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PREAMBULO

O principe dos mares

Sdo mil anos de historia! Descoberto pelos Vikings em suas diabolicas aventuras, faria mais tarde o
casamento perfeito com sal e sol, pela mdo dos bascos, visiondrios, que assim o transformaram em
verdadeiro negécio. Dos portugueses virou o “fiel amigo”, parceiro ideal na época das grandes navegagoes, a
quem alimentou a vida, meses a fio, quando estes sairam por ai fora riscando os mares dos quatro cantos do
globo. Valioso, todos queriam arribar ds cercanias do Polo Norte e trocd-lo por ouro. Finalmente, vieram as
indiistrias norueguesas para internacionalizar definitivamente o produto mais tradicional da face da terra —

0 bacalhau. “Por favor, mais um bolinko de bacalhau ai, cara!”

O hdbito de comer bacalhau ganhou expressio no Brasil com a vinda da corte portuguesa, no inicio do Séc.
XIX. Se um dia, tal iguaria jd foi privilégio de intelectuais e gente mais abastada da populagdo, hoje, a
culindria brasileira ndo a dispensa de seus carddpios, desde finos restaurantes a modestos bares e botequins.
Nas festividades do Natal e da Pdscoa entdo, quem teria o mau gosto de ndo levd-lo para casa? Bem

distante vai 0 ano de 1843, quando se verificou a primeira importacdo oficial brasileira de bacalhau da

Noruega.

Nessa época, a Noruega jd era, hd muito, o grande polo mundial de exportagdo de bacalhau. Um poeta
noruegués ¢ que definiu bem a sua importdncia para a economia daquele pais. ‘O que faremos se o bacalhau
nos abandonar?” Questionava ele preocupado e concluia, com certa angiistia — O que levaremos a Bergen

para trocar por ouro?

Quando os bascos tiveram a ideia de salgar o bacalhau e deixd-lo secando ao ar livre, talvez ndo
imaginassem a revolugdo que isso provocaria na alimentacdo mundial. & que ndo podiam ter encontrado
peixe mais perfeito para essa atividade. O seu baixo teor de gordura e a alta concentragdo de proteinas
facilitavam aquele processo de conservagdo. Foi na busca de um produto assim, ndo perecivel, capaz de
suportar longas viagens, em época de grandes navegagoes, que levou os portugueses a adotar o bacalhau. E

para pescd-lo, iam até aos confins do mundo.



A pesca do bacalhau era uma auténtica caga ao ouro, em que muitas vidas se perdiam, um ato de heroismo
nas dguas geladas do Atldntico Norte. Desde 0 Séc. XV e por mais de 500 anos, navios portugueses partiam
em abril para a mais terrivel das missoes, nas proximidades da Noruega e da Groenldndia, sé regressando em
outubro, com os poroes repletos de bacalhau. Cada navio levava 40 a 60 barcacas de apenas 5 metros de
comprimento, todas elas capazes de flutuar com ndo mais de uma tonelada de pescado. Enquanto o navio
permanecia ancorado em algum sitio, os pescadores desapareciam atrds do horizonte, naquelas embarcagoes
minitsculas, nunca se intimidando com nevoeiros, icebergs ou poderosas tempestades. Era um trabalho
tremendamente solitdrio, atenuado apenas pela companhia de uma biissola e um balde de iscas, bem como
pdo e azeitonas para matar a fome. Linhas com mil anzois eram lan¢adas ao mar e chegavam a esperar 20
horas pelo sucesso da pescaria. Finalmente podiam retornar ao navio, mas no dia seguinte, ds 4 da manhd,

(4 estavam eles em busca de mais... e mais!

As grandes frotas mercantis da época tentavam a todo o custo dominar e controlar os locais de pesca do
bacalhau. Muitos tratados internacionais foram alinhavados entre as grandes poténcias, mas algumas
“‘Guerras do Bacalhau” acabavam por ser inevitdveis, como a que opds ingleses e espanhdis, em 1585. Hoje a
guerra ¢ outra e o mundo se une contra a morte anunciada do “principe dos mares”. De um dia para o outro
poderemos ficar apenas com relatos de grandes feitos alcangados por quem teve a gloria de contempld-lo
vagando pelo Atlintico. ‘E escritos como o de um certo didrio de bordo de uma tal embarcagdo de pesca em
dguas escocesas, narrando um inesquecivel dia de junho de 1852, quando seus tripulantes, em poucas horas,
conseguiram pescar e trazer a terra firme mais de mil desses peixes, ndo passardo de contos fantdsticos,

assim como o mito de que o bacalhau fresco nunca existiu, ou entdo, que é um peixe sem cabega.

Fontes:
A herdica pesca do bacalhau. Disponivel em: <http://www.slideshare.net/>. Acesso em: 17 set. 2009.

KurlansKy, M. Bacalhau: a histéria do peixe que mudou o mundo. Nova Fronteira: Rio de Janeiro, 2000.
253 p.

O mundo do bacalhau. Disponivel em: <http://www.bacalhau.com.br/>. Acesso em: 18 set. 2009.
Rosenbery, A.4.; Bolster, W.J.; Alexander, K.E.; Leavenworth, W.B.; Cooper, A.B.; McKenzie, M.G. The

history of ocean resources: modeling cod biomass using historical records. Frontiers in Ecology and the
Environment, n. 3, v. 2, p. 84-90, 2005.



CAPITULO I

RESUMO

O Brasil € dos paises lideres na importacdo de peixes salgados e secos. Em 2008, importou
da Noruega cerca de 30 mil toneladas destes produtos, a um custo de aproximadamente 190
milhdes de ddlares. O bacalhau é um produto salgado e seco bastante apreciado no pais, mas
espécies afins, de menor valor comercial, sdo também utilizadas na fabricacdo de peixes
salgados secos e muitas vezes comercializadas como o bacalhau do Atlantico (Gadus
morhua). A variagdo da razdo de is6topos estaveis de carbono (**C/*’C) e de nitrogénio
(**N/*N) é medida com alta precisdo por espectrometro de massa de raz&o isotépica (IRMS)
e nos Ultimos 20 anos tem aumentado significativamente a aplicacdo desta tecnologia na
avaliacdo de fraudes e adulteracbes dos alimentos. O objetivo deste trabalho foi utilizar
is6topos estaveis de 8"°N e 5'°C na identificacio de bacalhau e espécies afins. Utilizando a
analise isotdpica, em musculos e 0ssos, foi possivel diferenciar o bacalhau (do Atlantico e do
Pacifico) de Ling, Zarbo e Saithe (p < 0,01), que s&o trés produtos salgados e secos de menor
valor comercial. Com a pele ndo foi possivel tal distingdo entre bacalhau do Pacifico e Ling
(p > 0,05). A combinagdo de anélises de valores de §°N de diferentes tecidos — musculo,
pele e 0ssos — possibilitou a separacdo das espécies. A comparagéo grafica de valores de §°N
de musculo vs. pele, musculo vs. 0ssos e pele vs. 0ssos permite estabelecer trés regides de
confiangca: uma com bacalhau do Atlantico e bacalhau do Pacifico; outra com Ling e Zarbo; e
finalmente, uma terceira regido com o Saithe isolada de todos. Os resultados obtidos
demonstram que a metodologia é viavel para a distincdo entre bacalhau e outros peixes
salgados secos. No entanto, conclusdes mais seguras serdo obtidas com uma base de dados,

para que, isotopicamente, se faca um historico da origem desses peixes.

Palavras-chave: Gadidae; bacalhau; legalidade; IRMS; °C; §*N.



ABSTRACT

Brazil is the leading country in the importation of salted dried fish. In 2008, Brazil imported
from Norway about 30 thousand tones of this products, at a cost of approximately US$ 190
million. The cod is one of the most popular salted dry product in this country, but related
species of lower commercial value, are also used in the manufacture of salted dried fish and
often commercialized as the Atlantic cod (Gadus morhua). The variation of the stable
isotopes ratio of carbon (*C/*?C) and nitrogen (**N/**N) is measured with high precision
mass spectrometry isotope ratio (IRMS), and in the last 20 years there was a significant
increase of this technology, applied in the evaluation of frauds and food adulterations. The
aim of this work was to utilize stable isotope of >N and §*3C in identification of codfish and
related species. Utilizing the isotopic analysis in muscles and bones, it was possible to
differentiate cod (Atlantic and Pacific) from Ling, Zarbo and Saithe (p < 0.01), which are
three salted dried products of lower commercial value. Through the skin it was not possible to
distinguish between Pacific cod and Ling (p > 0.05). The combination of analysis 8"°N values
of different tissues — muscle, skin and bones — enable the separation of species. The graphic
comparison of the >N values of muscle vs. skin, muscle vs. bones and skin vs. bones allow
to establish three regions of confidence: one with Atlantic cod and Pacific cod; another with
Ling and Zarbo; and finally, one third region with Saithe isolated of all. The results obtained
demonstrate that the methodology is feasible to distinguish between cod and other salted
dried fish. Nevertheless, a more secure conclusions will be obtained with a database, to do a
historic of isotopic origin of these fishes.

Keywords: Gadidae; cod; legality; IRMS; §'3C; 5'°N.



1 OBJETIVOS

e Verificar a possibilidade de utilizar a metodologia de is6topos estaveis de carbono
(6*3C) e nitrogénio (8'°N) para identificar as diferentes espécies de bacalhau (do
Atlantico e do Pacifico) e de peixes salgados secos, tipo bacalhau salgado seco

(Saithe, Ling e Zarbo), normalmente comercializadas no Brasil, e assim detectar
eventuais adulteracdes;

e Analisar a qualidade dos peixes salgados e secos pela anélise de pardmetros quimicos
(umidade, cloretos e cinzas) e fisicos (atividade de dgua — Aa).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Os Gadideos

O bacalhau habita as aguas frias do Atlantico Norte, ao longo das regides costeiras de
Newfoundland-Labrador (Canadd), Groenlandia, Islandia e ilhas de Lofoten (Noruega). A
sua pesca s6 ocorre durante um curto periodo de tempo, entre 0s meses de dezembro a
fevereiro, 0 que ndo inviabiliza a disponibilidade da espéecie durante o ano inteiro
(LUCCIA et al., 2005). Contudo, devido a uma intensa exploracdo que perdura ha séculos
(DUTIL e BRANDER, 2003), o esgotamento de praticamente todos 0s estoques
comerciais (FAO, 2009) faz com que viva hoje sob o estigma da erradicacdo (DUTIL e
BRANDER, 2003). Assim, na tentativa de reverter este quadro, o também chamado
bacalhau do Atlantico passou a ser utilizado na aquicultura, desde 1980 (OTTERA et al.,
2007). Gradualmente, o seu potencial e de outros Gadideos tém sido aproveitados com
sucesso em fazendas marinhas de territorios como Noruega, Reino Unido e costa leste dos
EUA e Canada, ou ainda, numa escala menor, Islandia, Espanha e Chile (ROSENLUND e
SKRETTING, 2006).

Para os pescadores profissionais, sempre houve cinco tipos de Gadideos: bacalhau do
Atléntico, hadoque, pescada-polacha, merltcio e badejo. Entretanto, um sexto elemento
passou a integrar essa lista. E o bacalhau do Pacifico, cuja carne é considerada de
categoria ligeiramente inferior & do bacalhau do Atlantico (KURLANSKY, 2000).

