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Resumo

RESUMO

Portugal é o pais da Unido Europeia com maior consumo per capita de pescado,
sendo este consumo de 61,6 Kg/capita/ano; e o carapau (Trachurus trachurus) € a
terceira espécie mais vendida na lota de Peniche. Com o crescente interesse, por parte
das populacBes, em torno de um estilo de vida e alimentacdo saudaveis, surgiu o
interesse de estudar a qualidade e seguranca do carapau descarregado na lota de
Peniche. O objetivo principal deste estudo consistiu em avaliar a influéncia da lavagem do
carapau, utilizando a 4gua do porto de pesca em detrimento da sua ndo lavagem, bem
como monitorizar a evolucdo da degradacéo do pescado durante o seu percurso, desde a
descarga até a sua expedicdo (através de simulacdo). Para tal, foram estudadas
cinquenta amostras de carapau (trinta amostras através de andlises fisico-quimicas e
sensoriais e vinte amostras através de andlises microbiolégicas), recolhidas entre os
meses de Outubro e Fevereiro, cujos grupos foram divididos, conservados e
armazenados devidamente. Posteriormente foram determinados os teores de Azoto
Bésico Volatii Total (ABVT), Azoto de Trimetilamina (N-TMA), Histamina, pH,
Temperatura interna, Humidade relativa, Quality Index Method (QIM) e realizadas
analises microbioldgicas ao musculo e pele, nomeadamente, pesquisa de Escherichia coli

(E.coli) e contagem total de aerdbios a 30°C.

Através deste estudo foi possivel verificar que em termos fisico-quimicos e
sensoriais, a lavagem do pescado ndo tem influéncia na qualidade e seguranca do
carapau; microbiologicamente concluiu-se que a lavagem do pescado nao € prejudicial na
sua qualidade e seguranga, tendo mesmo sido demonstrada uma reducdo da carga
microbiana inicial, relativamente a contagem total de aer6bios a 30°C, no musculo da
espécie em estudo, de 0,91x10° UFC/g. Relativamente & pesquisa de E.coli, ndo foram
identificadas col6nias tipicas deste microrganismo. Este estudo permitiu ainda
demonstrar que o método subjetivo QIM é um bom indicador de frescura, para a espécie
estudada, tendo sido detetado um padréo entre a pontuacdo QIM atribuida e os teores de
ABVT e N-TMA, sendo que quanto maior a pontuacdo atribuida a um exemplar de

carapau, mais elevado € o seu teor de ABVT e N-TMA.

Palavras-Chave: Carapau (Trachurus trachurus); Qualidade Seguranca alimentar;
Lavagem de pescado; Azoto basico volatil total (ABVT) e Azoto de Trimetilamina (N-
TMA).
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Abstract

ABSTRACT

Portugal is the European United country with highest per capita consumption of
fish, 61.6 kg/capita/year; horse mackerel (Trachurus trachurus) is the third species most
sold in Peniche. With the growing interest of population, about a healthy lifestyle, increase
the interest to study the quality and safety of horse mackerel from Peniche. The main
objective of this study was evaluate the influence of fish washing, using water from the
fishing port instead the not fish washing; monitoring the progress of degradation of fish
during its journey from the discharge until their dispatch (through simulation). To this end,
we studied fifty samples of horse mackerel (thirty samples by physico-chemical and
sensory and twenty samples through microbiological testing), collected between October
and February, which groups were divided, preserved and stored properly. Subsequently it
was determinate the levels of Total Volatile Basic Nitrogen (TVB-N), Trimethylamine
Nitrogen (TMA-N), Histamine, pH, internal temperature, relative humidity, Quality Index
Method (QIM) and microbiological analyzes to muscle and skin in particular finding of
Escherichia coli (E. coli) and total aerobic count 30°C.

Through this study we observed, in terms of physico-chemical and sensory, that
the fish washing does not influence the quality and safety of horse mackerel;
microbiologically it was found that the fish washing is not harmful in their quality and
security, has even been demonstrated a reduction of the initial microbial, relative to total
aerobic count 30°C, in the muscle of the species under study, 0,91 x10° CFU/g. On the
subject of the detection of E.coli, there were no colonies typical of this microorganism.
This study allowed us to demonstrate that the subjective method, QIM, is a good indicator
of freshness, for the species studied, a pattern has been detected between the QIM
scores assigned and the levels of TVB-N and TMA-N, so higher is the QIM score, for a

specimen of horse mackerel, higher it's the level of TVB-N and TMA.

Key words: Horse mackerel (Trachurus trachurus); Food safety and quality; fish washing;
Total volatile basic nitrogen (TVB-N) and Trimethylamine-nitrogen (TMA-N).
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Objetivos

Objetivos

Objetivos gerais:

Portugal apresenta um elevado consumo per capita de pescado, sendo apenas
ultrapassado por paises como o Japao, a Islandia e alguns pequenos paises insulares.
Encontrando-se privilegiada em termos de localizac&o, a peninsula de Peniche, cercada,
guase na totalidade, por area maritima, € um importante local de acesso as embarcacdes
pesqueiras e, deste modo, ao abastecimento rapido de industrias ligadas ao sector e aos
consumidores de pescado fresco.

Para que seja possivel chegar ao consumidor final, o pescado fresco é submetido,
de um modo generalista, a trés etapas: captura, descarga em lota e leildo (primeira
venda) e por fim venda por parte dos retalhistas ao consumidor final. A Gltima etapa deste
processo é a que, ao longo dos anos, vem sendo controlado com maior frequéncia e alvo
de maior numero de analises efetivas (por entidades competentes, estudo cientificos,
etc.) tanto ao produto como as condi¢cdes em que este é mantido, superficies de trabalho,
manipuladores, etc. Também as industrias ligadas ao ramo da pesca tém sofrido
controlos rigorosos, no entanto tém sido diminutas as andlises realizadas (alvo de
estudos cientificos) nos pontos de origem, nhomeadamente a bordo das embarcacdes e
nos locais de descarga. E de reter, contudo, que existe um controlo, por parte das
entidades competentes, nomeadamente o Médico Veterinario Oficial, enquanto técnico
afeto a Direcdo Geral de Veterinaria, que através de processos de amostragem, realiza o
controlo dos produtos da pesca que sdo descarregados em lota (DGADR, 1998; CE,
200432

Devido a escassez de informacao cientifica, sobre a etapa intermédia do processo
de obtencéo de pescado fresco, nomeadamente a descarga do pescado em lota, surgiu o
interesse de estudar o pescado descarregado na Lota de Peniche e iniciar assim, o que
podera vir a ser, um estudo rigoroso de diversas espécies que sao trazidas do mar até a

nossa costa e posteriormente até ao nosso prato.

A Lota de Peniche é dos locais com maior percentagem de desembarques em
Portugal continental e assim de extrema importancia para a sociedade. O Decreto-lei n.°
375/98 se 24 Novembro estabelece as normas sanitarias relativas a producdo e
colocacdo no mercado dos produtos da pesca destinados ao consumo humano, dado que
as caracteristicas dos edificios, as condi¢cdes de higiene, manuseamento e conservagao

afetam a qualidade do pescado fresco. Depois de identificadas algumas praticas e



Objetivos

condi¢des infraestruturais que poderiam colocar em risco a qualidade e seguranca do
pescado descarregado surgiu como objetivo deste trabalho avaliar a influéncia destes
fatores no produto em causa. O produto estudado foi o Carapau (Trachurus trachurus)
pois € uma das principais espécies descarregadas na lota referenciada.

Objetivos especificos:

Neste trabalho pretende-se avaliar a influéncia da utilizacdo da agua do porto de
pesca para a lavagem do pescado descarregado no que trata a sua qualidade e
seguranca; caracterizar a agua de lavagem a nivel quimico e microbioldgico; e
monitorizar a evolucdo da degradagdo do pescado devido a inexisténcia de refrigeracédo

no local onde o pescado é descarregado, leiloado e expedido.

a) Avaliar a influéncia da utilizagdo da agua do porto de pescado para a lavagem
do pescado descarregado através da comparagéo dos resultados obtidos para
as amostras de carapau sujeitas a lavagem e amostras isentas de lavagem
através dos seguintes parametros:

o Andlises fisicas: pH, humidade relativa, Quality Index Method (QIM) e
temperatura interna;

o Analises quimicas: Azoto Basico Volatil Total (ABVT), Azoto de
Trimetilamina (N-TMA) e Histamina;

o Analises microbiolégicas ao musculo e a pele do carapau: Escherichia
coli e Contagens Totais Mesdfilos.

b) Caracterizacdo da agua de lavagem através:

o Analises fisico-quimicas: pH
o Analise microbioldgicas: E.coli.

¢) Monitorizacdo da evolugdo da degradacdo do pescado no percurso da lota,
recorrendo a andlise do carapau no momento da sua descarga e no momento
da sua expedicéo:

o Analises fisico-quimicas: pH, humidade relativa, Quality Index Method
(QIM) e temperatura interna;

o Analises quimicas: Azoto Basico Volatil Total (ABVT), Azoto de
Trimetilamina (N-TMA) e Histamina;

d) Verificar a influéncia da inexisténcia de refrigeracdo nas zonas de descarga de
pescado, leildo e expedicéo.

o Analises fisico-quimicas: pH, humidade relativa, Quality Index Method

(QIM) e temperatura interna;



Objetivos

o Analises quimicas: Azoto Basico Volatii Total (ABVT), Azoto de
Trimetilamina (N-TMA) e Histamina,
e) Verificar a existéncia de uma relacdo entre os métodos objetivos e os métodos
subjetivos de andlise de pescado
o Através da comparacédo das andlises de pH, HR, ABVT e N-TMA com o

QIM.






Introducéo

CAPITULO 1 — INTRODUCAO

A. O Consumo de Pescado e a Atividade da Pesca em Portugal
A.1 O Pescado como Alimento

E dificil determinar a data exata em que se comecou a utilizar o peixe, 0s
moluscos e o0s crustaceos na alimentacdo humana. Contudo, sao infindos os documentos
que comprovam a utilizacdo do pescado na alimentacdo humana sobretudo na
antiguidade classica: Egipto, Grécia e Roma. Os Fenicios e os Romanos utilizaram as
Costas da Peninsula Ibérica como entrepostos conserveiros de pescado, de onde
expediam peixe salgado para o abastecimento das populagfes do interior da Europa.
Durante praticamente toda a histéria de Portugal, o pescado constituiu sempre uma das
principais fontes de abastecimento alimentar, sendo a pesca, 0 meio de subsisténcia de

maior valor na maioria das populagdes ribeirinhas e litorais.

A importancia do pescado encontra-se igualmente retratada na literatura
portuguesa onde existem inumeras referéncias aos habitos de consumo de pescado.
Ferndo Lopes, Gil Vicente, Bocage, Camilo Castelo Branco e Eca de Queiroz sdo de

entre muitos os nomes de maior expressividade (Bernardo, F. et al., 1997).

Atualmente o pescado pode ser comercializado nas formas in natura ou
processado. A forma in natura entende-se como o pescado recentemente capturado,
submetido a refrigeracéo e adquirido pelo consumidor ainda em estado cru. O pescado
inteiro compreende apenas a manutencdo do mesmo em condigdes de refrigeracdo ou de
congelagdo, ndo sendo considerada esta manutencdo uma forma de processamento. Ja
0 pescado processado compreende o pescado que sofre um processo mais elaborado de
manuseio e preservacao, tais como: preparacao de filetes, postas, filetes sem pele, etc.,
seguidos de congelacdo e armazenamento; pescado salgado; pescado fumado; pasta de
pescado (Surimi, etc.); pescado em conserva; pescado fermentado; farinha de peixe; 6leo

de peixe, entre outros produtos.

O pescado é um alimento importante e até mesmo imprescindivel pelos beneficios
que as proteinas, os lipidos insaturados, as vitaminas e 0s sais minerais presentes no
mesmo contribuem para a satde humana (Vaz-Pires, P., 2006). As proteinas apresentam
alto valor nutritivo sendo especialmente rico em lisina, amino&cido limitante em cereais
como arroz, milho e farinha de trigo. Os lipidos do pescado, para além de uma importante

fonte de energia, sédo ricos em acidos gordos polinsaturados de cadeia longa do tipo

5



Introducdo

omega-3, especialmente, EPA (4cido eicosapentaendico) e DHA (acido
docosahexaendico) que apresentam efeitos redutores sobre os teores de triglicéridos e
colesterol sanguineo, reduzindo assim o0s riscos de incidéncia de doengas
cardiovasculares (Bandarra, N. et al., 2004; Foran, J. et al., 2005; Hites, R. et al., 2004).

Na atualidade, a exigéncia dos consumidores tem vindo a tornar-se cada vez maior, e as
industrias tém procurado responder a essa exigéncia, investindo na qualidade dos seus
produtos e assegurando ao consumidor produtos que satisfacam as suas necessidades

e, ao mesmo tempo, que sejam seguros (Pacheco, T. et al., 2004).
A.2 Consumo Per Capita de Pescado

Dados anunciados em 2008 revelam que Portugal é o Pais da Unido Europeia
com 0 consumo per capita de pescado mais elevado, cerca de 61,6 Kg/ano, quadro 1.1
(FAO, 2010), consumo este que o coloca em terceiro lugar a nivel mundial, depois do
Japéo e da Islandia (DGPA, 2007?).

