrarem menores
que 12%, valor bastante inferior aos 20% estabelecido
por OKUMA et al. (1992) que classificaram o pescado
que apresenta valor K inferior a 20% como altamente
frescos aptos para o consumo cru, com valores entre
20-40% como frescos, devendo ser cozidos para
consumo e pescados com valores acima de 40% como
nao frescos improprios para o consumo humano. De

acordo com ALMEIDA (1998), nesse mesmo periodo
(com 12 dias de estocagem em gelo), o tambaqui foi
considerado “qualidade especial” (classe A), segundo
analise sensorial e valores das medidas fisico-quimicas
de 6,45 e 10,73 para pH e N-BVT (Nitrogénio - Bases
Volateis Totais), respectivamente.

PEREZ etal. (2001) observaram que o valor
K em hibridos de “cachama” cultivados, e armazenados
a 0°C, ndo ultrapassou 20% até o 14° dia de estocagem
em gelo. RYDER et al. (1984) estudaram o “jack
mackerel” (Trachurus novaezelandiae) peixe marinho,
estocado em gelo e observaram que ocorreu uma
variagao do valor K de 2% a 60%. Alcangou 20% apos
7 dias de estocagem em gelo, tempo em que a analise
sensorial também indicou o final do tempo de vida
util. Estes autores concluiram que o valor K pode ser
usado como indicador de qualidade para o consumo
do peixe na forma de “sashimi” (peixe cru) e como
indice de frescor durante o tempo de vida qutil.
HATULA et al. (1993) estudaram o “whitefish”
(Coregonus wartmanni) que foi considerado
aceitavel, quando apresentou valor K acima de 80% e
um valor minimo de IMP de 1,0 mmol/g. VALLS et al.
(1994) estudaram a sardinha (Sardinella aurita), inteira
e eviscerada e conservada em gelo. Observaram que o
valor K inicial foi semelhante para sardinha inteira e
eviscerada e alcangaram valores finais de 70 e 73%,
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Figura 3 - Resultados do valor k, pardmetro utilizado para medir o frescor de peixe baseado nas alteragdes autoliticas, no musculo

dorsal do tambaqui, cultivado e estocado em gelo.
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respectivamente. A rejeicdo organoléptica para a
sardinha inteira ocorreu no 8° dia e correspondeu a um
valor K de 54%, enquanto que, para a eviscerada, a
rejeicdo organoléptica ocorreu no 11° dia e
correspondeu a um valor K de 55%.

CONCLUSOES

O tambaqui cultivado e sacrificado entre
camadas de gelo apresentou o fenomeno de “cold
shock” e néo rigor-mortis, por ter ocorrido contragdo
muscular total quando 30% da concentragdo inicial de
ATP ainda estava presente no musculo. A espécie
apresentou no musculo baixos niveis de ATP e seus
produtos de degradacdo e conseqiientemente, baixos
valores K durante a estocagem. A determinacdo do
valor K, durante 12 dias de conservagdo em gelo, se
revelou bom indice para avaliagdo do frescor.
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