A familia Gadidae, pertencente a ordem Gadiformes, é formada por um grupo de
aproximadamente 50 espécies, distribuidas em 3 sub-familias: Gadinae, que inclui os
peixes de maior valor comercial, como os trés do género Gadus — Gadus morhua
(bacalhau “cod” ou do Atlantico), Gadus ogac (bacalhau da Groenlandia) e Gadus
macrocephalus (bacalhau do Pacifico) — e outros como o Pollachius pollachius
(“Pollock), o Pollachius virens (“Saithe”), o Melanogrammus aeglefinus (“Haddock”) e
0 Merlangius merlangus (“Whiting”); Lotinae, de espécies importantes como Molva

molva (“Ling”) e Brosme brosme (“Zarbo”); e finalmente Phycinae, de que fazem parte os



Urophycis spp. (merllcios) (COHEN et al., 1990). O bacalhau prefere aguas rasas e
poucas vezes se aventura abaixo de 540 metros de profundidade (KURLANSKY, 2000).
A grande maioria dos Gadideos vive em recifes continentais ao longo do Atlantico Norte,
mas também habita areas do Polo Sul e outros oceanos. Predominantemente, sdo peixes
marinhos bento-pelagicos de &guas frias, embora poucas espécies tolerem as baixas

salinidades dos estuérios e ocasionalmente 4gua doce (COHEN et al., 1990).

2.2 Salga e secagem de peixes

O bacalhau do Atlantico é o maior patriménio dos povos nordicos, que ainda se fazem
valer de técnicas arcaicas de conservacdo destes peixes. Capturado com processos
simples, mas eficientes, o peixe é secado ao sol, sobre grades de madeira, e depois batido,
para se transformar no bacalhau seco e salgado (LUCCIA et al., 2005). A sua carne € a
mais branca entre os peixes pertencentes a familia Gadidae, sendo um dos produtos
tradicionais mais apreciados em todo o mundo, sobretudo, devido a estabilidade de

armazenamento, sabor e alto valor nutricional (LAURITZSEN et al., 2004).

Atualmente, a Noruega é o maior produtor e exportador de bacalhau salgado e seco. O seu
preparo é feito a partir do peixe fresco decapitado, eviscerado e deixado a secar durante
cerca de trés meses, tanto no inverno quanto na primavera. Finalmente, o produto é
armazenado em lugar fresco e seco (LUCCIA et al., 2005). Contudo, a fabricacdo do
bacalhau salgado envolve diferentes processos, de acordo com o tipo de produto final que
se deseja (ANDRES et al., 2005). Neste caso, normalmente, ap0s a evisceragio, 0s peixes
sdo cortados ao longo da linha mediana ventral e abertos para remocdo da espinha, até
cerca de 3/4 do seu comprimento. Depois, sdo amontoados em varias camadas alternadas
com finos gréos de sal, sempre de couro voltado para baixo. Apds uma semana, € feita
outra salga, desta vez com sal grosso. O processo de maturagdo deste produto requer no
minimo um més, quando finalmente passam por desidratacdo num tanel de calor ou

através de agentes atmosféricos (LUCCIA et al., 2005).



Salga e secagem sdo técnicas antigas de conservacdo de pescado e consistem
essencialmente em aumentar a vida de prateleira do produto (FUENTES et al., 2008).
Este processo de desidratacdo e absorcdo de sal pelos tecidos do peixe ocorre devido a
diminuicdo da atividade de agua (MUJAFFAR e SANKAT, 2005), que deve ser baixa o
suficiente para impedir o crescimento de bactérias (THORARINSDOTTIR et al., 2001;
MUJAFFAR e SANKAT, 2005). A absorcao de sal depende de vérios fatores, como a
espécie, tipo de musculo, tamanho do peixe, espessura do filé, conteudo e distribuicdo de
lipidios, estado fisioldgico, metodo de salga, relacdo peixe-sal, temperatura ambiente,
congelamento e descongelamento, etc. (WANG et al., 2000). O sal também causa
plasmdlise, provocando grandes alteracGes na conformacdo de proteinas e enzimas
(BARAT el al, 2003). Com a desnaturagdo protéica, os tecidos do peixe perdem a
capacidade de retencdo de &gua (THORARINSDOTTIR et al., 2002; MARTINEZ-
ALVAREZ e GOMEZ-GUILLEN, 2006).

Mas o objetivo da salga e secagem do peixe fresco ndo se restringe apenas a preocupacoes
relacionadas com a sua conservacdo. Visa também promover alteracdes sensoriais
importantes, que tornam o produto muito apreciado pelos consumidores (ANDRES et al.,
2005).

Todos os Gadideos podem servir de matéria-prima na arte da salga e secagem de pescado
(KURLANSKY, 2000). Mas o bacalhau do Atléantico é o peixe mais indicado para este
tipo de atividade, sobretudo pelas suas caracteristicas sensoriais Unicas, aliadas a uma
simplicidade muito grande de processos, que conduz a baixos custos de producdo
(MARTINEZ-ALVAREZ e GOMEZ-GUILLEN, 2006).

2.3 Comércio de peixes salgados secos no Brasil e no mundo

No mercado brasileiro, existem cinco tipos principais de peixes salgados secos: Gadus
morhua, também conhecido no Brasil como “Porto”; Gadus macrocephalus (“Portinho”
ou “Codinho”); Saithe (Pollachius virens); Ling (Molva molva); e Zarbo (Brosme
brosme) (BRASIL, 2007). Pelo “Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de



Peixe Salgado e Peixe Salgado Seco”, Bacalhau é o produto salgado ou salgado seco
elaborado com peixes das espécies Gadus morhua, Gadus macrocephalus e Gadus ogac
(BRASIL, 2001). Portanto, os produtos Saithe, Ling e Zarbo sdo apenas designados

peixes salgados ou peixes salgados secos.

Segundo dados apresentados pela Secretaria de Comércio Exterior (SECEX), a Noruega é
0 principal exportador de peixes salgados e secos (Gadideos) para o Brasil. No ano de
2008, o Brasil importou da Noruega cerca de 30 mil toneladas desses produtos, a um
custo de aproximadamente 190 milhGes de dolares. A importacdo desse tipo de produto
tem aumentado anualmente, desde 2003, ano que houve uma importacdo de 17 mil
toneladas desses peixes pelo Brasil (BRASIL, 2008). O Saithe ¢ o produto mais
importado, tendo praticamente atingido as 20 mil toneladas em 2008, ou seja,
aproximadamente 65% do total das importacdes (CONSELHO NORUEGUES DA
PESCA, 2008).

2.4 A qualidade de produtos alimentares

A competicdo na comercializacdo de alimentos, pressionada por consumidores cada vez
mais exigentes, tem contribuido para a necessidade de se colocar no mercado produtos de
elevada qualidade (COMI et al., 2005; FORSTEL, 2007).

A qualidade de produtos alimentares € determinada por seus atributos sensoriais,
composicdo quimica, contaminantes toxicolégicos e nivel microbioldgico, vida de

prateleira, embalagem e etiquetagem (MOLNAR, 1995).

Entretanto, se por um lado, a globalizagdo do comercio mundial de pescado trouxe muitos
beneficios e oportunidades, também exigiu novos desafios relativamente a qualidade e
seguranca desses produtos (ABABOUCH, 2006). Por isso, novos instrumentos para o
controle da qualidade dos alimentos passaram a auxiliar, ou a substituir, os métodos
quimicos tradicionais, normalmente utilizados na deteccdo de contaminagdes. Existe a

dificuldade de se fazer um histérico adequado de um alimento, principalmente em relagédo



a origem geografica do material e & identidade dos lotes analisados. E também limitada a
capacidade em detectar fraudes com elementos sintéticos de caracteristicas quimicas
idénticas aos originais. Assim, 0s isOtopos estaveis passam a ser utilizados para analisar
os alimentos, as matérias-primas que compdem o produto alimentar e também o ambiente
onde estes produtos esto inseridos (FORSTEL, 2007).

2.5 Isbtopos estaveis

A teoria em torno das técnicas dos isotopos estaveis revela que os principais elementos
dos produtos encontrados na natureza existem também espontaneamente na sua forma
isotopica. Significa que 0 mesmo composto quimico, proveniente de diferentes fontes,
pode ser também constituido por is6topos estaveis em diferentes concentracGes naturais
(THOMAS et al.,, 2005). Os seres vivos sd@o formados principalmente por carbono,
nitrogénio, oxigénio, enxofre e hidrogénio. Por sua vez, estes elementos quimicos
dispdem de um ou Varios is6topos estaveis, cuja caracteristica principal € a ndo emissédo
de radiagdo (TIUNOV, 2007). O mais comum é possuirem um isétopo leve, como *2C,
YN, 0, *?s e 'H, mas podem também apresentar um ou mais is6topos pesados, como
B¢, BN, Y0, 80, s, #s, ¥s e 2H (DUCATTI, 2000).

A anélise de isotopos estaveis foi, durante muito tempo, utilizada principalmente por
geologos e geoquimicos, mas nos Ultimos 20 anos tem aumentado significativamente a
aplicacdo desta tecnologia na avaliagdo da legalidade dos alimentos (THOMAS et al.,
2005).

A relacdo entre os is6topos estaveis pode ser utilizada como um sinal da matéria e da
fonte de energia que caracteriza 0s organismos, mas tambem como um integrador na
avaliacdo dos processos ecoldgicos associados ao fracionamento isotdpico (TIUNOV,
2007).

Em geral, a composicdo isotopica dos constituintes de produtos agricolas (proteinas,

carboidratos, gorduras, minerais) depende de varios fatores. Alguns deles podem indicar a



origem regional, outros estdo mais relacionados a fatores de producdo. Esses fatores
incluem a utilizagdo de fertilizantes, certos alimentos que fazem parte da dieta dos
animais, variacGes sazonais e fatores geograficos (composicdo do solo, altitude, etc.).
Estes afetam a razdo de is6topos estaveis e podem ser usados como um sinal da origem
regional de produtos agricolas (LUYKX e VAN RUTH, 2008).

2.6 A espectrometria de massa de razao isotopica — IRMS

A espectrometria de massa de razéo isotopica (IRMS — Isotope Ratio Mass Spectrometry)
¢ uma técnica que permite distinguir compostos quimicamente idénticos, atraves da
anélise de seu conteudo em isétopos (BRENNA et al., 1997). Para assegurar a eficiéncia
dessa técnica, todas as amostras devem ser convertidas em gases simples, como por
exemplo, hidrogénio, diéxido de carbono, monoxido de carbono, nitrogénio, oxigénio ou
enxofre (FORSTEL, 2007). A razdo de is6topos estaveis dos elementos que constituem
quase todos os materiais biolégicos pode ser determinada por essa técnica, como por
exemplo, *C/*2C, °N/*N, 0/**0, 2H/*H ou *s/%%S (LUYKX e VAN RUTH, 2008).

2.7 1s6topos estaveis de **C e >N em estudos ecolégicos

Tradicionalmente, isotopos estdveis de carbono e nitrogénio tém sido os elementos
quimicos mais importantes na analise de alimentos e dietas de animais, enquanto que
oxigénio, hidrogénio e enxofre sdo mais utilizados para rastrear os movimentos dos
animais e também estudar as alteracBes climaticas (HOBSON, 1999; DALERUM e
ANGERBJORN, 2005).