A producdo nacional de pescado permite satisfazer uma procura per capita de
apenas 23 Kg/ano que, sendo inferior ao valor consumido pela populacdo portuguesa, se
manifesta insuficiente face aos valores registados (DGPA, 2007°). Neste sentido, para
cobrir as necessidades, Portugal recorre a importacdo de mais de 300.000 toneladas de

pescado por ano.

De acordo com a publicagédo do Instituto Nacional de Estatistica (INE), a “Balanca
Alimentar Portuguesa 2003 - 2008” a disponibilidade de pescado para consumo registou
um aumentou significativo. O aumento de 15% das disponibilidades diarias per capita de
pescado, no periodo em analise, resultou do aumento em 21% das disponibilidades para
consumo de peixe e de 26% para os crustaceos e moluscos. O bacalhau, produto tdo
tradicional e apreciado na gastronomia nacional tem, contudo, vindo a perder importancia
na estrutura de consumo do pescado, apresentando neste periodo um decréscimo de
20%, em particular a partir de 2006. Para esta tendéncia ndo sera alheio o aumento de
preco que, de acordo com o indice de precos no consumidor para 0s produtos secos e
salgados, aumentou 6,2% em 2007 e 9,4% em 2008, face a pregos de 2002 (INE, 2010).

A.3 A Atividade da Pesca

Com uma zona econdémica exclusiva de aproximadamente 1.700.000 Km? e uma
linha de costa de 2.830 Km, a pesca e o consumo de pescado em Portugal revela-se um

importante fator socioeconémico (DGPA, 2007P).
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Quadro 1.1. Consumo Per Capita de peixe na Unido Europeia relativa ao ano de 2007 (Adaptado
de FAO, 2010).

Consumo Per Capita de Peixe Unido Europeia 2007

Pais Kg/capita/ano | Pais Kg/capita/ano
Portugal 61,6 | Reino Unido 20,3
Espanha 44,8 | Paises Baixos 19,0
Lituania 37,6 | Estonia 16,4
Franca 34,2 | Alemanha 15,3
Finlandia 31,7 | Austria 15,4
Malta 31,7 | Letonia 12,6
Suécia 28,5 | Republica Checa 9,9
Luxemburgo 28,0 | Eslovénia 10,2
Bélgica 24,2 | Polbnia 10,9
Dinamarca 22,3 | Eslovaquia 8,1
Italia 25,4 | Roménia 5,3
Chipre 27,3 | Hungria 51
Irlanda 21,4 | Bulgéria 4.2
Grécia 20,9 | Europa 22,1

Mundo 17,1

A atividade da pesca em Portugal continental recai, essencialmente, em
pesqueiros situados a pequenas distancias da costa e explora, fundamentalmente,
espécies como o carapau, a sardinha, a sarda, a cavala, a pescada, o tamboril, o peixe-
espada, o polvo e a améijoa. Nas Regides Autonomas dos Acores e da Madeira, 0
namero de bancos de pesca é mais reduzido, sendo que as espécies mais exploradas
Sa0 na sua maioria pelagicas entre as quais se destacam o0s atuns e similares, o carapau

negrao e a cavala (APA, 2001).

Os principais tipos de pesca em &aguas oceénicas e interiores maritimas
encontram-se regulados através de sete portarias que estabelecem as caracteristicas das
artes passiveis de ser usadas e as suas dimensdes maximas. Para além disso regula
igualmente as zonas de operacéo, e as épocas de pesca, as malhagens autorizadas, as
espécies a que a captura é dirigida, através da fixacdo de percentagens minimas de

captura de espécies-alvo e do estabelecimento de maximos para espécies acessorias.

As artes de pesca encontram-se divididas em trés grandes grupos: passivas,
rebocadas e moveis, sendo que dentro de cada grupo existem subdivisdes, tal como

ilustra a figura 1.1.
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Artes de pesca

Passivas Rebocadas | Moveis
Redes Anzol Armmadilhas 1 Ganchomra i Cerco
.. . Arrasto de Envolvente
Emalhar Superficie Gaiola 1 T | i
) Arrasto de
Tresmalho Fundo Abrigo 1 Portas [N

Figura 1.1. Classificagcdo das artes de pesca (Adaptado de DGPA, 2011).

A.4 Descarga de Pescado em Portugal

Segundo dados relativos aos anos de 1998 a 2011, verificou-se que as transagoes
de pescado em Portugal continental tém vindo a diminuir progressivamente. Assim, entre
as datas referidas e tal como demonstrado pela figura 1.2, os nuimeros relativos ao
pescado transacionado no continente passaram de 185.000 toneladas para 129.651
toneladas (Batista, |. et al., 2001; Docapesca, 2012%). Segundo dados da Docapesca,
relativos a 2011, a maioria das capturas foi realizada pelas frotas da pesca do cerco
(66%), seguindo-se das embarcacfes polivalentes (23%) e da pesca de arrasto (11%)
(Docapesca, 2012").

Portugal Continental conta com seis delegacdes, da responsabilidade da
Docapesca, que sdo responsaveis pela transacdo do pescado desembarcado. As
delegacbes do Centro-sul e de Matosinhos registam o maior nimero de toneladas de
pescado transacionado, 61.683 toneladas de um total de 129.649 toneladas,
relativamente ao ano de 2011 (figura 1.3).

A lota de Peniche encontra-se integrada na delegacdo Centro, e o0s

desembarques e transagfes de pequenos peldgicos, tais como sardinha, carapau e
cavala sdo dominantes no conjunto das capturas registadas. De entre os cefalopodes,
destaca-se 0 polvo cujas capturas tém apresentado nos Ultimos anos uma tendéncia

crescente, contrariamente ao que se tem registado nas outras espécies.

No quadro 1.2 apresenta-se o ranking das cinco espécies mais vendidas na lota
de Peniche, relativamente a quantidade, em toneladas, das espécies transacionadas e o

preco médio em que essas transacgfes foram realizadas no ano de 2011. A sardinha é a
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espécie cuja transacdo é mais significativa logo seguida da cavala. O polvo € a espécie
gue apresenta maior valor comercial (relativamente as espécies mais vendidas) sendo o

Carapau o segundo peixe mais caro.

Evolucao do Pescado Transacionado em
Portugal Continental

190.000
180.000
170.000

» 160.000

® 150.000

2 140.000

2 130.000
120.000
110.000

100.000
1995 2000 2005 2010 2015

Figura 1.2. Evolugdo do pescado transacionado em Portugal Continental relativamente aos anos
de 1998 a 2011 em toneladas (adaptado de Batista, I. et al., 2001; Docapesca, 2012%).

Pescado Transacionado em
Portugal Continental
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Figura 1.3. Transacdo de pescado em Portugal Continental relativo aos anos de 2010 e 2011 nas
diversas delegagfes da Docapesca (adaptado de Docapesca, 2012%).

Quadro 1.2. Top das cinco espécies mais vendidas na lota de Peniche (adaptado de Docapesca,
2012°).

Top 5 Espécies Mais Vendidas Lota Peniche
FAO Nome Cientifico Espécie ton | Preco médio (€)
PIL | Sardina pilchardus Sardinha 4.333 0,92
MAS | Scomber colias Cavala 2.953 0,54
HOM | Trachurus trachurus Carapau 1.256 1,53
JAA | Trachurus picturatos | Carapau negréo 923 0,40
OCC | Octopus vulgaris Polvo-vulgar 633 6,22
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A.5 Espécie em analise: Carapau (Trachurus trachurus)

O carapau (Trachurus trachurus), figura 1.4, é uma espécie pelégica e é a terceira
espécie mais importante na costa portuguesa, tanto em termos de peso como valor,
segundo informacao revelada pelo INE. No ano de 2011 fora desembarcado cerca 14.287

toneladas de carapau com um valor, aproximado, de 20 milhdes de euros (INE, 2012).

Lol
Wbt Ll

N /

N,

)

Figura 1.4. Carapau (Trachurus trachurus) (FAO, 2011).

Esta espécie encontra-se distribuida ao longo do oceano Atlantico, Mediterraneo e
Mar Negro (Fischer, W. et al., 1987; Whitehead, P. et al.,1986) e a sua idade e o

crescimento sao calculados através da leitura dos otdlitos (Karlou-Riga, C. et al., 1997).

O carapau é capturado pela frota portuguesa e espanhola nas aguas atlanticas da

Peninsula Ibérica, alongando-se por todo o mar Mediterraneo.

Os locais de preeminente abundancia de carapau tém grande variabilidade pelo
que, segundo Cardador, F. (2009), esta espécie se distribui na sua maioria a norte de
Peniche na costa noroeste de Portugal. Esta espécie surge sobretudo ao longo da costa
entre a Primavera e o Outono, podendo contudo aparecer noutras alturas do ano, em
situacdes de mar calmo e aguas claras durante véarios dias. A captura é realizada
fundamentalmente, por duas artes de pesca: arrasto de fundo e de cerco, entre o
anoitecer e o amanhecer; em menor percentagem, a captura pode ser realizada por

anzéis e redes de emalhar (Barreto, J., 2011; Moura, O. et al., 2006).
B. Caracteristicas Gerais do Pescado
B.1 Morfologia Geral do Pescado

No corpo dos peixes distinguem-se trés partes: a cabeca, o tronco (parte
compreendida entre os planos que passam respetivamente pelo bordo posterior do
opérculo e pelo anus) e a cauda (Figura 1.5). Por sua vez, o tronco dos peixes divide-se
em trés regides: dorsal, lateral e ventral. Para além da cabeca, do tronco e da cauda,

existem ainda outros 6rgdos anexos: barbatanas, barbilhos e espinhos.
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Nos peixes existem barbatanas pares e impares, sendo que as pares sdo: as
peitorais e as abdominais; e as impares séo a dorsal (com um a trés lobos), a caudal e a
anal (Bernardo, F. et al., 1997).

Quanto ao revestimento do corpo e tal como em outros vertebrados, a pele dos
peixes é a primeira barreira de defesa contra as agressdes exdgenas. A pele dos peixes
€ constituida por duas camadas: a externa, designada por epiderme, que é formada por
multicamadas de tecidos epiteliais escamosos e uma outra camada mais profunda a
derme. Muitos peixes desenvolvem escamas originadas na camada dérmica e que tém

contato com a camada muscular através de uma camada hipodérmica.

A coloracdo corporal é, principalmente, decorrente de pigmentos carotenoides e
melanina presentes nos cromatoforos que existem na camada dérmica. Estas células
contém verdadeiros pigmentos de diversas cores: brancos nacarados (purinas), azuis e
violetas (indigoides), laranjas e vermelhos (carotenoides), castanho (cromolipoides), preto

ou castanho (melanina) e amarelo e verde fluorescente (flavinas).

A mudanca de coloragdo ocorre pela coesdo ou dispersdo dos pigmentos nos
cromatoforos, pois os caracteristicos reflexos iridescentes e prateados dos peixes muito
frescos, apenas subsistem enquanto as células que contém os pigmentos estiverem
integras. Assim, a medida que a decomposicdo progride 0s pigmentos vao-se

decompondo e os peixes perdem o brilho e a cor.

Os olhos dos peixes estdo, em regra, colocados de um e de outro lado da cabeca e
dirigidos para os lados. Contudo podem estar colocados quase na linha dorsal da cabega,

fazendo uma saliéncia tal como no caso dos peixe-aranha.

As massas musculares esqueléticas dos peixes sdo constituidas por grandes musculos
laterais que se estendem regularmente, de um e outro lado da cabecga, do arco peitoral e
vao até a base da cauda. Cada uma das grandes massas musculares é dividida
longitudinalmente nas por¢Bes dorsais e ventrais. Os muasculos dos peixes sao
segmentados em planos verticais sucessivos de forma caracteristica e varidvel de

espécie para espécie (Bernardo, F. et al., 1997; Masayoshi, Ph., et. al., 1999).
B.2 Constituicdo Morfologica e Bioquimica da Carne do Pescado

Morfologicamente, o pescado é composto pelo masculo comum (branco) e pelo
musculo sanguineo (escuro) cujas caracteristicas principais se encontram descritas no

quadro 1.3.
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(’}Aﬁ) 3

Figura 1.5. Esquema da morfologia externa de um peixe 6sseo (Bernardo, F. et al., 1997).

Legenda: 1- Comprimento Total; 2- Cabeca; 3- Tronco; 4- Cauda; 5- Pedunculo caudal; 6- Altura do corpo; B-
Boca; N- Espiraculo; BR- Barbilho; OL- Olho; P- Pré-opérculo; O- Opérculo; S- Escamas; L- Linha lateral; D-
Barbatana dorsal; E- Espinhos; R- Raios; BP- Barbatana toracica; A- Barbatanas abdominais; AN- Barbatana
anal; CL- Barbatana caudal; C- Escama cicloide; CN- Escama ctenoide; P- Escama placoide.

Bioguimicamente é possivel observar que:

e O musculo escuro tem maior propor¢do de proteina sarcoplasméatica e de

estroma em rela¢cdo ao musculo branco;

e O conteldo de glicogénio é mais alto em carne sanguinea, e por esse motivo, no

rigor mortis o pH atinge valores mais baixos (musculo escuro pH 5,6 a 6,0;

musculo branco pH 6,0 a 6,4);

e O mausculo escuro é mais rico em lipidos, taurina e ferro;

e Peixes de carne sanguinea contém mais nitrogénio extrativo, sobretudo histidina

Quadro 1.3. Morfologia do musculo branco e escuro

_ Musculo
Morfologia
Branco Escuro

Tamanho da fibra muscular Grande Pequeno
Forma de um corte histolégico transversal da fibra _ .