Em estudos alimentares com animais, uma das condi¢des basicas para a utilizacdo da
metodologia dos isdtopos estaveis € que as fontes da dieta do animal em questdo tenham
sinais isotopicos distintos (FORSBERG et al., 1993). As relacbes entre os isdtopos
estaveis que ocorrem naturalmente nos tecidos dos animais representam uma combinagdo
dos elementos ingeridos e dos processos de fracionamento (DALERUM e
ANGERBJORN, 2005). Em geral, os valores isotépicos de §°C e 8°N presentes nos



animais refletem os valores isotopicos de suas dietas (WADA et al., 1991). Os isétopos de
carbono sdo mais apropriados como marcadores, uma vez que fracionam muito pouco nas
cadeias alimentares, ao contrario dos is6topos de nitrogénio que, pelas suas
caracteristicas, sdo mais utilizados em processos ecolégicos (TIUNOV, 2007). Portanto,
as andlises isotopicas de um animal podem assim ser usadas para reconstruir 0s seus
habitos alimentares quando as fontes de alimento tém diferentes valores de §"°N. O §"°N
do corpo do animal é um pardmetro eficiente para analisar o seu nivel trofico num
determinado ecossistema, permitindo assim utilizar o ciclo do nitrogénio para idealizar
um método analitico capaz de classificar os componentes do reino animal, do ponto de
vista biogeoquimico. Por outro lado, os valores de §*C encontrados nos tecidos dos
animais sdo o reflexo de seus hébitos alimentares, baseados em plantas dos ciclos
fotossintéticos C3 ou C, (WADA et al., 1991). Nos ecossistemas aquéticos, as plantas
aquaticas e, direta ou indiretamente, as terrestres sdo as fontes priméarias de energia
utilizadas pelos animais (FORSBERG et al., 1993).

Os animais podem apresentar, nos seus tecidos celulares, composic¢Bes isotdpicas
diferentes das caracteristicas dos alimentos que consomem, talvez devido a trés fatores: 1)
“memoria” isotdpica; 2) fracionamento metabdlico, tido como a diferenca na composicédo
isotopica entre reagentes e produtos das reacdes bioquimicas; e 3) direcionamento
isotopico. O termo memodria isotopica significa que as alteragdes nas dietas dos animais
ndo provocam mudancas imediatas na composi¢do isotopica de seus tecidos. A dinamica
de incorporacdo isotopica depende de varios fatores, como o tamanho e a taxa de
crescimento do animal, a composicdo nutricional das dietas, ou o turnover catabélico
inerente ao tipo de tecido biologico (REICH et al., 2008).

Entretanto, a composicao isotopica das fontes de alimentos pode variar continuamente
durante o ano, sobretudo em ecossistemas aquaticos. Nesses ambientes, a composicéo
isotopica do plancton chega a sofrer alteragdes em torno de 20%.. Sendo o plancton a base
da cadeia alimentar dos organismos aquaticos, tal variabilidade nos valores de *°C e 5'°N
pode alterar significativamente as composicGes isotopicas dos tecidos dos animais
consumidores (PERGA e GERDEAUX, 2005).



Portanto, diferencas sutis na composi¢do isotopica de determinado produto, com a
consequente alteracdo do volume de seus elementos quimicos e respectivos is6topos,
podem ser medidas através de instrumentos eficazes. Os valores de §°C e §"°N estdo
relacionados a habitos alimentares e em certas circunstancias podem ser utilizados para
verificar a legalidade dos rétulos que acompanham os alimentos industriais (procedéncia
organica, tipo de flor que deu origem a determinado mel, peixe oriundo da natureza ou da
aqiicultura, etc.); a concentracdo de 80 e §°H é influenciada pela origem da agua no
produto — em bebidas pode ser usada para detectar dilui¢cbes fraudulentas (a diluicdo em
vinhos e sucos de fruta deve trazer rétulos de “produtos ndo concentrados™); os sinais
isotopicos de §3C, 8N, 80 e &°H estdo também associados & origem geogréfica e
podem ser utilizados para verificar a proveniéncia dos produtos alimentares (THOMAS et
al., 2005).

2.8 Alguns estudos desenvolvidos no CIE

O Centro de Isotopos Estaveis Ambientais em Ciéncias da Vida (CIE)/UNESP vem
desenvolvendo métodos analiticos precisos na detecgdo de adulteracBes em alimentos,
através da IRMS.

A andlise da composicéo isotépica de *C em proteina do mel de abelha permite hoje
detectar com absoluta certeza possiveis irregularidades quanto ao seu grau de pureza
(ARAUCO et al., 2008).

A quantificacdo do percentual de malte e adjuntos presentes em cervejas tipo Pilsen,
através de isotopos estaveis de *3C e N, permitiu separar cervejas classificadas como

puro malte das que apresentavam arroz em sua composi¢do (SLEIMAN et al., 2008).

Trabalhos de rastreabilidade foram também desenvolvidos com sucesso. Denadai et al.
(2008), analisando ovos de galinhas poedeiras comerciais, desenvolveram um método

seguro de deteccdo de farinhas animais em sua alimentacdo. A alimentacdo de aves com



farinhas animais é repudiada por muitos paises importadores, sobretudo da Comunidade
Europeia. Nessa mesma linha de pesquisa, outros trabalhos foram bem sucedidos na
deteccdo de farinhas de origem animal em dietas de frangos (GOTTMANN et al., 2008;
MORI et al., 2008) e de codornas (MORI et al., 2007).

2.9 Estudos com o bacalhau

Normalmente, a aplicacdo da IRMS em peixes avalia componentes isotopicas de
masculos, 0ssos e escamas, sobretudo para lipidios e derivados, bem como proteinas e
aminodcidos. A agua corporal pode também ser analisada pelo IRMS (THOMAS et al.,
2005). Os dados fornecidos pelo valor de §"°N dizem respeito & ingestdo e metabolismo
das proteinas, enquanto que o valor de 8*3C presta informacées tanto de proteinas quanto
de lipidios (PERGA e GERDEAUX, 2005). A utilizaco de isotopos estaveis de **C e °N
tem, por exemplo, permitido distinguir o pescado proveniente da aquicultura e da natureza
(MORRISON et al., 2007; SERRANO et al., 2007).

No caso do bacalhau (Gadus morhua), Sherwood et al. (2007) compararam os habitos
alimentares de duas populacdes distintas da espécie, uma que habita as aguas proximas de
Labrador e outra ndo muito distante, mais a sul, em Newfoundland, ambas no Canada.
Esses dois grupos de animais apresentaram algumas variagcOes importantes, quanto a
crescimento, condigdo corporal, reserva de gordura ou a idade em que atingem a
maturidade sexual. A explicacdo para tal fendbmeno pode estar nas diferencas de
alimentag&o, verificadas através de analise de conteudo estomacal e de isdtopos estaveis
de carbono (8*3C). Phillips e Eldridge (2006) ja tinham referido que os animais podem ter
mudancas nos sinais isotopicos corporais, por alteracdo de suas dietas, na maior parte das
vezes como consequéncia de migracfes para novos ambientes, com caracteristicas
isotopicas diferentes. Portanto, a mesma especie tende a apresentar caracteristicas

bioldgicas distintas, influenciadas pelo ambiente onde esta inserido.

Quando se pretende estudar espécies provenientes da pesca extrativa, a avaliacdo dos

estoques pesqueiros é fundamental. Joensen et al. (2000) consideram que as areas de



desova sdo normalmente distintas, mas devido as migracGes, 0s peixes capturados podem
representar varios estoques. Deutch e Berth (2006) conseguiram identificar dois estoques
de bacalhau (Gadus morhua), localizados em extremos opostos do Mar Baéltico, através da
razdo de isotopos estaveis em tecidos de musculo (*C e °N) e otdlitos (*3C e *20).
Entender a estrutura dos estoques de bacalhau e o seu comportamento migratorio tem uma
importancia decisiva na conservagdo e monitoramento da diversidade dessas populacdes
(BERGSTAD et al., 2008). As exploragdes intensivas das comunidades de peixes sempre
levam a reducdo dréstica das espécies maiores, que normalmente estdo no topo das
cadeias alimentares, afetando assim a estabilidade geral desses ecossistemas (PINNEGAR
etal., 2002).

Os estoques de peixes estdo sujeitos a flutuagées no tempo e no espago (CUSHING et al.,
1996), ndo s6 em funcdo da exploracdo humana (COOK et al., 1997), mas também de
fatores abidticos, como alteracfes na temperatura, salinidade ou correntes maritimas
(CUSHING et al., 1996), e ainda de processos biolégicos, como predacdo, competicéo e
canibalismo (CALEY et al., 1996). Sherwood e Rose (2005) analisaram as composi¢cdes
isotopicas de varios peixes, entre eles o bacalhau, e ainda invertebrados representativos de
uma fracdo da plataforma continental do Canada, e propuseram montar uma base de

dados para auxiliar futuros estudos na area.

A revisdo da literatura apresentada serviu como base para o desenvolvimento desta Tese

de Doutorado, que esta dividida em trés artigos cientificos:

Artigo cientifico 1 — REQUISITOS DA LEGISLAGCAO BRASILEIRA PARA PEIXES
SALGADOS E PEIXES SALGADOS E SECOS.

Artigo cientifico 2 — IDENTIFICACAO DE PEIXES SALGADOS SECOS DA
FAMILIA GADIDAE ATRAVES DE ISOTOPOS ESTAVEIS DE §*C E §°N.



Artigo cientifico 3 — UTILIZAGAO DE §'*C E >N EM TECIDOS DE BAIXA E ALTA
ATIVIDADE METABOLICA NA IDENTIFICACAO DE PEIXES SALGADOS
SECOS.
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CAPITULO I I

REQUISITOS DA LEGISLACAO BRASILEIRA PARA PEIXES SALGADOS E PEIXES
SALGADOS E SECOS

RESUMO

No comércio mundial de peixes salgados e secos, o Brasil € um dos principais importadores.
Entretanto, a comercializacdo desse tipo de produto deve atender a determinadas caracteristicas
de qualidade estabelecidas pela legislacao brasileira, baseadas principalmente nos niveis de sal e
umidade. O objetivo deste estudo foi analisar indicadores fisicos e quimicos de bacalhau do
Atlantico, bacalhau do Pacifico, Ling, Zarbo e Saithe. Foram realizadas analises de umidade,
cloretos, cinzas e atividade de agua. Os teores médios de sal variaram entre 19,9 a 25,8%,
enquanto os teores de umidade variaram de 49,4 a 52,3%. Os resultados mostraram que a
legislacdo brasileira deve ser revista, para que os limites legais de sal e umidade estejam de
acordo com a categoria do produto — bacalhau salgado verde e peixes salgados verdes; bacalhau
salgado semi-seco e peixes salgados semi-secos; bacalhau salgado seco e peixes salgados secos.
Os métodos de anélise ndo correspondem aos descritos por 6rgdos internacionais. Sugere-se a
inclusdo da atividade de agua como parametro de apoio na avaliacdo da vida de prateleira desses

produtos.

Palavras-chave: Gadidae; bacalhau; qualidade; umidade; cloretos; atividade de agua.
ABSTRACT

In the international dry salted fish trade, Brazil is one of the major importers. Nevertheless, the
commercialization of these products must be in accordance with some requirements of quality

fixed by Brazilian legislation, based mainly in moisture and sodium chloride levels. The aim of

this study was to analyze physical and chemical indicators of Atlantic cod, Pacific cod, Ling,



Zarbo and Saithe. There are analyzed moisture content, sodium chloride, ash and water activity.
The average rate of salt varied between 19.9 to 25.8%, while the values of moisture varied
between 49.4 to 52.3%. The results showed that the Brazilian legislation should be revised so
that the legal limits of salt and moisture are consistent with the product category — salted green
cod and salted green fish; salted cod partially dried and salted fish partially dried; salted dried
cod and salted dried fish. The methods of analysis do not correspond to those described by
international organism. The inclusion of water activity as parameter of quality in shelf-life

estimation of these products was suggested.

Keywords: Gadidae; cod; quality; moisture; sodium chloride; water activity.

INTRODUCAO

O Brasil é dos paises que mais tem movimentado o comércio mundial de peixes salgados e
secos, sendo um dos principais mercados consumidores. Em 2007, o Brasil importou 35.393
toneladas de bacalhau, a um custo de 226 milhdes de dolares (USDA FOREIGN
AGRICULTURAL SERVICE, 2008).

Salga e secagem sdo técnicas antigas de conservagdo de pescado e consistem essencialmente
em prolongar a vida de prateleira do alimento (FUENTES et al., 2008). Envolvem diferentes
processos, que variam de acordo com o tipo de produto final desejado pelas indUstrias (ANDRES
et al., 2005). Sdo processos longos e sujeitos a grande manipulacdo (RODRIGUES et al., 2003),
com influéncia nos atributos de qualidade do produto final. Estes atributos podem ser:
nutricionais, microbioldgicos, bioguimicos e fisico-quimicos (BARAT et al., 2006). No caso de
peixes salgados ou salgados secos, a sua qualidade esta intrinsecamente vinculada a da mateéria-
prima, ao método de salga, ao controle da temperatura e umidade durante o transporte, entre
outros requisitos do processamento (BRASIL, 2007).

No Brasil, as normas para comercializagdo de peixes salgados e secos sdo baseadas no
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Peixe Salgado e Peixe Salgado Seco
(BRASIL, 2001). Teores de sal (NaCl) e umidade sdo os requisitos quimicos considerados. Para
peixes salgados secos, é fixado um limite minimo de 10% de sal e um méximo de 45% de

umidade (peixes considerados magros).



O objetivo deste trabalho foi analisar indicadores fisicos e quimicos dos principais peixes

salgados comercializados no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados: Bacalhau do Atlantico, Gadus morhua; Bacalhau do Pacifico, Gadus
macrocephalus; Ling, Molva molva; Zarbo, Brosme brosme; e Saithe, Pollachius virens.

As amostras de carne, com aproximadamente 100g, foram obtidas em supermercados e
empresas importadoras do Estado de S&o Paulo. As analises foram realizadas na Universidade
Estadual Paulista (UNESP) / Departamento de Gestdo e Tecnologia Agroindustrial, Campus de
Botucatu-SP, Brasil.

O teor de umidade foi determinado apds secagem das amostras em estufa, a 105°C, por 16-18
horas; as cinzas, ou residuo mineral fixo, foram determinadas ap0s incinerardo das amostras em
mufla, a 550° C; e o teor de cloretos determinado a partir da titulacdo de aliquotas da solugdo em
analise com uma solucdo padrdo de nitrato de prata, conforme método de Mohr ou
argentométrico, segundo recomendacdes da Instrugdo Normativa n° 20, de 21 de julho de 1999
(BRASIL, 1999).

A atividade de &gua foi medida por método direto, através do analisador Aqualab 3T, da
Decagon Devices.

Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

A comparacdo das médias foi realizada atraves de anélise de variancia ANOVA, seguida pelo

teste de comparacao multipla de Tukey-Kramer (p < 0,05).

RESULTADOS

Os resultados das andlises fisicas e quimicas dos peixes sdo mostrados na Tabela 1. N&o
houve diferenca significativa entre as médias (p > 0,05). Os teores médios de umidade variaram
entre 49,4 a 52,3% e os teores médios de sal (NaCl) entre 19,9 a 25,8%. Como se esperava, 0S
teores de cinzas estdo em conformidade com os de sal, ou seja, peixes mais salgados tém valores
mais elevados de cinzas. Os valores de atividade de &gua sdo caracteristicos de alimentos com

umidade intermediaria.



A Figura 1 confronta os resultados das analises de umidade e cloretos com a Legislacdo
Brasileira. Todas as amostras de peixe salgado seco tém mais de 10% de sal (Fig. 1-A), portanto,
estdo de acordo com os padrdes definidos pela legislacdo. Porém, em relacdo a umidade, apenas
uma amostra de bacalhau do Atlantico, uma de bacalhau do Pacifico, uma de Saithe e uma de

Zarbo estdo dentro dos limites legais, de no méximo 45% (Fig. 1-B).

Tabela 1 — Andlises fisicas e quimicas de amostras de cinco tipos de peixe salgado seco
comercializados no Brasil (média + dp).

Peixes salgados secos Aa ud (%) Cz (%) Cl (%)
Bacalhau do Atlantico 0,750 £ 0,008 52,3+4,4 219+2,6 213+23
Bacalhau do Pacifico 0,745 + 0,003 496+7,8 274+8,4 258+7.4
Ling 0,747 £ 0,003 51,4+14 202+14 199+11
Zarbo 0,746 + 0,003 49,4+49 23,6 £ 3,2 225+38
Saithe 0,742 + 0,002 50,8 £5,1 211+23 203+19

Aa: Atividade de agua; Ud: Umidade; Cz: Cinzas; Cl: Cloretos (NaCl).
Aa e Ud - Bacalhau do Atlantico: n = 8; Bacalhau do Pacifico: n = 4; Ling: n = 5; Zarbo: n = 6; Saithe: n = 7.
Cz e Cl - Bacalhau do Atlantico: n = 7; Bacalhau do Pacifico: n = 3; Ling: n = 3; Zarbo: n = 5; Saithe: n = 6.
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Figura 1 — Teores de NaCl (A) e umidade (B) versus legislacdo brasileira, que estabelece um limite

minimo de 10% de sal e maximo de 45% de umidade.

A) Bacalhau do Atlantico: n = 7; Bacalhau do Pacifico: n = 3; Ling: n = 3; Zarbo: n = 5; Saithe: n = 6.
B) Bacalhau do Atlantico: n = 8; Bacalhau do Pacifico: n = 4; Ling: n = 5; Zarbo: n = 6; Saithe: n = 7.




Os resultados demonstram que 50% das amostras analisadas apresentaram teores de sal na
faixa de 20-25%; 37,5% apresentaram teores situados entre 18-20%; e as demais amostras
(12,5%) teores de sal superiores a 25% (Fig. 1-A).

DISCUSSAO

O objetivo da salga é diminuir a atividade de agua (Aa) do produto a niveis que permitam
aumentar a sua estabilidade microbiana, quimica e bioguimica (CHIRALT et al., 2001). Aa é o
parametro mais importante para prevencdo ou limitacdo do crescimento microbioldgico, sendo
responsavel pela estabilidade do alimento, modulacéo da resposta microbiolégica e determinante
do tipo de microrganismos encontrados no alimento (CHIRIFE et al., 2006). Neste estudo, 0s
valores de Aa foram muito semelhantes, em torno de 0,74-0,75 (Tab. 1). Esses produtos estdo
dentro da categoria de alimentos estaveis que, segundo Jay (2005), contém entre 15 a 50% de
umidade e Aa entre 0,60 a 0,85. A Aa ndo é considerada na legislacdo brasileira como parametro
de qualidade de peixes salgados secos.

Os valores encontrados para os teores de umidade demonstram que a Legislagédo brasileira
ndo é considerada na importacdo de bacalhau e dos demais peixes salgados e secos. Na verdade,
a entrada da Noruega na producdo de peixes salgados levou a alteracdo dos métodos de salga,
diferindo dos tradicionais métodos de salga e secagem desenvolvidos pelos portugueses. Para se
adequar aos novos tempos, Portugal, que hoje é um grande importador de bacalhau salgado da
Noruega, elaborou novas regras para comercializacdo do bacalhau, onde foram definidos os
parametros legais para conteddo de sal e teores de umidade nas seguintes categorias: bacalhau
verde e espécies afins verdes (teor de sal igual ou superior a 16% e teor de umidade superior a
51% e inferior a 58%); bacalhau salgado semi-seco e espécies afins semi-secas (teor de sal igual
ou superior a 16% e teor de umidade superior a 47% e inferior a 51%); e bacalhau salgado seco e
espécies afins salgadas secas (teor de sal igual ou superior a 16% e teor de umidade inferior a
47%) (PORTUGAL, 2005b).

A Figura 1 mostra que os teores de cloretos iguais ou superiores a 16% e teores de umidade
situados entre 51% e 58%, como especifica a Legislacdo portuguesa para bacalhau ou espécies
afins verdes, sdo encontrados em cinco amostras de bacalhau do Atlantico, trés amostras de

bacalhau do Pacifico, trés amostras de Ling, trés amostras de Zarbo e duas de Saithe. Estes



resultados demonstram a necessidade de atualizar a Legislagéo brasileira para que as importacdes
atendam aos requisitos legais.

Recentemente, foram apresentados no World Seafood Congress, por Gandini et al. (2009),
dados que demonstram a adulteracdo do peso de pescado pela injecdo de liquidos, e este fato
também deve ser avaliado para garantir que ndo haja acdes de adulteracdo do bacalhau salgado e
seco por este método.

Uma questdo importante em relacdo aos teores de sal e umidade de peixes salgados é que a
Legislacdo brasileira estabelece a utilizacdo de secagem em estufa da amostra de peixe salgado
para determinacdo dos teores de umidade. Poréem, tanto a Association of Official Analytical
Chemists quanto a Norma Portuguesa estabelecem que, em anélises de umidade, a amostra deve
ser previamente dispersa em areia lavada ou 1& de vidro e posteriormente secada em estufa
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2005; PORTUGAL, 2005a).

Em relacdo a determinacédo de cloretos, 0 método preconizado pela Association of Official
Analytical Chemists e pela Norma Portuguesa € o método de Volhard ou método
mercurométrico (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2005;
PORTUGAL, 2005a).

Os teores de cinzas variaram na proporcao dos niveis de sal das amostras. As cinzas sdo, na
verdade, uma maneira indireta de avaliar a absorc¢ao do sal, porque o cloreto ndo se decompée em
temperaturas até 550°C (SANT’ANA, 2003).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que o regulamento técnico para peixes
salgados no Brasil € bastante falho, havendo a necessidade de uma revisao dos limites legais para
os teores de sal e de umidade e, a exemplo da Norma Portuguesa, incluir oS novos processos para
obtencdo dos produtos salgados. O mais importante seria incluir a Aa nos parametros, facilitando
assim um melhor entendimento dos processos de deterioragdo que irdo ocorrer durante a vida de
prateleira do produto.