Multiangular Circular
muscular
Proporgao miofibrila/ sarcoplasma Grande Pequena
Quantidade de membranas externas e internas no .

i Pouco Muita

musculo
Distribuicdo de vasos sanguineos no musculo Dispersa Compacta

12
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As caracteristicas bioquimicas da carne do pescado, além de diferirem entre os
tipos de musculos, variam também em funcdo da época do ano, de alteracdes
metabdlicas durante o crescimento do animal, da mudan¢a na composi¢do do alimento,

da maturacao sexual, da salinidade e da temperatura da 4gua.

Relativamente ao paladar do pescado, este € determinado pelo seu conteudo
lipidico e pela composicdo dos seus extratos. Em geral, os peixes que apresentam maior
teor lipidico sédo mais saborosos (Bernardo, F. et al., 1997; Masayoshi, Ph., et. al., 1999).

C. Avaliacdo da Qualidade e Seguranca do Pescado

Devido a complexidade do processo de decomposi¢éo do pescado, torna-se muito
dificil a utilizacdo de apenas um método para avaliar a sua qualidade. Assim, a utilizagéo
combinada de alguns métodos, dependendo do objetivo, é atualmente, o mais aplicado

em termos de viabilidade (Masayoshi, Ph., et. al., 1999).

A qualidade do pescado fresco pode ser determinada por diferentes fatores dos quais se
salienta o grau de frescura. Este pode ser avaliado através de métodos fisicos, quimicos,
microbiologicos e sensoriais. Este Ultimo € o mais utilizado devido a sua facil execucéo e
compreensdo, ndo requerendo a utilizacdo de equipamentos ou de qualquer estrutura
laboratorial. Porém, este tipo de método exige pessoal treinado e apresenta um caracter
subjetivo. Para evitar a subjetividade da andlise sensorial é recorrente utilizarem-se
tabelas de cotagdo, previamente estabelecidas, numa tentativa de harmonizacdo de
critérios de apreciagdo. Estas tabelas devem ter também em consideragdo os atributos
gue melhor caracterizam as alteracdes de cada espécie. Relativamente aos métodos
fisicos, quimicos e microbiolégicos, apesar da sua utilizagdo ser muito aliciante devido a
sua objetividade revelam-se, na sua maioria, morosos, destrutivos, dispendiosos e nem
sempre traduzem as alteracdes do pescado tal como séo percecionadas (Meilgaard et al.,
1999; Olafsddttir et al., 1997).

C.1 Métodos Sensoriais

A necessidade de avaliar o grau de frescura do pescado transacionado em lota,
de um modo expedito e sem recorrer a ensaios destrutivos leva a privilegiar a andlise
sensorial. Neste sentido e com vista a contribuir para a harmonizacdo dos atributos a
considerar no decorrer de uma andlise sensorial, bem como das respetivas pontuacdes a
atribuir, foram desenvolvidas, a nivel da Unido Europeia, tabela de cotagdo de frescura
que se encontram traduzidas em varios idiomas e publicadas no Regulamento (CE)

2406/96 de 26 de Novembro de 1996. A criagcdo destas tabelas teve por base formacao
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de grupos de produtos, divididos em peixes brancos, azuis, esqualos, cefalépodes e
crustaceos. Apesar do regulamento fixar normas de comercializagdo para mais de 40
espécies, existe ainda muitas outras, comercializadas nas lotas portuguesas, que nao se
encontram abarcadas. Para além desta lacuna, existe ainda uma outra relacionada com
os descritores que constam nas tabelas, pois estes nem sempre sdo 0s mais adequados
impedindo a descricdo, convenientemente, das alteracbes que tém lugar. As falhas
destas tabelas tém disso apontadas em diversos paises o que levou ao desenvolvimento
de tabelas alternativas, mais adaptadas as caracteristicas especificas de cada espécie.
Estas tabelas surgem de modo a tornar a sua aplicacdo mais expedita e para que a
evolugdo das cotagbes do grau de frescura ao longo do tempo e de conservagédo seja
linear. Esta avaliacdo sensorial, designada por “Quality Index Method — Método do indice
de Qualidade” (QIM), é atualmente utilizada em diversas lotas por toda a Europa (CE,
1996; Martinsdattir et al., 2009; Nunes et al., 2007)

C.1.1 Quality Index Method (QIM)

Um dos mais recentes esquemas de avaliacdo sensorial do grau de frescura, o método
do indice de qualidade (QIM), tem como objetivo ultrapassar as dificuldades surgidas na
aplicacdo das tabelas da Unido Europeia. Este método, que ultimamente tem merecido
grande atencao por parte da industria de processamento do pescado e do sector da
comercializagdo, inspegédo e investigagdo, foi desenvolvido em meados de 1980 na
Tasmanian Food Research Unist (Bremmer, 1985; Bremmer et al., 1987; Nunes et al.,
2007). O QIM foi desenvolvido, inicialmente, para peixe inteiro armazenado em
refrigeracdo e, atualmente tem sido aplicado entre outros produtos, a filetes e a peixe

congelado.

Este método tem por base a avaliacdo dos atributos que melhor traduzem as
alteragcbes que sucedem no pescado, como por exemplo, o aspeto da pele, a forma dos
olhos e a cor das guelras. Para cada um dos atributos é atribuido um conjunto de dois a
quatro descritores que melhor refletem as alteracbes ocorridas. A cada um dos
descritores € atribuida uma pontuacdo, designada por pontos de demérito, que varia
entre zero e trés. O facto de cada atributo poder ter dois a quatro descritores marca uma
das diferencas do QIM em relagdo aos esquemas tradicionais de avaliacdo do grau de
frescura. Outra diferenca reside no facto de se utilizarem varios descritores especificos
para cada produto. Além disso, o grau de frescura do produto em causa ndo se baseia
numa media, mas no numero total de pontos de demérito atribuido o qual é designado

por indice de Qualidade. Os descritores usados para identificar as alteracdes sé&o, tanto
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quanto possivel inequivocos, claros e breves, envolvendo normalmente apenas uma ou
duas palavras-chave. Com este tipo de descritor foi possivel minimizar os erros de
interpretacé@o por parte dos provadores, tornando este tipo de avaliagdo mais facil, rapida
e objetiva. Neste sistema nédo é dada demasiada énfase a nenhum aspeto em patrticular,
pelo que a amostra ndo € rejeitada apenas com base num anico atributo. Além disso,
pequenas diferengcas na avaliacdo de um atributo nédo influenciam a pontuagéo total. Os
descritores correspondentes ao estado de maior frescura sdo pontuados com zero,
enguanto os respeitantes aos estados de degradacdo mais avancados sao cotados com
dois ou trés. Por conseguinte, o indice de Qualidade do peixe fresco € zero e vai
aumentando a medida que a deterioragcdo prossegue. Assim, a curva tedrica de evolugéo
dos pontos de demérito inicia-se em zero e 0 maximo é atingido quando o produto é
rejeitado, recorrendo-se, normalmente, a analise sensorial do peixe cozido para definicdo
do ponto de rejeicdo aquando da elaboragéo da tabela QIM (Martinsdottir et al., 2009;
Nunes et al., 2007; QIM-Eurofish, 2012).

C.2 Métodos Fisicos

Varios estudos acerca da deterioragdo do pescado tém vindo a ser desenvolvidos
com base nas mudancas das propriedades fisicas do musculo do peixe. A determinagéo
do pH, da tensdo das fibras musculares, das propriedades elétricas, da dureza e da
viscosidade do suco extraido do musculo, sdo exemplos de andlises fisicas possiveis de

serem realizadas neste tipo de método.

Alguns autores consideram que a determinacao do pH ndo é um indice seguro do
estado de frescura ou do inicio da deterioracdo do pescado, sendo a sua utilizacdo
menos utilizada devido a variacdo que existe entre amostras e pela ocorréncia de ciclos

de flutuagdes durante os periodos de armazenamento.

Apés a morte, as propriedades elétricas da pele e do tecido muscular do pescado
sofrem alteragBes, pelo que nos tecidos frescos, as membranas sdo permeaveis a
apenas certos ides, originando um determinado potencial em torno de cada uma delas. A
condutividade da parede celular € muito baixa e a sua resisténcia é elevada. Durante o
armazenamento, as membranas tornam-se cada vez mais permedveis aos ibes,
tornando-se cada vez menos resistentes. Devido ha existéncia de diversos fatores que
influenciam nas propriedades elétricas da pele e do tecido muscular do pescado, tais
como a quantidade de gordura, a temperatura, danos fisicos resultantes do

manuseamento e do armazenamento, foi desenvolvido na Escécia um instrumento,

15



Introducdo

designado de “Torry meter” que tem como vantagem ser portatil e proporcionar uma

rapida determinacgéo das propriedades elétricas do pescado.

Os restantes métodos fisicos sdo, em geral, simples e rapido de utilizar, contudo
apresentam grande variacao entre espécies e mesmo entre individuos, razdo pelo qual
ndo séo frequentemente utilizados (Martinsdéttir et al., 2009; Masayoshi, Ph., et. al.,
1999; Nunes et al., 2007)

C.3 Métodos Quimicos

Apesar da avaliacdo sensorial constituir o método mais importante para avaliacdo
da frescura de pescado, os métodos quimicos fornecem informagdo complementar e
alguns trabalhos evidenciam correlagbes significativas entre os dados sensoriais e

quimicos (Gongalves, A. 2010).

As mudancas que ocorrem no pescado, ap0s a sua morte, sao dificeis de ser
diferenciadas como sendo consequéncia de atividades microbianas ou enzimaticas. A
espécie do pescado bem como a classe e quantidade de substancias extraidas
nitrogenadas disponiveis nos musculos na forma de aminodcidos livres, peptideos
simples, como anserina e glutationa, OTMA, creatina e taurina exercem um importante
papel no aparecimento de outros produtos de degradag¢do, uma vez que a sua presenga

constitui um ponto de partida muito importante para a atividade dos microrganismos.

Os métodos quimicos mais utilizados para a avaliacdo do pescado sdo: azoto
basico volatil, o azoto de trimetilamina e o valor de K. Além destes podem ainda ser
incluidas analises a aminoacidos livres, histamina, piperidina, acidos orgéanicos volateis,
substancias redutoras volateis, entre outros (Masayoshi, Ph., et. al., 1999; Orban, E., et
al., 2011; Chomnawang, C., et al., 2007)

Segundo o Regulamento (CE) 2074/2005 de 5 de Dezembro de 2005, a
determinacdo do ABVT é um dos controlos quimicos a efetuar para evitar a
comercializacdo de produtos da pesca improprios para consumo humano. O regulamento
mais recente, Regulamento (CE) n°® 1022/2008 da Comisséo, de 17 de Outubro de 2008,
estabelece valores limite ABVT para algumas categorias de peixe fresco, tais como:
Sebastes sp., familia Pleuronectidae e as familias Merluccidae e Gadidae. Porém o valor
de ABVT em produtos de pescado processados ou minimamente processados, no ponto
de rejeicdo pode ser muito variavel. Segundo alguns autores o processamento pode levar
a uma alteracdo da flora microbiana, a principal contribuidora para o aumento deste valor
(Cakli, S., et al., 2006; Goulas, A. et al., 2005; CE, 2005; CE, 2008).
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O Regulamento (CE) n° 1441/2007, de 5 de Dezembro de 2007 que altera o
Regulamento (CE) n°® 2073/2005 relativo a critérios microbiolégicos aplicaveis aos
géneros alimenticios estabelece limites para os produtos da pesca de espécies de peixes
associadas a um elevado teor de histidina. O teor médio de histamina ndo pode ser
superior a 100 mg/kg, num total de 9 amostras obtidas de um mesmo lote, onde duas
amostras (das 9) podem ter um teor superior a 200 mg/kg (CE, 2007).

C.4 Métodos Microbiol6gicos

As contagens microbianas totais tém sido utilizadas como indicadoras da
gualidade e seguranca do pescado fresco contudo, ndo tem sido possivel estabelecer
correlagbes com o grau de frescura uma vez que apenas uma fragédo da flora microbiana

se encontra relacionada com as alteragdes que ocorrem no pescado.

Tanto os métodos quimicos como os métodos microbiolégicos sao indices
objetivos que podem complementar a apreciacdo sensorial, mas apresentam varias
limitacbes que decorrem do ciclo de vida de cada espécie, do local de captura, das
condigbes de manuseamento e acondicionamento do produto (Masayoshi, Ph., et. al.,
1999).

D. Alteracdes do Pescado Post-mortem

Imediatamente apds a morte, o musculo do pescado apresenta quantidades
apreciaveis de glicogénio, fosfocreatinina e adenosina 5'-trifosfato (ATP), dependentes do
nivel de esforco exercido pelo peixe durante a sua captura e abate. Durante este periodo,
que dura apenas algumas horas, o0 musculo do peixe apresenta-se flexivel e elastico.
Mais tarde o musculo contrai, devido a ligacéo irreversivel e desordenada das principais
proteinas contracteis, miosina e actina (formando-se o complexo actomiosina), provocada
pela diminuicdo dos niveis de ATP e aumento dos ides célcio (Ca®*), no sarcoplasma.
Este processo altera as propriedades das proteinas e, consequentemente, a textura do
musculo, que se torna duro, rigido e inextensivel, caracterizando a fase de rigor mortis
(Sikorski, Z. et al., 1990; Huss, H., 1995; Tejada, M., 2009). Este estado, em geral,
persiste por algumas horas ou por mais de um dia, seguindo-se o desenvolvimento do
rigor mortis, que se caracteriza pela recuperacao da flexibilidade do musculo, embora ja
nao exista a elasticidade caracteristica da fase inicial. Segundo, Sikorski, Z. et al., (1990)
e Huss, H. (1995) esta fase é induzida pela atividade de certas enzimas, presentes no

musculo, sendo coincidente com as alteracdes autoliticas.
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O intervalo que decorre entre o inicio e o desenvolvimento do rigor mortis varia de
espécie para espécie sendo que sofre influéncia do tamanho, das condigées fisicas do
peixe (condi¢cdo nutricional e stress), da temperatura e do tipo de manuseamento
aplicado durante a primeira fase (Huss, H., 1995). Este processo reveste-se de especial
importancia pelo papel que desempenha na frescura do pescado bem como nas suas
potencialidades tecnoldgicas.

No pescado vivo, enquanto as células utilizam oxigénio, o seu organismo realiza
concomitantemente reagbes de decomposi¢cdo e biossintese. Entretanto, apdés a morte,
ou seja, em condi¢cdes anaerbbias as reacdes de decomposicdo passam a prevalecer
(Masayoshi, Ph., et. al., 1999). Segundo Sainclivier, M. (1983), apés a morte, 0 peixe é
alvo de diversas e complexas alteracbes que levam a deterioracdo do produto em
diferentes estados.

Tal como ocorre com os mamiferos, o pescado sofre deterioracdo devido a

ocorréncia de rea¢fes quimicas e do desenvolvimento de microrganismos.

As alteracdes da estrutura proteica dos produtos de pescado podem classificar-se

em sensoriais, fisicas e bioquimicas (Pacheco, M., 1999).
D.1 Alteracdes sensoriais

A nivel sensorial, as alteracdes registadas no pescado séo influenciadas pela
espécie, pelo manuseamento ap0s a captura/abate, temperatura e método de
conservacao aplicado (Huss, H. et al., 1997; Martinsdéttir, E. et al., 2009). O aspeto,
cujos descritores de maior importancia sdo a pigmentacao e o brilho da pele, o cheiro, a
textura e o sabor sdo indicados como os atributos mais importantes na avaliacdo visual
da qualidade do pescado. Segundo Huss, H. (1995), a deterioracdo de pescado
refrigerado pode dividir-se em quatro fases, que conduzem a altera¢des sucessivas da

sua qualidade.

Numa primeira fase o pescado é considerado muito fresco. Relativamente ao
cheiro, este é caracterizado como sendo fresco, caracteristico da maresia. A fase dois
caracteriza-se pela perda do cheiro e sabor caracteristicos, mas ainda ndo sao detetados
cheiros desagradaveis e a textura ainda € firme e agradavel. Na terceira fase, a textura
poderd apresentar-se mole e aquosa ou seca e fibrosa. Esta fase caracteriza-se pela
existéncia de alguns sinais de deterioragdo como resultado da producdo de varios
compostos volateis, desagradaveis, dependentes da espécie (da sua composi¢ao

quimica) e do tipo de degradacao (aerdbia ou anaerdbia), destacando-se o cheiro forte a

18



Introducao

amonia e alguns compostos sulfidricos. Em fases mais avancadas desenvolve-se cheiro
a ranco, sobretudo nas espécies com elevado teor de gordura. Na fase final, o pescado é
considerado degradado e putrido. As alteragbes ocorridas ao longo das duas Ultimas
fases devem-se sobretudo ao metabolismo bacteriano (Huss, H., 1995; Martinsdottir, E.
et al., 2009).

D.2 Alteracdes fisicas e bioquimicas

Apbs a morte ocorrem fendmenos de glicélise anaerébia que resultam na acumulacéo de
acido lactico que consequentemente reduzem os valores de pH do musculo dos animais.
Sendo que o musculo dos peixes contém um nivel de glicogénio relativamente baixo, em
comparagdo ao dos mamiferos, depois da sua morte a formacédo de &cido lactico diminui
e o valor de pH desce pouco. Segundo Huss, H., 1995 e Howgate, P., 2009, para além do
nivel de glicogénio presente inicialmente no musculo, o estado nutricional, a condigédo
fisica e o stress anterior a morte tém efeito nos niveis de glicogénio armazenado e,
consequentemente, no pH final do musculo ap6s a morte. Em regra, um peixe bem
nutrido e relaxado contem mais glicogénio que um peixe exausto. Os valores de pH post-
mortem de espécies marinhas selvagens e de aquacultura encontram-se no intervalo
ente 6,1 e 6,5 (Howgate, P., 2009).

A reducdo do pH do muasculo do peixe apds a sua morte tem efeito nas suas
propriedades fisicas, sendo que a medida que o pH diminui, ocorre a desnaturacdo
parcial das proteinas e estas perdem a capacidade de retencdo da agua, sendo a textura
do musculo afetada (Haard, N., 1992; Huss, H., 1995). Desta forma, a determinacao do
valor de pH no musculo do peixe permite obter uma importante informacé&o acerca da sua
condigdo. Ao longo do tempo, o valor do pH vai aumentando gradualmente durante o
periodo de conservacdo, devido a formacdo de compostos quimicos, em particular

compostos azotados, como resultado das reacdes autoliticas e bacterianas.

Durante a conservacado de pescado vdo sendo produzidos compostos volateis,
qgue conferem cheiro desagradavel. De entre eles, os compostos azotados revestem-se
de grande importancia, em especial a amonia e a trimetilamina (TMA) pois conferem um
cheiro amoniacal e forte a peixe, tipicos de pescado deteriorado (Gram, L. et al., 1996;
Howgate, P., 2009; Huss, H., 1995). Estes compostos sdo resultantes das atividades
autoliticas e bacterianas, sobretudo a TMA, que resulta da reducdo bacteriana do 6xido
de trimetilamina (OTMA), cuja concentracdo varia entre 1 e 5 % (em peso seco) nas

espécies marinhas (Huss, H., 1995).
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O OTMA ocorre naturalmente no ambiente marinho, apresenta pH neutro, néo é
toxico e a sua principal fungdo é a de regulacdo osmotica. Inicialmente a reducdo de
OTMA deve-se a acao de enzimas enddgenas, que cessa quando o fornecimento de
oxigénio termina. No decorrer da conservacdo em gelo, a reducao de OTMA a TMA deve-
se geralmente a acdo bacteriana, associada as espécies Shewanella putrefaciens e
Photobacterium phosphoreum (Huss et al., 1997).

O ABVT é constituido pela trimetilamina que tem a sua origem na degradacao
microbiol6gica, dimetilamina que é produzida por reacdes autoliticas de degradacgéo
durante o armazenamento, amédnia (provém da “desaminagdo” dos aminoacidos e
catabolitos de nucledtidos), entre outros compostos nitrogenados basicos volateis
associados a degradacao do pescado (Howgate, P., 2009; Huss, H., 1995).

As aminas biogénicas sao sintetizadas naturalmente nos organismos, nos quais
exercem uma importante atividade biologica. A sua formacao resulta normalmente da
descarboxilagdo de aminoacidos livres, por remocao do grupo carboxil do aminoacido.
Esta descarboxilagdo ocorre através de enzimas enddgenas ou de origem bacteriana
(Halasz, A. et al., 1994; Mendes, R., 2009).

A histamina é um exemplo de uma amina biogénica primaria, ndo volatil,
termoestavel, a mais ativa e mais frequentemente responsavel por intoxicacdes
alimentares. O envenenamento por histamina também é designado por envenenamento
por escombroéides, devido a sua frequente associacdo com peixes, como 0 atum e a
cavala, que sdo espécies pertencentes a familia Scombridae. Estes apresentam elevados
teores de histidina livre, mas ndo sdo a Unica espécie envolvida neste envenenamento,
pois também podem estar envolvidas espécies ndo escombréides, como as pertencentes
a familia Clupeidae (Huss, H., 1997; Jay, J. et al., 2005; Lacasse, D., 1995; Lawley, R.,
2007).

A histamina é produzida pela descarboxilacdo da histidina por accdo de enzimas
bacterianas provenientes de microrganismos tais como Enterobacteriacae spp.,
Clostridium spp., Lactobacillus spp., Morganella spp., Proteus spp., e Klebsiella spp.,
sendo os microrganismos mais envolvidos a Klebsiella pneumoniae, e a Morganella
morganii. A formacdo de histamina no pescado é afetada por fatores como a
contaminacao poés-captura, temperaturas de conservacdo elevadas nas embarcacdes de
pesca, procedimentos de refrigeracdo inadequados, procedimentos de congelacdo e
descongelagéo inadequados e processos de conserva improprios (Lehane, L. et al., 2000;
Mendes, R., 2009).
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A possibilidade de utilizar a concentracdo destes compostos como um critério para
a avaliacdo da qualidade de peixes O6sseos e de invertebrados tem sido discutida por
muitos investigadores, devido ao facto de poderem resultar da atividade de enzimas de
origem bacteriana (Mendes, R., 2009). Os microrganismos com atividade descarboxilante
podem fazer parte da flora inicial do produto ou podem ser introduzidos, por
contaminacdo, durante a conservacao e/ou processamento. S8o varios 0s grupos de
bactérias aos quais tem sido associada atividade descarboxilante, designadamente
Enterobacteriaceae, géneros Clostridium e Lactobacillus e P. phosphoreum, entre outros
(Jorgensen, L. et al., 2000; Mendes, R., 2009).

E. Microrganismos do Pescado
E.1 Influéncia dos fatores ambientais no desenvolvimento de microrganismos

Tendo em consideragdo o alto teor de humidade dos produtos da pesca, a
gualidade do mesmo pode ser comprometida com relativa facilidade por acdo de
microrganismos, enzimas autoliticas e oxidagdo lipidica. Dos fatores referidos, os
microrganismos constituem os principais responsaveis pela perda de qualidade dos

produtos da pesca (Lacasse, D.,1995).

Segundo Masayoshi, Ph. et al. (1999), a temperatura ambiente € um dos fatores
que mais influenciam o desenvolvimento dos microrganismos, existindo um intervalo
onde determinadas espécies tém capacidade de se desenvolver. Dentro desse intervalo
existe ainda uma faixa mais restrita, designada por faixa de temperatura 6tima. Conforme
o intervalo de temperatura em que estdo inseridos, 0s microrganismos sao classificados
como psicrofilos, mesoéfilos e termdfilos (Quadro 1.4).

Quadro 1.4. Classificagdo de microrganismos relativamente a temperatura (adaptado de
Masayoshi, Ph. et al., 1999).

Tipos Capacidade de desenvolvimento Faixa de temperatura 6tima (°C)
Psicréfilos ~ Podem desenvolver-se a 0°C 20a35
Mesofilos N&o podem desenvolver-se a 0°C e 55°C 25 a 45
Termofilos  Podem desenvolver-se a 55°C 40 a 60

Dependendo da espécie, os microrganismos diferem quanto & necessidade de
oxigénio. O quadro 1.5 apresenta a classificacdo de alguns grupos de bactérias
relativamente a necessidade de oxigénio e o quadro 1.6 exemplifica alguns géneros de

bactérias de cada grupo (Masayoshi, Ph. et al., 1999).
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N

Quadro 1.5. Classificacdo de microrganismos em relacdo a necessidade de oxigénio (O,)
(adaptado de Masayoshi, Ph. et al., 1999).

Grupos Capacidade de desenvolvimento
Bactéria aerdbia Necessita de O, para o0 seu desenvolvimento
Bactéria microaerofila Necessita de O, mas o seu desenvolvimento é

favorecido sob pressao parcial baixa
Bactéria anaerobia facultativa ~ Utiliza O,, mas pode desenvolver-se igualmente na

auséncia do mesmo

Bactéria aerotolerante N&do utiliza O,, mas na sua presenca o0
desenvolvimento do  microrganismo ndo é
prejudicado

Bactéria anaerébia Morre na presenca de O,

Quadro 1.6. Géneros de bactérias em fun¢éo do tipo de grupo (adaptado de Masayoshi, Ph. et al.,
1999).

Grupos Exemplos de géneros de bactérias
Bactéria aerdbia Pseudomonas, Alteromonas, Moraxella,
Acinetobacter, Alcaligenes, Halobacterium,

Micrococcus, Bacillus, Acetobacter, etc

Bactéria microaerdfila Spirillum e  Campylobacter (associadas a
intoxicagdes alimentares)

Bactéria anaerobia facultativa  Escherichia, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter,
Proteus, Morganella, Vibrio, Aeromonas,
Staphylococcus, etc.

Bactéria aerotolerante Streptococcus

Bactéria anaerdbia Clostridium e Desulfotomaculum

A concentracao de sais € outro fator com grande influéncia no desenvolvimento de
microrganismos, principalmente o cloreto de soédio (NaCl). O quadro 1.7 mostra a
capacidade de alguns microrganismos se desenvolverem em determinadas

concentracdes de sal.