Por outro lado, as metodologias determinadas pela Legislacdo devem ser revistas para se

adequar as indicacdes de métodos oficiais de analise de 6rgaos internacionais.
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CAPITULO I I I

IDENTIFICACAO DE PEIXES SALGADOS SECOS DA FAMILIA GADIDAE
ATRAVES DE ISOTOPOS ESTAVEIS DE 6'°C E 6'°N

RESUMO

O bacalhau salgado é um dos produtos da pesca mais valorizados em todo 0 mundo e o Brasil um
dos principais mercados consumidores. A legislacdo brasileira considera que bacalhau sdo
produtos processados utilizando peixes do género Gadus. Entretanto, outras espécies da mesma
familia sdo comercializadas como bacalhau. Uma técnica capaz de detectar fraudes em alimentos
€ a espectrometria de massa de razdo isotdpica (IRMS). O objetivo deste trabalho foi verificar se
peixes salgados secos da familia Gadidae podem ser identificados por esse processo. Assim,
foram analisados os valores de 8*3C e 6"°N de musculos de bacalhau do Atlantico (Gadus
morhua) e bacalhau do Pacifico (Gadus macrocephalus), bem como de outros peixes salgados
secos: Ling (Molva molva), Zarbo (Brosme brosme) e Saithe (Pollachius virens). Os valores
médios de 8*°N mostraram diferencas significativas (p < 0,01) entre os dois tipos de bacalhau e
os produtos Ling, Zarbo e Saithe. Portanto, bacalhau do Atléntico e bacalhau do Pacifico sdo
estatisticamente idénticos, mas podem ser diferenciados de Ling, Zarbo e Saithe pela analise dos
valores de 5'°N. Os resultados deste estudo fornecem informacées para elaboracéo de uma base
de dados.

Palavras-chave: Bacalhau; mésculo; IRMS; fracionamento isotépico; §°C; §*°N.
ABSTRACT
Salted cod is one of most valuable fishery products in the world, and Brazil is one of major

consumer markets. By Brazilian legislation, cod is a product processed only with fishes of genus

Gadus. However, another Gadidae species were commercialized as cod. Isotope ratio mass



spectrometry (IRMS) is a technique able to detect frauds in foods. The aim of this work was to
examine if salted dried fishes of Gadidae family may be identified by this process. §*3C and §*°N
values were analyzed in muscles of Atlantic cod (Gadus morhua) and Pacific cod (Gadus
macrocephalus), and other salted dried fishes: Ling (Molva molva), Zarbo (Brosme brosme) and
Saithe (Pollachius virens). The average values of §*>N showed significant differences (p < 0.01)
between cod and Ling, Zarbo and Saithe products. Thus, Atlantic cod and Pacific cod are
statistically identical, but can be differentiated from Ling, Zarbo and Saithe by analysis of §°N

values. The results of this study supply information to elaboration a database.
Keywords: Cod; muscle; IRMS; isotopic fractionation; 5°C; §™°N.
INTRODUCAO

Bacalhau salgado é um produto muito apreciado, tanto pelo sabor, aroma e textura, quanto
pela alta estabilidade e valor nutricional, mas a sobre-explotacdo das espécies Gadus tem levado
ao estabelecimento de cotas de pesca, causando expressivo aumento no preco do produto salgado
(LAURITZSEN, 2004).

O Brasil é dos paises que mais tem movimentado o comércio mundial de peixes salgados
secos, sendo um dos principais mercados consumidores. Em 2007, o Brasil importou 35.393
toneladas de bacalhau, a um custo de 226 milhdes de ddlares (USDA FOREIGN
AGRICULTURAL SERVICE, 2008).

Em funcdo da producdo global de peixes, espéecies similares podem ser comercializadas de
forma indevida em ag¢des fraudulentas (BELL et al., 2007).

A legislacéo brasileira criou um regulamento de identidade e qualidade desses produtos, que
discrimina bacalhau de outros peixes salgados secos. Essa legislacdo estabelece que o bacalhau
sO pode ser produzido com as espécies Gadus mohrua, Gadus macrocephalus e Gadus ogac,
enquanto que as demais espécies, tais como Molva molva (Ling), Brosme brosme (Zarbo) e
Pollachius virens (Saithe) devem ser comercializadas como peixe salgado e seco (BRASIL,
2001). Entretanto, usualmente estas espécies sdo comercializadas como bacalhau.

A Norma Portuguesa utiliza a mesma denominacéo da Legislacdo Brasileira para bacalhau,

enguanto gque as demais espécies salgadas sdo chamadas de espécies afins (PORTUGAL, 2005).



Espectrometria de massa de razdo isotopica (IRMS) é uma técnica que oferece uma
inequivoca evidéncia da adulteracdo de alimentos e tem sido usada para detectar fraudes
(KELLY, 2003).

A anélise de isétopos estaveis tem sido utilizada para varias finalidades na indudstria de
alimentos, como por exemplo: distingdo entre peixes de aquicultura e da natureza (MORENO
ROJAS et al., 2007; SERRANO et al., 2007; DEMPSON e POWER, 2004); adulteracdo em
bebidas (ROSSMANN, 2001); determinacdo de origem geografica de alimentos (LUYKX e
VAN RUTH, 2008).

O objetivo deste trabalho foi verificar se musculos de cinco espécies de peixes salgados secos

da familia Gadidae podem ser identificados pela anélise de is6topos estaveis de *C e °N.
MATERIAL E METODOS

Amostras

Os peixes salgados secos avaliados neste estudo podem ser divididos em duas categorias
comerciais, de acordo com o regulamento técnico estabelecido pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 2001): (1) Bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) e Bacalhau do Pacifico (Gadus
macrocephalus); (2) peixes salgados secos da familia Gadidae: Ling (Molva molva), Zarbo
(Brosme brosme) e Saithe (Pollachius virens).

Amostras dessas cinco especies foram adquiridas em supermercados e empresas importadoras

do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Analises de isotopos estaveis

A andlise de is6topos estaveis de *3C e °N foi medida em espectrémetro de massa de razdo
isotopica (IRMS), na Universidade Estadual Paulista (UNESP) / Centro de Is6topos Estaveis
Ambientais em Ciéncia da Vida (CIE), Campus de Botucatu-SP, Brasil.

Pequenos pedacos de musculo foram secos em estufa, a 50° C, durante 48 horas, e moidos em
moinho criogénico, para homogeneizacdo. As particulas finissimas resultantes foram entéo
pesadas (50-60pg e 500-600pg para anlise de 8*°C e &N, respectivamente) e colocadas em
capsulas de estanho. Finalmente, essas capsulas foram submetidas a combustao total sob fluxo

continuo de Hélio, a 1020° C, através do analisador elementar (EA 1108 — CHN Fisons



Elemental Analyzer), acoplado ao espectrometro de massa Delta S Finnigan Mat, com erro
analitico de 0,2%o (*3C/**C) e 0,3%o0 (°N/**N).

As razes isotopicas das amostras, analisadas em duplicata, foram comparadas com o0s
padrdes internacionais estabelecidos para o carbono — PDB (Pee Dee Belemnite, um fossil de
Belemnitella americana da formacao Peedee, da Carolina do Sul, EUA) — e para o nitrogénio — ar
atmosfeérico (N,). Esses valores, designados pela terminologia delta (5), em per mil (%o), foram

calculados através da seguinte equacao:
X (%O) = [(Ramostra - Rpadréo) / Rpadrélo] X 1000,

em que X representa °C ou °N e R corresponde & razdo isotépica de carbono (**C/**C) e

nitrogénio (°N/“N).

Andlises estatisticas
A comparagdo das medias foi realizada através de analise de variancia (One-way ANOVA) e

posteriormente foi adotado o teste de Tukey, com significancias estatisticas de 5%.
RESULTADOS

Os valores médios dos sinais isotopicos de §**C e '°N, com os respectivos valores minimos e
maximos, de amostras de musculo das cinco espécies de peixe salgado seco podem ser
visualizados na Tabela 1. A comparacéo dos valores de §3C ndo mostrou diferenca significativa
entre as espécies (p > 0,05). Em relagdo aos valores de 8N, tanto o bacalhau do Atlantico
quanto o bacalhau do Pacifico diferiram significativamente de Ling, Zarbo e Saithe (p < 0,01).
Entretanto, os dois tipos de bacalhau séo estatisticamente semelhantes (p > 0,05). Na comparacéo
dos valores médios de 8"°N de Ling, Zarbo e Saithe, também nao houve diferencas significativas
(p > 0,05).

Em relacéo aos valores médios de 5"3C, os dois tipos de bacalhau (do Atlantico e do Pacifico)
tendem a apresentar um enriquecimento na sua composicao isotopica, quando comparados com
as demais espécies. O mesmo se verifica na comparacdo dos valores médios de 8"°N, em que

bacalhau do Atlantico e bacalhau do Pacifico sdo mais ricos que Saithe, Ling e Zarbo.



Analisando ainda a Tabela 1, pode-se verificar que os valores maximos de 5'°N de Zarbo
(17,42%0), Ling (17,04%o0), e Saithe (15,70%o) estdo distantes dos valores minimos de °N de
bacalhau do Atlantico (17,55%o). Os valores minimos de '°N de bacalhau do Pacifico (17,14%o)
se distanciam também dos valores méaximos de 8'°N de Ling e Saithe, mas se sobrepdem aos
valores méaximos de 8N de Zarbo. N&o foi possivel fazer esse tipo de comparacéo entre os dois
tipos de bacalhau, porque os valores maximos e minimos de &N se sobrepdem. Tal
sobreposicdo ocorre igualmente para valores maximos e minimos de §*3C, em amostras de

musculo das cinco espécies, 0 que também inviabiliza essa comparacao.

Tabela 1 — Valores de §*°C e §"°N em musculos de cinco espécies de peixe salgado seco (média +
desvio padréo).
Peixes salgados secos  n 37°C (%o) 3N (%o)

média dp  min. max. média dp  min. max.

Bacalhau do Atlantico 7 -19,43* 06 -20,43 -1864 1846°% 08 17,55 19,48
(Gadus morhua)

Bacalhau do Pacifico 4 -1895* 05 -19,69 -18,67 18,33% 09 17,14 19,32
(Gadus macrocephalus)

Ling 5 -19,62® 0,7 -2023 -1876 1576° 11 1429 17,04
(Molva molva)

Zarbo 5 -1915% 09 -2055 -1824 1579° 12 1413 17,42
(Brosme brosme)

Saithe 7 -2018% 0,8 -21,27 -1913 14,74 10 1297 1570
(Pollachius virens)

Nas colunas, médias com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0,01).

A comparacdo entre os valores méaximo e minimo de 8°N das cinco espécies permitem
distanciar bacalhau do Atlantico de Saithe, Ling e Zarbo, em 1,85%o, 0,51%0 e 0,13%o,
respectivamente. O bacalhau do Pacifico se distancia apenas de Saithe e Ling, em 1,44%0 e
0,10%o, respectivamente. Como se nota na Figura 1, estes resultados permitem identificar duas
regides de confianca, de acordo com a categoria comercial das espécies: uma que separa bacalhau
do Atléntico de peixes sem designagéo de bacalhau (Ling, Zarbo e Saithe) (Fig. 1-A); outra que

apenas separa bacalhau do Pacifico de Ling e Saithe (Fig. 1-B).