Muitas bactérias anaerébias formadoras de esporos (Clostridium) sdo sensiveis
ao sal e muitas aerobias formadoras de esporos (Bacillus) sdo tolerantes ao sal. As
bactérias marinhas e Vibrio parahamolyticus séo fracamente haléfilas. Como exemplo de

bactérias haléfilas moderadas podemos citar Microccus e algumas espécies de Vibrio e,
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quanto a haldfilas extremas, o mais expressivo é o género Halobacterium, encontrado em
salinas (Jay, J., 2000; Lacasse, D.,1995)

Quadro 1.7. Classificacdo de microrganismos dependentes da concentracdo de sal (adaptado de
Masayoshi, Ph. et al., 1999).

Grupos Capacidade de desenvolvimento

Bactéria ndo haléfila

Bactéria sensivel ao sal N&o se desenvolve em concentracfes de sal > 2%

Bactéria tolerante ao sal Pode desenvolver-se em concentracfes de sal > 2%
mas o0 seu desenvolvimento é favorecido em
concentracdes < 2%

Bactéria hal6fila

Bactéria fracamente haldéfila Concentragdo otima para desenvolvimento é 2 a 5%
Bactéria haléfila moderada Concentracado 6tima para desenvolvimento € 2 a 5%
Bactéria haldéfila extrema Concentracado 6tima para desenvolvimento € 2 a 5%

A concentracdo dos ides hidrogénio (pH) do ambiente tem grande influéncia no
desenvolvimento dos microrganismos. Em geral, o limite de pH acido para o
desenvolvimento de bactérias é pH 4 a 5 e pH 6timo entre 7 e 8. No caso de leveduras e
fungos, o limite € em torno de pH 2 com pH 6timo entre 4 a 6 (Huss, H. 1997; Jay, J.,
2000; Lacasse, D.,1995).

E.2 Contaminagéo do pescado

No momento anterior a captura, os musculos, os 6rgaos e o liquido corporal de
peixes vivos saudaveis sdo assépticos, enquanto a pele e as guelras, que estdo em
contato direto com agua, apresentam um razoavel nivel de contaminacdo, especialmente

por bactérias.

Cerca de 90% do ambiente marinho apresenta temperatura abaixo de 5°C, e
consequentemente, a maioria das bactérias esté incluida no grupo das psicrofilas. Muitas
bactérias desenvolvem-se a 0°C mas de forma muito lenta (Lacasse, D.,1995; Shewan. J.
1961).

A agua de alto-mar tem em média, uma concentracédo de 3,5% de sal, sendo que
cerca de ¥ dos sais € NaCl. Consequentemente, as bactérias marinhas de alto-mar séo
bactérias haldfilas, desenvolvendo-se bem meio de cultivo com 2 a 3 % de sal, entretanto

nem todas as bactérias marinhas sé@o haldfilas. A microbiologia marinha sofre influéncia
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de bactérias terrestres pois estas sdo transportadas pelos rios. Particularmente, a dgua
costeira mostra uma quantidade maior de bactérias comparando-as com aguas profundas

e de alto-mar.

Quando o pescado é capturado e colocado a bordo, o numero de bactérias do
pescado aumenta devido & contaminac&o existente a bordo que chega a atingir 10° a 10%/
cm?®. Apos classificacdo e separacdo, se for efetuada uma boa lavagem com agua do
mar, as bactérias sdo reduzidas para 1/3 a 1/10, comparado com 0 momento antes da
lavagem. Posteriormente, muitas outras fontes de contaminagdo alteram a carga
microbiana original, aumentando o nimero de bactérias antes do pescado chegar a mesa
do consumidor. Tais fontes de contaminacédo incluem a colocacdo do pescado em urnas
com gelo, o uso de equipamentos e aparelhos sem a assepsia adequada, a manipulagéo
humana e o transporte (Jay, J., 2000; Lerke, P. et. al., 1965; Masayoshi, Ph. et al., 1999;
Shewan. J., 1961).

O numero de bactérias viaveis, presentes nos peixes marinhos encontra-se entre
os 10? e 10° UFC/cm? de pele e 10° a 10’ UFC/g de guelras. Estas variacdes devem-se a
fatores tais como a época e 0os métodos de captura, a area de pesca, etc. por exemplo,
em determinadas épocas de pesca existe diferenca devido ao aparecimento de plancton;
0 numero de bactérias em peixes capturados por arrasto € 10 a 100 vezes maior do que
aqueles capturados com vara e espinhel; os peixes de areas tropicais apresentam maior
namero de bactérias do que em areas temperadas e frias. Relativamente ao niumero de
bactérias intestinais, este varia de 10° a 10° UFC/ g de contelido e esta variagdo esta
relacionada ao volume da dieta do peixe; exemplares ndo alimentados apresentam um
namero menor de bactérias (Frazier, W. et al. 1988; Hobbs, G., 1983; Jackson T. et al.,
1997).

A composicao microbiologica da pele do pescado depende do local de captura e
do periodo de pesca, nomeadamente dos fatores ambientais. Por exemplo, em peixes
capturados no Mar do Norte e na Noruega, em alto-mar, sdo detetados em maior nimero
Pseudomonas, Moraxella e Flavobacterium, enquanto no litoral japonés, ocorre
relativamente mais Pseudomonas, Vibrio e Moraxella, seguido de Flavobacterium,
Micrococcus e Corynebacterium. Também foram detetados Acinetobacter e

Staphylococcus.

No momento do desembarque, 0S peixes apresentam maior quantidade de
Pseudomonas Ill/IV haldfilas, sendo que nas lojas se detetam Pseudomonas Ill/IV n&o
hal6filas de origem terrestre (Hayes, S., 1985; Jackson T. et al., 1997; Jay, J., 2000).
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CAPITULO 2 — METODOLOGIA

A. Amostragem

A.1 Carapau (Trachurus trachurus)

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas cinquenta amostras de carapau

(Trachurus trachurus) de um total de cinquenta e cinco amostras recolhidas, obtidas de

forma aleatdria de quatro embarcacgfes provenientes da pesca de arrasto (cujas capturas

foram realizadas no Atlantico Nordeste) que se encontravam a efetuar descarga na lota

de Peniche. Este trabalho foi efetuado com base em amostragens realizadas durante

cinco meses, de Outubro de 2011 a Fevereiro de 2012.

No momento da chegada da embarcacéo foi efetuado o contacto com o Mestre do

barco, de modo a obter autorizagdo para a recolha dos exemplares de carapau. A recolha

seguiu 0s seguintes passos:

VI.

VII.

VIII.

Contacto com o Mestre da embarcacao;

Requisicéo a lota de caixas higienizadas e com gelo;

Recolha do numero de amostras estipulado (quadro 2.1) no momento
imediato da descarga (sem ser submetida a lavagem com agua do porto
de pesca) — Carapau Descarga;

Acondicionamento das amostras em sacos apropriados (Nasco Whirl-Pak,
Canada) e em mala térmica com acumuladores de temperatura (Camping
Gaz);

Recolha do numero de amostras estipulado (quadro 2.1) durante a
descarga antes da lavagem com agua do porto de pesca — Carapau Nao
Lavado; e depois de lavado com a agua do porto de pesca — Carapau
Lavado;

Acondicionamento, das amostras de carapau nao lavado, em caixas com
gelo por um periodo médio de uma hora (de modo a simular o periodo de
leildo e expedicdo do pescado descarregado) figura 2.1 A;
Acondicionamento, das amostras de carapau lavado, em caixas com a
mesma quantidade de gelo que o colocado pelos responsaveis da lota, por

um periodo igual ao referido no ponto VI, figura 2.1 B;

Terminado o tempo simulacéo do leildo e da expedicao do produto, este é

tal como no ponto IV acondicionado em sacos e colocado em mala térmica
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e encaminhado para a Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar de
Peniche (ESTM).

O periodo entre a recolha das amostras de carapau e o laboratério (ESTM) foi
cerca de 1 hora e 30 minutos, onde as amostras sempre se mantiveram devidamente
acondicionadas e mantidas em refrigeragédo durante o tempo de espera e o transporte.
Quadro 2.1. Informac®es acerca da data, nUmero e método de conservacédo aplicado as amostras

de carapau recolhidas aleatoriamente na lota de Peniche. Tipo de analise realizada e periodo em
gue as amostras foram sujeitas a analise.

Informagbes Amostrais

Data Numero de amostras recolhidas | Tipo de | Conservagdo | Periodo de realizagcdo
Recolha — analise | daamostra das analises
Descarga| Nao Lavado | Lavado

19-10-2011 8 5 4 Q,FeS | Congelagdo | 19-10-2011 a 13-04-2012
20-10-2011 2 2 2 Q,FeS | Congelacdao | 19-10-2011 a 13-04-2013
21-10-2011 2 2 2 Q,FeS | Congelacao | 19-10-2011 a 13-04-2014
05-10-2011 2 2 2 Q,FeS | Congelacao | 19-10-2011 a 13-04-2015
07-02-2012 0 1 1 MeS Refrigeracdo | 08-02-2012 a 01-03-2012
08-02-2012 0 1 1 MeS Refrigeragdo | 08-02-2012 a 01-03-2012
14-02-2012 0 1 1 MeS Refrigeracdo | 08-02-2012 a 01-03-2012
15-02-2012 0 1 1 MeS Refrigeragdo | 08-02-2012 a 01-03-2012
22-02-2012 0 1 1 MeS Refrigeracdo | 08-02-2012 a 01-03-2012
23-02-2012 0 1 1 MeS Refrigeracdo | 08-02-2012 a 01-03-2012
28-02-2012 0 2 2 MeS Refrigeracdo | 08-02-2012 a 01-03-2012
29-02-2012 0 2 2 MeS Refrigeracdo | 08-02-2012 a 01-03-2012

Somatério 14 21 20 Q — Quimica; F — Fisica;

S — Sensorial; M — Microbiolégicas
Total
: 55
recolhido

Apos a avaliagdo sensorial QIM (Quality Index Method) as amostras, para analise

quimica e fisica, foram filetadas e congeladas num congelador de placas (Armfield,
Contact Plate Freezer FT34-MKII, Inglaterra) sendo posteriormente conservadas em
congelador doméstico (JP Selecta, Templow, Barcelona), figura 2.2. As amostras de
carapau foram sendo descongeladas a medida que foram sendo realizadas as respetivas

andlises, quadro 2.1.

As amostras para andlise microbioldgica foram conservadas em refrigeracdo, em
frigorifico doméstico (Beko, Turquia) localizado no laboratério da ESTM, quadro 2.1,

tendo as andlises sido realizadas num periodo maximo de 15 horas ap0s a sua descarga.
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Figura 2.1. (A e B) — Acondicionamento das amostras de carapau recolhidas (as caixas
utilizadas sao de cor azul — caixa utilizada como sendo a primeira de uma pilha de caixas que sao
arrastadas pela chdo — contudo estas encontravam-se devidamente higienizadas e apenas por
esse motivo foi aceite a sua utilizacdo). A — Carapau nao lavado; B — Carapau lavado.

Figura 2.2. Congelador de placas.

A.2 Agua de Lavagem do Pescado Descarregado — Porto de pesca

O pescado descarregado na lota de Peniche é submetido, na sua maioria, a uma
lavagem com &gua com o objetivo de remover qualquer sujidade presente, sangue, gelo,
etc., e de modo a tornar o produto mais brilhante e consequentemente mais apelativo ao
comprador. A agua utilizada € proveniente do porto de pesca e as embarcagfes sdo as

detentoras das mangueiras que realizam a lavagem do pescado.

A agua recolhida foi, precisamente, a agua utilizada para a lavagem do pescado
no momento anterior a sua entrada na lota, tendo sido feita a sua recolha diretamente da

mangueira da embarcacéo.

As amostras foram recolhidas para frascos de Schott, devidamente esterilizado, e
acondicionadas em refrigeracdo (mala térmica com acumuladores de temperatura), tendo
o procedimento sido adaptado da Norma ISO 19458:2006.

A agua foi recolhida no mesmo momento que a amostra de carapau para analise

microbioldgica e conservadas em refrigeracdo até ao momento da sua analise, segundo
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informagfes recomendadas pelo IRAR (2005) por um periodo maximo de 15h (o IRAR

recomenda 12h de tempo méaximo de armazenamento e define como aceitavel 18h).
A.3 Agua Tratada Proveniente da Lota

Na lota de Peniche existem saidas de agua salgada, onde esta é submetida a
tratamento de modo a torna-la propria para utilizacdo em produtos alimentares em
detrimento da &gua utilizada pelas embarca¢fes, capturada diretamente do porto de

pesca.

As amostras de agua tratada foram recolhidas diretamente das saidas existentes
na lota, através de uma mangueira para frascos de Schott, devidamente esterilizados, e

acondicionadas em refrigeracdo (mala térmica com acumuladores de temperatura).

A agua foi recolhida, no mesmo momento que a amostra de carapau para analise

microbiol6gica e conservada em refrigeracao até ao momento da sua andlise.

B. Avaliacdo da Qualidade e Seguranca do Pescado Fresco -

Métodos Objetivos

As andlises, para avaliacdo da qualidade e seguranca do pescado fresco, através
de métodos objetivos, foram realizadas em polpas homogéneas da parte muscular do
carapau e isentas de pele. Horas antes da realizacdo dos ensaios experimentais, as
amostras, devidamente codificadas (figura 2.3), foram retiradas para o frigorifico de modo
a descongelarem de forma segura. Utilizou-se uma picadora (Moulinex, CE) para a
homogeneizacdo do produto e foi seguido o procedimento de extracdo de amostra para
ensaio, adequado a cada tipo de andlise.