O Zarbo foi excluido das duas regides identificadas na Figura 1-B, porque seu valor maximo
de "N se sobrepde ao valor minimo de 8'°N de bacalhau do Pacifico, embora seus valores

médios tenham permitido diferencia-los estatisticamente (p < 0,01) (Tab. 1).
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Figura 1 — Valores médios (+ dp) de 8"°N vs. 5™°C em musculos de peixes salgados secos.

DISCUSSAO

Neste estudo, as analises estatisticas dos valores médios de 8'°N das amostras de mdsculo
permitiram diferenciar os dois tipos de bacalhau (do Atlantico e do Pacifico) de peixes de menor
valor comercial, como Ling, Zarbo e Saithe. Os valores médios de 8**C das amostras n&o se
mostraram t&o importantes. Mas o confronto entre os valores maximo e minimo de §*°C e °N
tornaram visiveis duas regides de confianca separando essas duas categorias comerciais, embora
a distincdo entre bacalhau do Pacifico e Zarbo pareca mais dificil de ser alcancada, por
sobreposicéo de dados.

Essas regides de confianca identificadas na Figura 1 estdo, por sua vez, sujeitas a flutuacéo.
Sendo tais dados o reflexo da variabilidade natural que caracteriza 0s estoques pesqueiros
(CUSHING et al., 1996), um numero maior de amostras traria resultados mais conclusivos. Isso
permitiria a criagdo de uma base de dados, como referido por Sherwood e Rose (2005), visando

mapear as diferengas que ocorrem de um meio para outro.




Os valores de 8*°N e §™*C nos animais sdo o reflexo dos valores isotdpicos de suas dietas e
esta variabilidade depende do alimento que essas especies tém a disposicdo nos diferentes
ecossistemas onde forem capturados (WADA et al., 1991).

O bacalhau do Atlantico, considerado aqui como referéncia, € o peixe dominante em muitos
ecossistemas (LINK e GARRISON, 2002), um predador que normalmente se situa no topo das
cadeias alimentares onde vive. Sdo caracteristicas aplicveis também as restantes espécies
analisadas neste estudo (COHEN et al., 1990). A dificuldade em rastrea-los, atraves dos is6topos
estaveis de carbono e nitrogénio, esta na sua mobilidade. Capturas de bacalhau em determinado
estoque pesqueiro podem incluir exemplares de outras procedéncias (JOENSEN et al., 2000) e,
consequentemente, com habitos alimentares diferentes.

Isso talvez explique as variacdes nos sinais isotopicos de 5N, obtidas no bacalhau do
Atlantico (1,93%0) e também no bacalhau do Pacifico (2,18%o), Ling (2,75%0), Zarbo (3,29%0) €
Saithe (2,73%0). Portanto, esse fracionamento isotopico pode indicar que 0s peixes sdo de
diferentes procedéncias e niveis troficos distintos. De acordo com DeNiro e Epstein (1981),
valores de 8'°N de 2-5%o caracterizam niveis tréficos diferentes. Deutsch e Berth (2006), ao
detectarem um fracionamento isotdpico (3,1%o) nos valores de 8°N, em dois estoques de
bacalhau localizados em lados opostos do Mar Baltico, explicaram do mesmo modo o
fracionamento.

As variacdes nos valores de °C foram de 1,79%. (bacalhau do Atlantico), 1,02%o. (bacalhau
do Pacifico), 1,47%o (Ling), 2,31%0 (Zarbo) e 2,14%o (Saithe), indicando também hébitos
alimentares diferentes entre as espécies. Wada et al. (1991) referem que, para valores de §*°C,
variages em torno de 1%o refletem niveis troficos diferentes.

Pinnegar et al. (2002) fizeram um levantamento da comunidade de peixes do Mar Céltico,
gue inclufa bacalhau do Atlantico, Ling e Saithe, com seus valores de "N fixados em 15,2%o,
15,3%0 e 14,4%o, respectivamente. Os valores meédios do bacalhau do Atlantico obtidos neste
estudo (Tab. 1) mostram um enriquecimento de N em 3,26%.. Essa diferenca ocorre pela
variabilidade natural que caracteriza os diferentes ambientes de captura. No caso do Ling e do

Saithe, esses valores s&o idénticos aos verificados neste estudo (Tab. 1).



CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho demonstram que é possivel identificar e separar 0s dois tipos
de bacalhau (do Atlantico e do Pacifico) dos demais peixes salgados secos (Ling, Zarbo e Saithe)
pela analise de is6topos estaveis de >N, em tecidos de masculo. Entretanto, a diferenciacio entre
bacalhau do Atlantico e bacalhau do Pacifico é inviavel.

A anlise estatistica mostrou que o 5°N é um parametro eficiente para esse tipo de anélise. O
8"3C néo é determinante.

Conclui-se ainda que, pela variabilidade natural dos diferentes estoques de pesca, com
influéncia nas composicdes isotdpicas (5°N) dos peixes, deve ser criado um banco de dados para

reforcar as informacdes colhidas neste estudo.
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CAPITULO I V

UTILIZACAO DE $"C E "°N EM TECIDOS DE BAIXA E ALTA ATIVIDADE
METABOLICA NA IDENTIFICACAO DE PEIXES SALGADOS SECOS

RESUMO

Peixes salgados secos da familia Gadidae apresentam caracteristicas visuais muito semelhantes,
podendo ser confundidos entre si, 0 que facilita a ocorréncia de fraudes. A técnica dos is6topos
estaveis € atil na identificagdo de animais que utilizam fontes distintas de alimento. O objetivo
deste trabalho foi comparar a eficiéncia da analise isotépica de 5°C e 8N de tecidos de pele e
0ssos com a de musculo na identificagdo desses produtos. Assim, foram analisados os sinais
isotopicos de 8*3C e 5'°N de pele, ossos e musculo de bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) e
bacalhau do Pacifico (Gadus macrocephalus), bem como de outros peixes salgados secos: Ling
(Molva molva), Zarbo (Brosme brosme) e Saithe (Pollachius virens). Os valores médios de §*°N
de ossos e musculo mostraram diferencas significativas (p < 0,01) entre os dois tipos de bacalhau
e os produtos Ling, Zarbo e Saithe. Em tecidos de pele os resultados foram os mesmos, com
excecdo de bacalhau do Pacifico e Ling, que ndo diferiram entre si (p > 0,05). A analise dos
valores de 8N de todos os tecidos revelou eficiéncia na identificacdo das diferentes espécies,
separando bacalhau (do Atlantico e do Pacifico) de Saithe, Zarbo e Ling, e também Saithe de
Ling e Zarbo. Por sua vez, 5°N de pele vs. 0ssos parece ser mais indicado que mésculo vs. pele e

musculo vs. 0ssos. Uma base de dados ajudara a reforcar os resultados deste estudo.
Palavras-chave: Bacalhau; 0ssos, pele, musculo; IRMS; fracionamento isotopico; Gadidae.

ABSTRACT

Salted dried fish of the Gadidae species have very similar visual characteristics what might

confuses this identification and making easier the occurrence of fraud. The stable isotope



technique is useful in identifying animals that use different sources of food. The aim of this work
was to confront the efficiency of isotopic analysis of §**C and 8*°N of skin and bones tissues with
those of muscle in the identification of these products. Thus, the values of §°C and 8"°N were
analyzed in skin, bones and muscle of Atlantic cod (Gadus morhua) and Pacific cod (Gadus
macrocephalus), and other salted fish: Ling (Molva Molva), Zarbo (Brosme brosme) and Saithe
(Pollachius virens). The average values of &N in bones and muscle showed significant
differences (p < 0,01) between the two types of cod and Ling, Zarbo and Saithe products. In skin
tissues the results were identical, except Pacific cod and Ling, which didn’t differ between
themselves (p > 0,05). The analysis of 6°N values of all tissues has shown an efficient tool to
identify the different species, separating cod (Atlantic and Pacific) from Saithe, Zarbo and Ling;
and Saithe from Ling and Zarbo too. Otherwise, the levels of §'°N in skin vs. bones appear to be
more indicated for identification of muscle vs. skin and muscle vs. bones. A baseline will be

useful to strength the results of this study.
Keywoords: Cod; skin; bone; muscle; IRMS; isotopic fractionation; Gadidae.
INTRODUCAO

A variacdo natural de isdtopos estaveis tem servido para verificar a autenticidade de alguns
alimentos, fornecendo informagGes sobre a origem do material (FORSTEL, 2007). A aplicacdo
desse tipo de andlise em peixes requer um bom entendimento dos ecossistemas aquaticos onde
vivem, sobretudo quanto as relacdes troficas e movimentos migratérios (GANNES et al., 1998).
Tradicionalmente, is6topos estaveis de carbono e nitrogénio sdo o0s instrumentos mais
importantes na analise de alimentos e dietas de animais (HOBSON, 1999), podendo estimar
valores de 5'°N e &"3C entre presa e consumidor (GUELINCKX et al., 2008). A composicdo
isotépica de um consumidor é normalmente enriquecida em 3-5%o de *°N (PETERSON e FRY,
1987) e 1%o de *3C (WADA et al., 1991), em relaco a sua dieta.

Se a composicdo isotopica de um animal reflete a de sua dieta (GANNES et al., 1998),
diferentes tecidos desse mesmo animal podem mostrar tempos distintos de assimilacdo de uma
nova fonte de nutrientes (HOBSON e CLARK, 1992). Por exemplo, o colageno dos 0ssos, que

normalmente apresenta taxa mais lenta de incorporacdo isotépica (CARLETON et al., 2008),



pode ser um indicador de dieta de longo prazo. Entretanto, é esperado que a analise de tecidos
mais ativos metabolicamente, como o figado, esteja relacionada com dieta mais recente
(HOBSON e CLARK, 1992). Por sua vez, Perga e Gerdeaux (2005) descobriram que,
dependendo da época do ano, a composicéo isotdpica de tecidos de musculo nem sempre reflete
0 que 0 peixe come. Muitas vezes, 0s nutrientes do alimento ingerido sdo desviados para o
crescimento gdnadal e, consequentemente, os sinais isotépicos de §**C e §'°N ndo se refletem no
masculo.

Dessa forma, quando se pretende analisar relacGes troficas de peixes ativos como os da
familia Gadidae, que costumam percorrer grandes distancias em busca de alimento, desde areas
continentais até regibes mais profundas (COHEN et al., 1990), pode ser mais indicado utilizar
tecidos de menor atividade metabdlica.

No Brasil, esses Gadideos sdo muito consumidos salgados secos, sobretudo o bacalhau do
Atlantico. Mas normalmente sdo vendidos em postas e 0os consumidores dificilmente conseguem
distinguir as diferentes espécies. Assim, mesmo estando em vigor um regulamento de identidade
e qualidade desse tipo de produto (BRASIL, 2001), é provavel que haja fraudes.

O objetivo deste trabalho foi verificar se a analise isotopica dos valores de §'°C e 8N de
dois tecidos de baixa atividade metabdlica — pele e 0ssos — tém a mesma eficiéncia que tecidos de

musculo na identificacdo de cinco espécies de peixes salgados secos da familia Gadidae.
MATERIAL E METODOS

Amostras

Os peixes salgados secos avaliados neste estudo sdo divididos em duas categorias comerciais,
de acordo com o padrdo de qualidade estabelecido pela legislagéo brasileira (BRASIL, 2001): (1)
Bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) e Bacalhau do Pacifico (Gadus macrocephalus); (2)
peixes salgados secos da familia Gadidae, ndo considerados bacalhau: Ling (Molva molva),
Zarbo (Brosme brosme) e Saithe (Pollachius virens).

Supermercados e empresas importadoras do Estado de Sdo Paulo, Brasil, forneceram as

amostras de musculo, pele e 0ss0s.



Anélises de isotopos estaveis

A andlise de is6topos estaveis de **C e °N foi medida em espectrémetro de massa de razdo
isotopica (IRMS), na Universidade Estadual Paulista (UNESP) / Centro de Isotopos Estaveis
Ambientais em Ciéncia da Vida (CIE), Campus de Botucatu-SP, Brasil.

As amostras foram secas em estufa, a 50° C, durante 48 horas, e moidas em moinho
criogénico, para homogeneizacdo. As particulas finissimas dai resultantes foram entdo pesadas
(50-60pg e 500-600pg para andlises de **C e N, respectivamente) e colocadas em capsulas de
estanho. Finalmente, essas capsulas foram submetidas a combustéo total sob fluxo continuo de
Hélio, a 1020° C, através de um analisador elementar (EA 1108 — CHN Fisons Elemental
Analyzer), acoplado ao espectrometro de massa Delta S Finnigan Mat, com erro analitico de
0,2%o (*C/*2C) e 0,3%o (°N/*N).

As razdes isotopicas das amostras, analisadas em duplicata, foram comparadas com o0s
padrBes internacionais estabelecidos para o carbono — PDB (Pee Dee Belemnite, um fossil de
Belemnitella americana da formacgéao Peedee, da Carolina do Sul, EUA) — e para o nitrogénio — ar
atmosférico (N,). Esses valores, designados pela terminologia delta (), em per mil (%o), foram

calculados através da seguinte equacao:

oX (%0) = [(Ramostra - Rpadréo) / Rpadréo] X 1000,

em que X representa *C ou N e R corresponde & razdo isotépica de carbono (“C/**C) e

nitrogénio (°N/*N).

Anélises estatisticas

A comparacdo das médias foi realizada através de andlise de variancia (One-way ANOVA).
Quando detectadas diferencas significativas entre as médias, foi aplicado o teste de Tukey (p <
0,05).

Para a comparacdo das amostras, procedimentos GLM do SAS (SAS Institute, 1996)

auxiliaram na determinacao de regi6es com 95% de confianca.



RESULTADOS

Os valores médios dos sinais isotopicos de 5*3C e §™°N, com os respectivos valores minimos e
méaximos, de amostras de musculo, pele e 0ssos das cinco especies de peixe salgado seco podem

ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de 8*3C e 5N de musculo, pele e ossos de cinco espécies de peixe
salgado seco (Média £+ DP).

Peixes salgados secos n 87°C (%) 8N (%o)
Média + DP min. max. Média = DP min. max.
MUSCULO
Bacalhau do Atlantico -19,43+0,6°% -20,43 -18,64 18,46 +0,8% 17,55 19,48
Bacalhau do Pacifico -18,95+0,5% -19,69 -18,67 18,33+09% 17,14 19,32
Ling -19,62+0,7% -20,23 -18,76 1576 +1,1° 1429 17,04
Zarbo -19,15+0,9% -20,55 -18,24 1579+12° 1413 17,42
Saithe -20,18+0,8% -21,27 -19,13 14,74+1,0° 1297 15,70
PELE
Bacalhau do Atlantico -17,93+1,0% -19,11 -16,60 1891+10°* 17,49 20,15
Bacalhau do Pacifico -17,34+0,2% -17,52 -17,13 17,96 +1,7%® 1614 19,51
Ling -17,79+0,9% -18,49 -16,79 16,13+0,8™ 1526 16,59
Zarbo -17,49+1,0% -18,62 -16,43 1527+0,6 ¢ 14,46 1595
Saithe -1851+0,6% -1951 -17,71 1289+05 ¢ 1246 14,08
0OSSOS
Bacalhau do Atlantico -16,66 +0,6°* -17,66  -15,97 19,19+10°* 1756 19,96
Bacalhau do Pacifico -16,21+0,3* -16,46  -15,96 18,16+05 * 17,60 1854
Ling -1750+0,3% -17,91 -17,10 1594+0,7 ° 1548 16,91
Zarbo -16,48+0,6°% -17,21  -16,04 1587+0,6 ° 1534 16,49
Saithe -17,39+£0,9% -18,98 -16,66 13,17+0,4 ¢ 12,62 13,48

Médias com letras diferentes séo estatisticamente diferentes (p < 0,01).



A avaliacdo dos valores médios de §'°C de tecidos de musculo, pele e 0ssos no mostrou
diferencas significativas (p > 0,05) entre as especies (Tab. 1).

Valores médios de 5N de misculo revelaram diferencas significativas entre os dois tipos de
bacalhau (do Atlantico e do Pacifico) e os peixes de menor qualidade como Ling, Zarbo e Saithe
(p < 0,01). Bacalhau do Atléntico e bacalhau do Pacifico ndo diferiram entre si (p > 0,05), o
mesmo acontecendo entre Ling, Zarbo e Saithe (p > 0,05) (Tab. 1).

A comparacdo dos valores médios de 5N de amostras de pele das cinco espécies mostrou
que o bacalhau do Atlantico diferiu significativamente (p < 0,01) de Ling, Zarbo e Saithe (Tab.
1). Entretanto, o bacalhau do Pacifico diferiu significativamente (p < 0,01) de Zarbo e Saithe,
mas ndo de Ling (Tab. 1). Os dois tipos de bacalhau s&o estatisticamente idénticos (p > 0,05).
Ling e Zarbo s&o também idénticos (p > 0,05), mas os dois diferem significativamente do Saithe
(p<0,01) (Tab. 1).

Em relacéo aos valores médios de 8°N de amostras de 0ssos, tanto bacalhau do Atlantico
quanto bacalhau do Pacifico diferiram significativamente (p < 0,01) de Ling, Zarbo e Saithe
(Tab.1). Saithe ainda diferiu significativamente (p < 0,01) de Ling e Zarbo. Estas duas s&o
estatisticamente idénticas (p > 0,05), o0 mesmo acontecendo entre bacalhau do Atlantico e
bacalhau do Pacifico (p > 0,05) (Tab. 1).

O confronto dos valores de §°N e *C de amostras de pele permitiu estabelecer regiées que
separam bacalhau do Atlantico de Ling, Zarbo e Saithe, sendo ainda visivel outra regido
distinguindo Saithe de Ling e Zarbo (Fig. 1 — A). Os valores de 8*°N de bacalhau do Atlantico
apresentaram um desvio-padrdo muito alto e seus dados se sobrepuseram aos do Ling. Por isso,
apenas é possivel separa-lo de Zarbo e Saithe (Fig. 1 — B).

Em relacfio a amostras de 0ssos, o confronto dos valores de §°N e §'*C permite estabelecer
trés regides distintas que integram: bacalhau do Atlantico e bacalhau do Pacifico; Ling e Zarbo; e

finalmente Saithe, isolado de todos (Fig. 2).
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Comparando os valores de §'3C com os de 5'°N de todos os tecidos, verifica-se que o N é
mais decisivo na definicdo dessas regides.

Os valores de "N de tecidos de musculo, pele e ossos permitem definir as seguintes regides:
uma que integra bacalhau do Atléntico e bacalhau do Pacifico; outra com Ling e Zarbo; e
finalmente uma ultima com o Saithe (Fig. 3).

Porém, os valores de §'°C dos diferentes tecidos (mésculo, pele e 0ssos) mostra uma total
sobreposicdo dos dados das cinco espécies de peixes salgados secos (Fig. 4).

As diferentes espécies de peixes salgados secos podem também ser diferenciadas pela anélise
estatistica de regides de 95% de confianca dos valores de "°N de musculo, pele e ossos (Fig. 5 e
6). Para estabelecer se bacalhau do Atlantico, bacalhau do Pacifico, Ling e Zarbo séo diferentes
de Saithe (considerado nessa analise como referéncia), as respectivas regides de confianca,
representadas pelas elipses, ndo podem sobrepor qualquer eixo dos graficos.

Portanto, os resultados mostram que, para valores de 8*°N de musculo vs. pele e masculo vs.
0ssos, Saithe ¢ diferente de bacalhau do Atlantico e bacalhau do Pacifico (Fig. 5).

Para valores de 3"°N de pele vs. 0ssos, Saithe é diferente de bacalhau do Atlantico, bacalhau

do Pacifico, Ling e Zarbo (Fig. 6).

DISCUSSAO

A anélise dos valores médios de 5N de tecidos de pele, ossos e musculo foram
determinantes na diferenciacdo do bacalhau (do Atlantico e do Pacifico) de outros peixes
salgados secos. Os resultados das amostras de 0ssos, assim como de musculo, permitiram separar
tanto bacalhau do Atlantico quanto bacalhau do Pacifico de Ling, Zarbo e Saithe (p < 0,01). Em
ossos foi ainda possivel separar Saithe de Ling e Zarbo. Em musculo tal diferenciagdo ndo foi
possivel. No caso das amostras de pele, os valores de 3N de bacalhau do Pacifico tiveram um
desvio-padrdo muito alto (Tab. 1; Fig. 1 — B), ndo permitindo diferencia-lo do Ling. Em relacéo
aos valores de 8C, os resultados ndo se revelaram importantes nesse tipo de analise, em

qualquer tecido.
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Exceto o Saithe, todas as especies avaliadas neste estudo dispdem de escamas muito
pequenas, praticamente imperceptiveis a olho nu, por isso, em ambos 0s casos, 0s tecidos de pele
foram analisados em conjunto com as escamas. Cerca de 20% da pele do bacalhau do Atlantico é
coldgeno (SADOWSKA et al., 2003). Quanto as escamas de peixes teleosteos, encontramos duas
camadas distintas: uma superior, mais dura e rica em minerais, sobretudo fosfato de calcio; outra
inferior e pobre em minerais, composta principalmente por colageno (HUTCHINSON e
TRUEMAN, 2006).

A avaliacdo das amostras de pele mostrou um fracionamento trofico de 6,20%o para valores
médios de "°N e 1,17%o para 5'°C, entre todas as espécies. O bacalhau do Atlantico teve maior
enrigquecimento em *N, mas em *3C, o mais rico foi o bacalhau do Pacifico. O Saithe apresentou
os valores mais empobrecidos, tanto em *°N quanto em *3C. Tal fracionamento indica que os dois
tipos de bacalhau estavam em niveis troficos acima do Saithe. Esta interpretagdo segue as

consideragdes de Peterson e Fry (1987), que estabelecem os valores de 3-5%o de enriquecimento



de 5™°N por nivel tréfico. No caso dos valores de §'°C, o enriquecimento é de cerca de 1%o por
nivel trofico (WADA et al., 1991). O mais provavel é que as variagOes obtidas nos valores de
8N e 8'°C entre os dois tipos de bacalhau e o Saithe sejam devido a capturas feitas em estoques
diferentes.