Figura 2.3. Filetes de carapau congelados e codificados.
B.1 pH

Segundo Sanchez-Cascado, S., 2005, a determinacdo do pH pode ser realizada

diretamente com um eléctrodo de pH para s6lidos numa massa homogénea de musculo
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de pescado triturado ou através da diluicdo de uma por¢cdo de amostra em agua
destilada.

Primeiramente, o potencibmetro (Crison, pH-meter basic 20, Espanha), foi

calibrado tendo sido seguidas as instru¢des de trabalho que o acompanham.

As amostras de carapau foram submetidas a descongelacao, em frigorifico, horas
antes da analise tendo sido o valor do pH medido com o potenciémetro a temperatura
ambiente. Para isso, foram homogeneizados (1:10), numa picadora, 59 de amostra de
carapau triturado (isento de cabeca, barbatanas, visceras e espinhas) em 50 ml de agua
desionizada. A solugéo obtida foi submetida a filtracdo com filtro n.° 4 (Filtres Fioroni,

Franca) de modo a obter um liquido isento de particulas em suspenséo.

O elétrodo foi mergulhado na solucéo obtida apds filtracdo, deixando-se estabilizar

o aparelho. A determinacgdo do pH foi realizada em triplicado para cada amostra.
B.2 Humidade Relativa

O teor de humidade foi um dos parametros fisicos analisados, necessarios
também para a determinac@o do teor de ABVT e N-TMA, tendo sido realizada com o
auxilio de um analisador de humidade (Metller Toledo, HB 43, Suica), figura 2.4, de
acordo com as instrucdes descritas pelo fabricante. Da amostra de carapau utilizada para
a analise do teor de ABVT foi retirada uma pequena porcédo que foi submetida a secura
no analisador de humidade a 210°C até atingir um valor constante. Os resultados foram

expressos em percentagem de teor de humidade (Santos, J. 2008).

Figura 2.4. Analisador de humidade
B.3 Temperatura Interna

A temperatura interna da espécie estudada foi registada em dois momentos:
descarga e expedicdo. Para a determinacdo da temperatura interna foi utilizado um

termdémetro digital com sonda, figura 2.5, proprio para alimentos (Hanna Instruments,
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Mauriténia). A sonda foi inserida na cavidade bocal do peixe até meio do seu
comprimento total, tendo sido registado o valor assinalado no mostrador digital.

B.4 Azoto Bésico Volatil Total (ABVT)

Através da determinacdo do ABVT séo determinadas, em simultaneo, a presenca
de diversas substancias, o que confere uma maior legitimidade a este parametro, como
indice de qualidade. No entanto, pelo facto de algumas substancias s6 se formarem
numa fase tardia da degradacdo, este é normalmente referido como sendo um valor

indicativo da degradacéo e ndo de frescura.

A determinacdo do ABVT pode ser realizada segundo métodos mais classicos
baseados na microdifusdo ou na destilagéo, ou através de métodos baseados na analise
por injecdo em fluxo (Ruiz-Capillas, C. et al., 1999). Neste estudo, a determinagé&o do teor
de ABVT em carapau foi realizada através do método de Conway, descrito na Norma
Portuguesa NP 2930 de 2009. O processo consistiu na extragdo das bases volateis por
meio de uma solucdo de &cido tricloroacético (Sharlau, Espanha), alcalinizacdo por agéo
de carbonato de potéssio (Fisher Scientific, Reino Unido.) para libertacdo das bases
volateis e sua rece¢do numa solucéo de acido borico (Panreac, Espanha) e seguida de

uma titulacdo com &cido cloridrico (36-37% Panreac, Espanha) a 0,02 N.
B.5 Azoto de Trimetilamina (N-TMA)

Para a determinacdo do azoto de TMA seguiu-se 0 método descrito na Norma
Portuguesa NP 1841-1 de 2009, sendo o procedimento semelhante ao descrito para o
ABVT, com a excecdo do contetdo da coroa circular da célula de Conway (figura 2.6),
onde é adicionado mais 1 ml de uma solucdo de formaldeido (35-37%) (Fisher Scientific,
Reino Unido). Este procedimento consiste na extragdo dos produtos azotados por meio
de uma solucdo de acido tricloroacético e fixacdo pelo aldeido férmico das aminas
primarias e secundarias. A trimetilamina libertada pela alcalinizacdo da ac¢éo do
carbonato de potassio € rececionado numa solu¢do de acido boérico e seguida de uma

titulacdo com &cido cloridrico a 0,02 N.
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Figura 2.5.Termdmetro digital com sonda. Figura 2.6. Célula de Conway utilizada
na determinacdo de ABVT e N-TMA.

Os resultados, para ambas as analises (ABVT e N-TMA), foram tratados de
acordo com a formula descrita nas respetivas normas, sendo ambos os teores, expressos

em mg/100g de amostra:

21 % (V, — V)
(Vl_Vo)XV3Xm

(100 — Fc)

Onde:

Vo — volume da solugéo, expresso em mililitros, de acido cloridrico gasto no ensaio
em branco;

V; — volume da solucéo, expresso em mililitros, de acido cloridrico gasto no ensaio
de controlo de difuséo;

V, — volume de solucéo, expresso em mililitros, de acido cloridrico gasto no ensaio
com a toma;

V3 — volume de solucéo, expresso em mililitros, do extrato da amostra utilizada na
determinacdo;

Fc — fator de correcdo de volume (teor de dgua existente na toma para analise);
Nota: Se a amostra tiver um teor de humidade de 80%, o valor de Fc sera igual a 40.

m — massa, expressa em grama, da toma para analise.
B.6 Histamina

Para a determinacéo do teor de histamina nas amostras de pescado, foi utilizado
0 protoloco experimental utilizado para as aulas do Mestrado de Biotecnologia dos
Recursos Marinhos, “Determinagéao do teor de histamina numa amostra de pescado por

HPLC”, adaptado dos protocolos descritos por John T., 2002 e Tsay, Y. et al., 2005.

A primeira fase do procedimento consistiu na preparacdo das amostras e na
preparacdo da reta de calibracdo nas concentragcbes de 0,01; 0,015; 0,02; 0,03; 0,06;
0,12; 0,24 e 0,50 mg/ml; na segunda fase teve lugar a separagdo por cromatografia
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liquida de alta eficiéncia (HPLC) (LaChrom Elite, Portugal.), figura 2.7, recorrendo a
utilizacdo de uma coluna de fase reversa Lichrospher RP-18 (5 ym, 250 x 4,6 mm), fluxo
de 1 ml/min em condi¢Bes isocraticas e utilizando como fase movel, 85% de metanol
(Fisher Scientific, Reino Unido) e 15% de agua (Fisher Scientific, Reino Unido). O detetor
utilizado foi Diode Array Detector (DAD) a 254 nm com um volume de inje¢&o de 20 pl. O
software utilizado para a obtencao dos cromatogramas foi o EZChrom Elite, ja instalado

no equipamento.

Figura 2.7. Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, constituido por: 1 — organizer (Merck Hitachi); 2
— detetor DAD (L-2450, Merck Hitachi); 3 — suporte amostras (L-2200, VWR Hitachi); 4 — bomba
guaternaria (L-2130, VWR Hitachi).

Posteriormente foi realizada uma curva de calibracdo areas vs concentragdes de
histamina e foi determinada através de interpolagéo grafica a concentragédo de histamina

na amostra.

C. Avaliacdo da Qualidade e Seguranca do Pescado Fresco -

Método Subjetivo
C.1 QIM (Quality Index Method)

A avaliacdo da frescura do carapau inteiro, cerca de duas horas apés a sua
chegada a lota, foi realizada com o peixe cru, em tabuas de cozinha brancas (figura 2.8)
tendo sido aplicado o esquema QIM, referente ao carapau, apresentado no quadro 2.2.

Os parametros avaliados consistiram:

e Aspeto geral — Pele e firmeza da carne;
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o Olhos — Pupila e forma;
e Branquias — Cor e cheiro;
e Abdomen — Parede abdominal.
Em cada dia de recolha foi avaliada a totalidade das amostras, sendo que cada

peixe foi avaliado por trés provadores.

Figura 2.8 Avaliacéo da frescura de Carapau através da aplicacdo teste QIM.

D. Avaliacdo da Qualidade e Seguranca do Pescado Fresco —

Microbiologia
D.1 Preparacao das amostras

As amostras, para contagem de E.coli e microrganismos a 30°C (aerébios totais)
foram preparadas em condi¢cbes de assepsia, segundo as Normas ISO 6887-2011, ISO
16649-2 (2001) e 1ISO 4833:2003.

A andlise a pele do carapau, lavado e nao lavado, foi realizado com o auxilio de
uma zaragatoa embebida em 10 ml de triptona sal (Merck, Alemanha). Para a analise ao
muasculo do carapau, lavado e nao lavado, as suspensfes-mae foram preparadas
homogeneizando 25 g (Kern & Sohn GmbH, Alemanha) de pedacos de musculo, sem
pele, com 225 ml de diluente triptona sal, num agitador “Stomacher” (IUL, Instruments,
Espanha), durante 1 minuto. Prepararam-se as diluicbes decimais (1 ml da suspensao-
mae — encheu-se e esvaziou-se a pipeta trés vezes — e adicionou-se a 9 ml de diluente)

até a diluicdio 10™ para a analise ao musculo e a diluicdo 10 para a pele — figura 2.9.

Todas as diluicbes decimais bem como as inoculacbes foram preparadas e
realizadas em ambiente estéril assegurado por um bico de bunsen (Camping Gaz). Todas

as sementeiras foram realizadas em duplicado.
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Quadro 2.2. Avaliac&o do grau de frescura do carapau pelo método do indice de Qualidade
(Nunes, et al., 2007).

_ ) _ Pontos de
Atributos de Qualidade Descritores .
Demeérito

Iridescente, brilhante
Pele Pigmentacdo menos viva e brilhante

Baca e ligeiramente amarelada
Aspeto Geral

Muito firme, rija
Firmeza da carne | Firme, elastica

Ligeiramente mole

Preta azulada, viva

0
1
2
0
1
2
0
Pupila Preta enevoada 1
Cinzenta, leitosa 2
Olhos
Convexa 0
Forma Achatada, plana 1
Codncava, encovada 2
Vermelha puarpura 0
Vermelha acastanhada 1
Cor
Acastanhada 2
. Castanha descorada 3
Branquias
Algas, fresco 0
_ Algas pouco intenso, metélico 1
Cheiro o
Relva ou ligeiramente azedo 2
Azedo, rangoso 3
Firme, intacta 0
) Parede _ _ _
Abdomen . Pouco firme, mas ainda intacta 1
abdominal
2

Mole, enrugada, roturada

INDICE DE QUALDIADE (total de pontos de demérito

@
=
(o)

D.2 Preparacéo do diluente e dos meios de cultura

O diluente e todos os meios de cultura, quadro 2.3, foram preparados de acordo
com as indicacdes dos fabricantes e foram esterilizados em autoclave (AJC, Uniclave 88,

Portugal) a 121 °C, durante 15 minutos.
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1ml

Em 10 ml de Em9 ml de
triptona sal triptona sal

Suspensdo-mae

LY
@ @ @

] Em 9 ml de
ml de triptona sal
triptona sal

Suspensdo-made

Figura 2.9. Esquema das diluicbes realizadas para cada amostra: A — Pele de carapau
lavado e ndo lavado; B — Muasculo de carapau lavado e ndo lavado.

D.3 Contagem de microrganismos aerébios a 30°C (aerdbios totais)

De acordo com as normas ISO 4833 (2003), ISO 6887 (1999 e 2003) e ISO 7218
(1996) semeou-se, por incorporacdo, 1ml de inoculo das diluicdes adequadas, dos
grupos de amostras analisado, conforme o quadro 2.4, e verteu-se cerca de 12 a 15 ml
de PCA (Merck, Alemanha) em placas de Petri esterilizadas (Normax, Portugal) e
devidamente identificadas. Misturou-se cuidadosamente o in6culo com o meio e deixou-
se solidificar a temperatura ambiente. Ap6s o arrefecimento, incubaram-se as placas
numa estufa (Binder, Portugal) a temperatura de 30 + 1°C, durante 72h + 3h, nao
empilhando mais de 6 placas.

Quadro 2.3. Diluente e meios de cultura, utilizados nas diferentes andlises ao carapau
lavado e ndo lavado, pele e musculo.

Diluente Meio cultura
ggorgagem de aerobios a Triptona sal PCA (Plate Count Agar)
Contagem de E.coli Triptona sal TBX (Tryptone Bile X-

glucuronid)

Determinou-se o niumero de microrganismos por contagem direta das coldnias. Os
resultados foram expressos em log UFC/g, relativamente ao musculo do carapau lavado

e ndo lavado e log UFC/cm? para as analises a pele do carapau (lavado e ndo lavado).
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Quadro 2.4. Sementeiras realizadas para cada tipo de amostra.

-1 -2

N&o 2 N&o 3
Lavado Lavado

Musculo -3 Pele -4

-4 -5

-1 -2

Lavado -2 Lavado -3

Mdusculo -3 Pele -4

-4 -5

D 4. Contagem de E. coli

De acordo com as normas I1SO 16649-2 (2001), ISO 6887 (1999 e 2003) e I1SO
7218 (1996), semeou-se, por incorporacdo, 1ml de indculo das diluicdes adequadas, dos
grupos de amostras analisado, conforme o quadro 2.4, e verteu-se cerca de 12 a 15 ml
de TBX (Merck, Alemanha) em placas de Petri esterilizadas e devidamente identificadas.
Misturou-se cuidadosamente o in6éculo com o meio e deixou-se solidificar & temperatura
ambiente. Apés o arrefecimento, incubaram-se as placas numa estufa a temperatura de

44°C, durante 18-20h, ndo empilhando mais de 6 placas.
Os resultados foram apresentados da mesma forma que o referido em C 3.

E. Avaliacdo da Qualidade da Agua de Lavagem do Pescado

Descarregado (Porto de Pesca) e Agua Salgada Tratada
E.1pH

A calibracdo do elétrodo e medicdo do pH das amostras foi realizada sob as
mesmas condi¢fes. Assim, o potenciometro, foi calibrado tendo sido seguidas as

instrucdes de trabalho que o acompanham.

As amostras de agua (porto de pesca e agua salgada tratada) foram submetidas a
andlise, sem qualquer tipo de diluicdo, através de um elétrodo de pH a temperatura
ambiente. A determinacdo de pH foi realizada em triplicado para cada amostra,

mergulhando o elétrodo na amostra e deixando estabilizar o valor de pH.
E.2 Contagem Microbioldgica — E.coli
Preparacédo das amostras

Para determinar a presenca de E.coli em 4gua, do porto de pesca e tratada,

procedeu-se do mesmo modo em todas as amostras, tendo o procedimento sido
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realizado segundo a Norma ISO 9308-1 (2000). Todas as amostras de &gua foram

analisadas sem sofrer diluico.
Preparacédo do meio de cultura

O meio de cultura utilizado para a analise, segundo a norma 1SO 9308-1:2000, foi
Membrane Lauryl Sulfate Agar (MLSA; Oxoid, Inglaterra) foi previamente preparado
segundo indicac¢des do fabricante. Posteriormente o meio foi esterilizado em autoclave e
colocado em placas de Petri (cerca de 12 a 15 mL) em camara de seguranca bioldgica

vertical, de fluxo laminar Biohazard Braun 2.4 micro (MDH Ltd., Reino Unido)
Procedimento

Apés a filtracdo das amostras de agua através de membranas de filtracdo de
0,45um (100mL), estas foram colocadas na superficie das placas contendo MLSA. Em
seguida as placas foram incubadas a 36°C + 2°C durante 21h £ 2h.

Os resultados foram expressos em UFC/100 mL.
F. Tratamento estatistico

Para o tratamento estatistico dos resultados obtidos experimentalmente, todos os
dados foram testados relativamente aos pressupostos de ajustamento dos dados a
distribuicdo normal e & homogeneidade de variancias (Zar, 2009). Para comparacéo de
mais de dois grupos em estudo, e sempre que ndo foram detetadas violagcbes aos
referidos pressupostos, utilizou-se 0 método paramétrico de analise de varidncia com um
e dois fatores (ANOVA one-way e ANOVA two-way, respetivamente). Caso contrério, a
analise de dados foi realizada com recurso ao método néo paramétrico de Kruskal-Wallis
(zar,2009). Sempre que foram detetadas diferencas estatisticamente significativas,
realizaram-se os testes de comparagcdes multiplas de Tukey e/ou Bonferroni (Zar,2009).
Sempre que o0 objetivo teve por base a comparacdo de dois grupos de estudo, foi
aplicado o teste t-Student (Zar,2009). Por ultimo, e para testar a independéncia entre
variaveis (nomeadamente, tipo de amostra e classificacdo QIM), utilizou-se o teste de
independéncia do Qui-Quadrado. Todas as diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas ao nivel de 0,05 (ou seja, sempre que foi observado p-
value<0,05) (Zar,2009). Todos os célculos foram realizados através do software
estatistico IBM® SPSS® Statistics, verséo 19.
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CAPITULO 3 — RESULTADOS

A. Avaliacdo da Qualidade e Seguranca do Pescado Fresco -

Métodos objetivos
A.1 pH e Humidade relativa

A determinacdo do potencial de hidrogénio idnico dos trinta exemplares de
carapau em estudo foi realizada através da utilizacdo, tal como referido no capitulo da
metodologia, de um eléctrodo de pH, obtendo-se os resultados em unidades de pH entre
uma escala de valores de 0 a 14.

Tal como referido no quadro 3.1, os valores minimos e maximos de pH registados,
num total de trinta exemplares, foram respetivamente, 6,17 e 6,89. Relativamente aos
trés diferentes tipos de amostras de carapau de descarga, ndo lavado e lavado, os
valores médios de pH determinados foram, respetivamente, 6,55+0,23, 6,63+0,15 e
6,52+0,18.

O teor de humidade, nas trés amostras estudadas, variou entre 65,38 e 75,31%,
sendo que o carapau da descarga registou uma humidade relativa de 69,66+2,51%, o
carapau nao lavado, 69,88+3,50% e o carapau lavado registou um teor de humidade de
70,05%2,76%.

Quando comparadas, as amostras de carapau nao lavado e lavado, com a
amostra, designada de controlo, carapau descarga, verificou-se que os valores de pH
revelaram um aumento, relativamente a primeira amostra e uma diminuigéao,
relativamente a amostra de carapau lavado (figura 3.1). No entanto, quando comparadas
as amostras de carapau ndo lavado e lavado com o controlo, os valores de pH néo
revelaram diferengas estatisticamente significativas (ANOVA one-way, F(.»=0,812, p-
value=0,05).

No que diz respeito aos valores de humidade relativa, apesar de apresentarem um
padrao contrario ao do pH (uma vez que os valores aumentaram, quando comparadas
com a amostra controlo (figura 3.1)), os resultados também nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (ANOVA one-way, F(,7=0,043, p-value=0,05), quando

comparadas as amostras de carapau ndo lavado e lavado com o controlo
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A.2 Temperatura Interna

A temperatura interna foi determinada através de um termémetro de espeto, tal
como referido no capitulo da metodologia, tendo sido registada, uma temperatura média
superior, no carapau ndo lavado 7,76°C em comparacdo com o carapau lavado, 6,71°C
(quadro 3.1).

Quadro 3.1 — Resultados obtidos para os parametros, pH, humidade relativa e temperatura interna
no momento da descarga do pescado em lota, nas diferentes amostras estudadas (30). n - nimero
de exemplares por amostra; os resultados sdo apresentados sob a forma de médiatdesvio-
padrdo; os valores entre paréntesis representam o minimo e o0 maximo, respetivamente.

Amostras n pH HR% T. Int. (°C)
Carapau Descarga 10 6,55+0,23 69,66+2,51
(controlo) (6,17-6,89) (65,38-73,15)
Carapau Nao 10 6,63+0,15 69,88+3,50

7,76%0,32
Lavado (6,41-6,81) (65,48-75,31)
10 6,52+0,18 70,05+2,76

Carapau Lavado 6,71+0,31

(6,28-6,77) (65,97-74,78)

A.3 Azoto Basico Volatil Total (ABVT) e Azoto de Trimetilamina (N-TMA)

A determinac@o do ABVT e da N-TMA foi realizada de acordo com o método de
Conway, referido no capitulo da metodologia. Através da férmula citada, no mesmo
capitulo, obtiveram-se os valores, descritos no quadro 3.2, em miligrama por cada 100
grama de amostra. Assim, observou-se que existia um aumento gradual dos valores de
ABVT e N-TMA no que se refere as amostras estudadas: o carapau descarga registou
um teor médio de ABVT de 7,90+1,16 e de N-TMA de 2,67+1,08 mg/100g, o carapau nao
lavado registou um teor médio de ABVT 9,63+3,92 e N-TMA de 3,30+1,81 mg/100g e o
carapau lavado registou 10,21+4,33 e de N-TMA de 3,70£2,23 mg/100g amostra.

Quando comparados os valores de ABVT e N-TMA da amostra controlo com as
amostras de carapau, ndo lavado e lavado, estas revelaram um aumento em relacdo ao
momento inicial (t=0 horas de exposicdo) e ao momento de expedicdo (t=2h de

exposicao), tal como demonstrado na figura 3.1.

Relativamente as trés amostras, o teor minimo e méaximo obtido, para o ABVT foi,
respetivamente, 3,25 e 17,59 mg/100g, tendo o menor valor sido registado para o
carapau nao lavado e o maior para o carapau lavado. Os valores extremos assinalados

para N-TMA foram, 0,58 e 6,15 mg/100g, sendo que a amostra que registou o valor mais
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baixo foi o carapau lavado e a amostra que arrolou o valor mais elevado foi o carapau

nao lavado.

Contudo, quando comparadas as amostras (carapau nao lavado e lavado) com o
controlo, para ambos os parametros (ABVT e N-TMA) ndo foram detetadas diferencas

estatisticamente significativas (Kruskal-Wallis, )((22)=2,403, p-value = 0,05).

Quadro 3.2. Teor de azoto basico volatil total e de azoto de trimetilamina, obtidos na andlise de
trés diferentes amostras de carapau (30). n - nimero de exemplares por amostra; os resultados
séo apresentados sob a forma de médiatdesvio-padrao; os valores entre paréntesis representam
0 minimo e 0 méximo, respetivamente.

Amostras N ABVT (mg/100q) N-TMA (mg/100g9)
Carapau Descarga 10 7,90+1,16 2,67+1,08
(controlo) (6,34-9,56) (1,10-4,63)
9,63+3,92 3,30+1,81
Carapau Néo Lavado 10
(3,25-14,54) (1,30-6,15)
10,21+4,33 3,70+2,23
Carapau Lavado 10
(3,71-17,59) (0,58-5,97)

A.4 Histamina

As areas determinadas, relativas aos picos dos cromatogramas, obtidos pela
analise através de HPLC, das amostras estudadas revelaram-se muito inferiores a
concentracdo minima utilizada para a elaboracdo da reta de calibragdo de 0,01 mg/ml de
histamina, pelo que o estudo deste parametro foi interrompido. Desta forma ndo existiram

resultados relevantes para o estudo em causa.

B. Avaliacdo da Qualidade e Seguranca do Pescado Fresco -

Método subjetivo
B.1 QIM

A avaliacdo da frescura do carapau inteiro foi realizada através da utilizacdo do
método QIM, tendo-se recorrido a uma tabela especifica para a avaliacdo do mesmo. O
valor total maximo, de pontos de demérito, que pode ser atribuido a um peixe, é de 16
valores sendo o minimo 0. Relativamente as analises realizadas, o valor minimo e
maximo de pontos de demérito atribuidos as amostras (num total de 30 amostras
analisadas), foi de 0 e 4, respetivamente. Em termos percentuais, o valor de QIM com
maior repetibilidade, foi o 2, relativo a 36,7% das amostras analisadas, logo seguido de

um valor de QIM igual a 0, com 33,3%, quadro 3.3.
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O quadro 3.4, apresenta a relagdo entre as amostras analisadas e o total de
pontos de demérito atribuidos. De modo a ser possivel a obtencdo de dados mais
homogéneos, foram consideradas apenas vinte e sete amostras, das 30 analisadas,
tendo as mesmas sido agrupadas apenas em trés niveis de QIM (0,1 e 2). Assim, das
amostras de carapau de descarga, ndo lavado e lavado, a que apresentou maior nimero
de exemplares com atribuicdo QIM de 2, foi a amostra de carapau lavado. J& a atribuigéo
mais baixa, QIM=0, foi igualmente atribuida as amostras de carapau descarga e ndo

lavado.

Adicionalmente, e pelos resultados obtidos, foi ainda possivel concluir que nao
existe dependéncia estatistica entre as amostras e os valores de QIM (Qui-Quadrado,
x¢n=2.321, p-value 2 0,05).

Quadro 3.3. Valores de QIM (Quality Index Method), e respetiva percentagem, referente a analise
da frescura das amostras de carapau (com uma dimenséo total de 30 amostras analisadas).

QIM n %
0 10 33,3
1 6 20
2 11 36,7
3 2 6,7
4 1 3,3

Quadro 3.4. Relagdo entre as amostras analisadas e o total de pontos de demérito atribuidos
(QIM) para um n de 27.

QIM

Amostras

0 1 2
Carapau Descarga

4 3 3
(controlo)
Carapau Nao Lavado 4 1 3
Carapau Lavado 2 2 5

C. Relacado entre os métodos subjetivos e os métodos objetivos

Quando relacionados os trés tipos de amostras em estudo com o valor de QIM
atribuido (quadro 3.5), verificou-se que para a amostra de carapau descarga, os valores
de pH relativos ao indice de qualidade 0, se revelaram mais elevados que a amostra

avaliada com um QIM de 1 (6,53%0,20 e 6,52+0,31, respetivamente). Relativamente ao
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teor de humidade, a referida amostra, apresentou um valor mais elevado no carapau
classificado com um valor de QIM=2 (70,36+2,41%). Contudo, e apesar do padrédo
descrito nos parametros estudados, pH e HR, os resultados ndo evidenciaram diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas as 3 amostras, em simultdneo com as

diferentes classificagdes de QIM (ANOVA two-way, p-valuez0,05).