Em relacdo as amostras de 0ssos, o fracionamento trofico entre as espécies foi de 6,02%o para
valores médios de 8°N e 1,29%. para &°C. Neste caso, também o bacalhau do Atlantico
apresentou valores mais ricos em *°N e o bacalhau do Pacifico em *3C, enquanto que os mais
pobres foram Saithe (5°N) e Ling (5'3C). Em média, os tecidos de 0ssos revelaram um maior
enriquecimento em N e 3C quando comparados aos tecidos de pele. Os 0ssos S&0
especialmente Gteis como registro de nitrogénio na andlise isotopica e os valores de 3N do
col&geno resultam quase que exclusivamente da proteina ingerida (HEDGES et al., 2004).

Analisando os valores de 8*3C dos trés tecidos (musculo, pele e 0ssos), em todas as espécies,
verifica-se que primeiro 0ssos e depois pele sdo ambos mais ricos que musculo (Tab. 1). Tal
enriquecimento deve estar relacionado com a atividade metabolica mais lenta de 0ssos e pele em
relacdo a masculo. Blanco et al. (2009) analisaram escamas e musculo em trés espécies de peixes
do Mar Mediterraneo e verificaram também que o tecido de menor atividade metabdlica —
escamas — era mais rico em *C que o de maior atividade metabélica — misculo.

Em relacdo aos valores de 5'°N, algumas espécies tinham tecidos de 0ssos ou pele mais
enriquecidos que musculo; em outras espécies ocorreu o inverso (Tab. 1). Diferencas de 5N
entre tecidos sdo mais dificeis de explicar, devido a relativa abundancia de diferentes
aminoacidos nos tecidos (GAEBLER et al., 1966; in PINNEGAR e POLUNIN, 1999). O
enriquecimento de N em determinado tecido depende da complexidade do catabolismo protéico
(GANNES et al., 1998).

Os trés tecidos avaliados neste estudo parecem ser eficientes na identificacdo das diferentes
espécies de peixes salgados secos. Serrano et al. (2007) conseguiram fazer a distingdo entre
peixes selvagens e de aquicultura, analisando varios tecidos (figado, musculo, gbnadas e guelras)
de dourada (Sparus aurata), para valores tanto de §"*C quanto de 5*°N.

A combinagdo dos valores de 5'°N de pele e 0ssos parece mostrar uma melhor possibilidade

de distincdo das espécies, como pode ser constatado nas Figuras 3-C e 6.



A composic¢do isotopica dos peixes analisados neste estudo reflete as variages naturais dos
isdtopos estaveis em diferentes ecossistemas marinhos. Consequentemente, as regides

demarcadas podem ajudar a identificar alguns desses produtos salgados secos.
CONCLUSOES

Conclui-se que, pela anélise dos valores de 8"°N de diferentes tecidos (mUsculo, pele e 0ss0s),
é possivel identificar e separar os dois tipos de bacalhau (do Atlantico e do Pacifico) dos demais
peixes salgados secos (Ling, Zarbo e Saithe). E ainda possivel identificar e separar Saithe de Ling
e Zarbo. Por outro lado, neste trabalho ndo foi possivel diferenciar bacalhau do Atlantico e
bacalhau do Pacifico, 0 mesmo acontecendo entre Ling e Zarbo.

A anélise estatistica mostrou que o 5N é um parametro eficiente para esse tipo de analise,
em qualquer dos tecidos, sobretudo nos de menor atividade metabdlica — pele e 0ssos. Os valores
de "N de pele vs. 0ssos parecem ser mais indicados que musculo vs. pele e masculo vs. 0ssos.

O §*C ndo mostrou ser um bom indicador da origem dos peixes.

A elevada variacdo dos valores de "N justifica a criagdo de uma base de dados que permita

reforcar as informacdes observadas neste estudo.
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CAPITULO V

CONCLUSOES FINAIS

As normas para comercializacdo de peixes salgados secos estdo definidas pela legislacdo
brasileira no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Peixe Salgado e Peixe
Salgado Seco, que estabelece teores de sal (minimo de 10%) e de umidade (mé&ximo de 45%,
em peixes considerados magros). Os resultados encontrados neste trabalho demonstram que

os limites fixados ndo correspondem a realidade da comercializag&o.

Os métodos de andlise dos parametros quimicos devem ser alinhados com meétodos analiticos

preconizados internacionalmente.

Por outro lado, a atividade de agua, que é o melhor indicador da vida de prateleira dos

produtos alimentares, devia ser incluida nessa mesma legislacéo.

A legislacdo brasileira estabelece que “somente serd denominado como Bacalhau o produto
salgado ou salgado seco, quando elaborado com peixe das espécies Gadus morhua, Gadus
macrocephalus e Gadus ogac”. Contudo, outras espécies da mesma familia (Gadidae), como
Molva molva (Ling), Brosme brosme (Zarbo) e Pollachius virens (Saithe) s&o usualmente
comercializados como bacalhau. A IRMS pode ser uma boa ferramenta de apoio nessa

distingdo, inclusive no combate a possiveis fraudes.

Neste trabalho, ficou demonstrado que o bacalhau (do Atlantico e do Pacifico) pode ser
diferenciado dos outros peixes salgados secos da mesma familia (Ling, Zarbo e Saithe),
através da combinacdo dos valores de N entre misculo, pele e ossos (musculo vs. pele,

musculo vs. 0ss0s ou pele vs. 0Ss0s).



BANCO DE DADOS

ANEXO

Origem Musculo Pele 0Oss0s

Peixes Salgados Secos Estado sC N 8C "N oC "N

SP Méd* DP Méd* DP | Méd* DP Méd* DP | Méd* DP Méd* DP
1 | Bacalhau do Atlantico | Supermercado | -19,36 0,05 19,16 0,04| -17,98 0,06 20,15 0,16| -15,97 0,15 19,80 0,10
2 | Bacalhau do Atlantico | Supermercado | -18,64 0,06 18,77 0,02| -16,60 0,02 19,45 0,15| -16,71 0,16 19,96 0,05
3 | Bacalhau do Atléantico | Importadora | -19,49 0,11 19,48 0,02 - - - - |-16,62 0,10 19,19 0,13
4 | Bacalhau do Atlantico | Supermercado | -18,97 0,02 18,72 0,09| -17,43 0,05 19,14 0,08| -16,34 0,14 19,44 0,15
5 | Bacalhau do Atlantico | Importadora | -20,05 0,03 17,61 0,02|-19,11 0,03 18,31 0,08|-17,66 0,14 17,56 0,25
6 | Bacalhau do Atlantico | Importadora | -20,43 0,06 17,91 0,05| -18,51 0,14 17,49 0,46 - - - -
7 | Bacalhau do Atlantico | Supermercado | -19,05 0,01 17,55 0,08 - - - - - - - -
1 | Bacalhau do Pacifico | Supermercado | -18,70 0,12 18,49 0,08| -17,37 0,12 19,51 0,12| -16,46 0,06 18,33 0,30
2 | Bacalhau do Pacifico | Importadora | -18,73 0,08 18,37 0,19 - - - - |-1596 0,04 17,60 0,13
3 | Bacalhau do Pacifico | Importadora | -18,67 0,02 19,32 0,10| -17,13 0,30 18,22 0,17| -16,20 0,18 18,54 0,21
4 | Bacalhau do Pacifico | Importadora | -19,69 0,05 17,14 0,04|-17,52 0,11 16,14 0,28 - - - -
1| Ling Supermercado | -20,23 0,15 15,61 0,01|-18,49 0,15 15,26 0,06| -17,91 0,04 15,48 0,20
2| Ling Supermercado | -18,98 0,03 16,60 0,04| -16,79 0,18 16,59 0,05|-17,59 0,05 16,91 0,17
3| Ling Importadora | -20,17 0,09 17,04 0,15 - - - - |-17,41 0,03 15,89 0,03
4 | Ling Importadora | -18,76 0,01 14,29 0,20 - - - - - - - -
5| Ling Supermercado | -19,97 0,01 15,28 0,08| -18,09 0,09 16,55 0,10 -17,10 0,05 15,49 0,16
1| Zarbo Supermercado | -18,65 0,01 15,15 0,01| -16,77 0,14 1556 0,02|-16,04 0,17 16,49 0,01
2 | Zarbo Supermercado | -20,55 0,17 14,13 0,01| -18,62 0,15 14,46 0,02 - - - -
3 | Zarbo Supermercado | -18,62 0,13 17,42 0,04 - - - - - - - -
4| Zarbo Importadora - - - - |-18,61 0,03 14,90 0,03|-17,21 0,15 15,34 0,02
5| Zarbo Importadora | -18,24 0,04 16,08 0,13| -16,43 0,07 15,46 0,08| -16,20 0,05 15,79 0,04
6 | Zarbo Importadora | -19,68 0,01 16,19 0,14|-17,04 0,07 15,95 0,09 - - - -
1| Saithe Supermercado | -21,27 0,01 15,49 0,03|-19,51 0,10 14,08 0,19 - - - -
2 | Saithe Supermercado | -19,95 0,05 15,70 0,01|-18,08 0,10 12,60 0,04| -17,43 0,13 13,45 0,09
3| Saithe Supermercado | -19,47 0,11 12,97 0,01|-18,20 0,03 12,46 0,04|-17,01 0,06 12,62 0,04
4 | Saithe Importadora | -20,64 0,01 14,74 0,04|-18,41 0,01 12,87 0,15 - - - -
5 | Saithe Importadora | -20,81 0,12 14,49 0,09|-19,18 0,11 12,70 0,02 | -18,98 0,07 12,86 0,11
6 | Saithe Importadora | -19,13 0,05 14,29 0,13|-17,71 0,09 12,67 0,30| -16,66 0,05 13,45 0,10
7 | Saithe Supermercado | -19,96 0,04 1548 0,01|-18,45 0,01 12,87 0,04|-16,85 0,19 13,48 0,01

* Valores médios de andlises isotopicas realizadas em duplicata.




	CAPA
	FICHA CATALOGRÁFICA
	CERTIFICADO DE APROVAÇÃO
	DEDICATÓRIA
	HOMENAGEM
	OFERECIMENTO
	AGRADECIMENTOS
	ÍNDICE
	PREÂMBULO
	CAPÍTULO I
	RESUMO
	ABSTRACT
	1 OBJETIVOS
	2 REVISÃO DA LITERATURA
	2.1 Os Gadídeos
	2.2 Salga e secagem de peixes
	2.3 Comércio de peixes salgados secos no Brasil e no mundo
	2.4 A qualidade de produtos alimentares
	2.5 Isótopos estáveis
	2.6 A espectrometria de massa de razão isotópica – IRMS
	2.7 Isótopos estáveis de 13C e 15N em estudos ecológicos
	2.8 Alguns estudos desenvolvidos no CIE
	2.9 Estudos com o bacalhau
	2.10 Referências


	CAPÍTULO II - REQUISITOS DA LEGISLAÇÃO BRASILEIRA PARA PEIXES SALGADOS E PEIXESSALGADOS E SECOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS

	CAPÍTULO III - DENTIFICAÇÃO DE PEIXES SALGADOS SECOS DA FAMÍLIA GADIDAEATRAVÉS DE ISÓTOPOS ESTÁVEIS DE 13C E 15N
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS

	CAPÍTULO IV - UTILIZAÇÃO DE �13C E �15N EM TECIDOS DE BAIXA E ALTA ATIVIDADEMETABÓLICA NA IDENTIFICAÇÃO DE PEIXES SALGADOS SECOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS

	CAPÍTULO V - CONCLUSÕES FINAIS
	ANEXO