No estudo do parametro ABVT, os valores mais elevados (13,73+0,70 mg/100g)
foram assinalados nas amostras cujo QIM conferido foi igual a 2. Adicionalmente, os
resultados demonstraram a existéncia de diferencas estatisticamente quando
comparadas as 3 amostras, em simultdneo com as diferentes classificagcbes de QIM
(ANOVA two-way, QIM: F(15=30,95, p-value<0,05; interacdo entre QIM e Amostras:
Fu.15=11,31, p-value<0,05). Especificamente, foi possivel observar que tais diferencas
residem dentro das amostras de carapau ndo lavado, quando comparadas as
classificacbes de QIM=2 com QIM=0 e QIM=1 (Bonferroni, p-value<0,05), assim como
nas amostras de carapau lavado, quando comparadas as classificacdes de QIM=2 com
QIM=0 e QIM=1 e QIM=0 com QIM=1 (Bonferroni, p-value<0,05). Em ambos 0s casos, 0s
valores de ABVT foram em média superiores para as classifica¢cdes de QIM=2, sendo que
para as amostras de carapau lavado, os valores de QIM=1 foram igualmente superiores

guando comparados com os de QIM=0.

O azoto de trimetilamina aumentou consoante o aumento revelado na atribuicdo
do indice de qualidade das amostras estudadas, tendo sido menor no carapau com
QIM=0, 0,74+0,23 mg/100g e superior no carapau com QIM=2, 5,22+0,81 mg/100g. Pelos
resultados obtidos, foi possivel apreender que este parametro apresentou diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas as 3 amostras, em simultdneo com as
diferentes classificagdes de QIM (ANOVA two-way, QIM: F(15=78,17, p-value<0,05;
interagdo entre QIM e Amostras: F15=3,79, p-value<0,05). Adicionalmente foi possivel
observar que para as 3 amostras em estudo, quando comparados os valores de QIM, as
diferencas residem nas classificagcbes de QIM=2, quando comparadas com as
classificacoes de QIM=0 e QIM=1 (Bonferroni, p-value<0,05). Para todos os casos, 0S

valores foram sempre em média, superiores nas classificacbes QIM=2.

Analisando o quadro 3.6, é possivel, estatisticamente, afirmar que ndo existem
diferencgas significativas (p-value=0,05) no que respeita a relacdo entre o valor de indice
de qualidade atribuido e os valores obtidos na analise dos parametros pH e humidade
relativa. Os valores mais elevados, para estes dois parametros, foram obtidos nos

exemplares cujo QIM foi avaliado em 1 e 2 pontos de demérito. Observando o0 mesmo

43



Resultados

quadro, é possivel constatar que os teores de ABVT e N-TMA se revelaram superiores
somente nos exemplares estudados com QIM=2, respetivamente, 11,24+2 70 e 4,66+0,84
mg/100g. Em termos estatisticos, foi verificada a existéncia de uma relacédo significativa
(p-value<0,05) entre o valor de QIM atribuido e os teores de ABVT e N-TMA registados,
nomeadamente entre os exemplares cujo QIM=0 quando comparados com 0s
exemplares com QIM=1 e QIM=2 e quando QIM=2 é comparado com QIM=0 e QIM=1,
(Bonferroni, p-value<0,05),respetivamente. Para ambos 0s casos, os valores foram

sempre em média, superiores nas classificacbes QIM=2.

Quadro 3.5. Relagdo entre o tipo de amostra (carapau descarga, carapau lavado, carapau néo
lavado) e o indice de qualidade (QIM) relativamente aos pardmetros estudados (pH, humidade
relativa, teor de azoto basico volatil total e de azoto de trimetilamina). Os valores assinalados com
a mesma letra apresentam diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05). n - nimero de
exemplares (27); os resultados sdo apresentados sob a forma de médiatdesvio-padréo.

ABVT N-TMA
Amostra QIM n pH HR%
(mg/1009) (mg/1009)
0 4 6,53+0,20  69,22+2,90 8,47+1,12 1,78+0,49'
Carapau
Descarga 1 3 6,52+0,31  69,54+2,97 7,54+1,76 2,46+0,19°
(controlo) 5, 3 560025 70,36:2.41  7,49:0.16 4,08+0,49"¢
0 4 6,51+0,19  69,81+3,70 5,89+1,98% 1,64+0,30"
Carapau
Nao 1 1 6,81 75,31 7,58° 1,96'
lavado 2 3  667+072 67.17+259 13,73+0,70*°  4,31+0,69"
0 2 6,43+21 70,28+2,86  3,96+0,36°¢ 0,74+0,23!
Carapau g ‘
1 2 6,34+0,06  69,08+3,48  8,29+2,14%¢ 1,78+0,88
Lavado
2 5 6,59+0,16  70,33+3,07 11,99+1,43°¢  5,22+0,81

D. Avaliacédo da Qualidade e Seguranca do Pescado Fresco —

Microbiologia
D.1 Contagem de E.Coli

Tal como demonstrado nos quadros 3.7 e 3.8, as contagens obtidas na analise
das diferentes amostras, carapau lavado e ndo lavado, e das duas zonas da amostra,

pele e musculo, ndo revelaram a presenca de E.coli.
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Quadro 3.6 — Relagédo entre o valor QIM atribuido aos exemplares estudos, independentemente do
seu tipo (descarga, lavado e ndo lavado) e os pardmetros estudados (pH, humidade relativa, teor
de azoto basico volatil total e de azoto de trimetilamina). Os valores assinalados com a mesma
letra apresentam diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05). n - numero de

exemplares (27); os resultados sdo apresentados sob a forma de médiatdesvio-padréo.

ABVT N-TMA
QIM n pH HR%
(mg/1009) (mg/1009)
0 10 6,51+0,18 69,67+2,86 6,541“2,256“b 1,52+0,54°
(6,28-6,81)  (65,38-73,21)  (3,25-9,28)  (0,58-2,25)
1 5 6,51+0,26 70,35+3,48 7,80+1,522 2,151“0,54d
(6,17-6,81)  (66,25-75,31)  (6,34-9,81)  (1,16-2,63)
) " 6,55+0,16 69,48+3,07 11,24+2,70°  4,66+0,84°¢
(6,36-6,89)  (65,48-74,78)  (7,37-14,54)  (3,51-5,97)
Humidacde Relativa pH
701 —— Carapau 6,65 ——Carapau
_ 70 Lavado 66 Lavado
$£69,9 -
o
E 698 Carapau 6,55 - Carapau
69,7 N&o Lavado —— N&o Lavado
69,6 - 6,5 -
0 1 2 3 0 1 2 3
Tempo (h) Tempo (h)
ABVT N-TMA
511 — Carapau = 4 ——Carapau
S 10 Lavado S35 / Lavado
- =
- 9 &5 3
E Carapau E . Carapau
e 8 NéoLavado | <o 2° Né&o Lavado
2 7 =
m =
< o 1 2 3 = 0 1 2 3
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 3.1 — Relacdo entre 0 momento inicial, relativo ao carapau de descarga — controlo, cujo
tempo de exposicao em lota foi de Oh, e as diferentes amostras estudadas ap6s uma exposi¢éo de
2h em lota.
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D.2 Contagem de microrganismos aerdbios a 30°C (aerdbios totais)

Como ilustra o quadro 3.7, os valores relativos a andlise microbioldégica do
musculo, para o carapau nao lavado, revelaram contagens totais de mesdéfilos superiores
aos do carapau lavado, 2,34x10°+3,92x10? e 1,43x10°+6,67x10% UFC/g, respetivamente
(figura 3.2 e figura 3.3). O mesmo ocorreu com a contagem de totais a superficie (pele),
em que o carapau nao lavado revelou valores superiores ao carapau lavado,
1,58x10°+6,11x10" UFC/cm? e 1,20x10°+3,59x10", respetivamente (figura 3.4 e figura
3.5).

As amostras de carapau ndo lavado apresentaram valores mais elevados de
microrganismos aerébios a 30°C, na pele, em detrimento dos valores registados na
mesma amostra, no musculo. No total das andlises microbioldgicas foram analisados
vinte exemplares de carapau, sendo que cada exemplar foi analisado duas vezes, pele e
musculo, representando assim a dimensao total da amostra, trinta e oito exemplares (por
forma a garantir homogeneidade nos dados, foram eliminados dois valores relativos a

amostra de carapau nao lavado, referentes ao musculo).

Quadro3.7. Contagem de microrganismos aerébios a 30°C e de E.coli, em carapau lavado
e ndo lavado em diferentes zonas da amostra (pele e masculo). Os valores assinalados com a
mesma letra apresentam diferencgas estatisticamente significativas (p-value<0,05). UFC — unidades
formadoras de colbnias; n - nimero de exemplares (28); os resultados sdo apresentados sob a
forma de médiatdesvio-padrao.

Amostras Muasculo (UFC/g) Pele (UFC/cm?)
Aerdbios 30°C E.coli Aerobios 30°C E.coli
Carapau N&o Lavado  2,34x10°+3,92x10%*° 1,58x10°+6,11x10%*
(1,4 x10° — 2,7x10%) 0 (4,2x10* — 2,5x10°)
1,43x10°+6,67x10°° 1,20x10°+3,59x10%

Carapau Lavado 5 5 0 4 5
(4,0x10° - 2,4x10%) (5,8x10" — 1,8x10)

Os valores méximos foram registados no carapau ndo lavado, na pele, 2,5x10°
UFC/cm?, tendo as contagens mais baixas sido registadas no misculo do carapau lavado
4,0x10°%.

Foram detetadas diferencas estatisticamente significativas, em ambas as
amostras, carapau lavado e ndo lavado, entre as contagens registadas no musculo (t-
student, t,6=-3,367, p-value < 0,05), tendo as contagens relativas ao carapau nao lavado

apresentado valores superiores. Contudo, para as amostras referentes a pele, em ambos
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0s casos (carapau ndo lavado e lavado), ndo foram registadas diferencas
estatisticamente significativas (t-student, t;g=-1,695, p-value = 0,05).

Quadro 3.8. Contagem de microrganismos aerébios a 30°C e E.coli, em pele e musculo de
amostras de carapau. Os valores assinalados com a mesma letra apresentam diferencas
estatisticamente significativas (p-value < 0,05). UFC - unidades formadoras de col6nias; n -
namero de exemplares (38); os resultados sdo apresentados sob a forma de médiatdesvio-
padréo.

Amostras n Aerdbios 30°C E.coli
Musculo (UFC/g) 18 1,71x10°+1,69% 0
Pele (UFC/cm?) 20 1,28x10°+1,56% 0

Figura 3.3. Contagem de Aerobios a 30°C em musculo de carapau lavado (diluicédo -1 e -2).

47



Resultados

Figura 3.5. Contagem de Aerdbios a 30°C em pele de carapau lavado (diluicdo -3 e -4).

Depois de incubadas, as placas, tal como demonstrado na figura 3.6, relativas a
contagem de aerébios a 30°C, registaram o crescimento de dois tipos de colbnias. A
maioria das col6nias detetadas possuia uma coloracdo bege e o seu aspeto gelatinoso;
em menor numero foram detetadas col6nias com coloragéo laranja e aspeto gelatinoso,
semelhante as anteriores. A observacdo ao microscépio ndo se revelou esclarecedora.
Os dois tipos de colbnias obtidas, desenvolveram-se em ambos 0s grupos de estudo,
carapau lavado e néo lavado.

E. Avaliacdo da Qualidade da Agua de Lavagem do Pescado

Descarregado (Porto de Pesca) e Agua Salgada Tratada
E.1pH

O estudo do pH dos dois tipos de &gua, agua do porto de pesca e agua salgada
tratada, tal como ilustra o quadro 3.9, revelou uma ligeira superioridade nos valores
referentes & amostra de agua salgada tratada. Estatisticamente ndo foram reveladas
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diferencas significativas (P=0,05). O valor mais baixo foi registado na agua do porto de

pesca, 6,90, e 0 mais elevado na agua salgada tratada, 7,85.

Figura 3.6. Colonias (bege e laranja) obtidas a partir do estudo do misculo de carapau néo lavado.

Quadro 3.9. Resultados de pH obtidos na andlise dos diferentes tipos de agua estudados, agua
porto de pesca e &gua salgada tratada. n - nimero de exemplares (20); os resultados sao
apresentados sob a forma de médiatdesvio-padrdo; os valores entre paréntesis representam o
minimo e o maximo, respetivamente.

Amostras n pH
. 7,31+0,29
Agua Porto Pesca 10

(6,90 —7,79)
. 7,55+0,21
Agua Salgada Tratada | 10

(7,31 -7,85)

E.2 Contagem Microbioldgica — E.coli

As contagens obtidas na andlise das diferentes aguas, porto de pesca e salgada

tratada, ndo revelaram a presenca de E.coli.

Para ambas as analises foram considerados 10 exemplares de cada tipo de agua.

49



50



Discussao de Resultados

CAPITULO 4 — DISCUSSAO DE RESULTADOS

Segundo Conde, J., 1975, Huss, H., 1995 e Howgate, P., 2009 os valores de pH
do pescado considerado fresco situam-se entre 6,1 e 6,8 unidades de pH, sendo que
estes valores aumentam ao longo do tempo podendo atingir os 7,2. Em concordancia
com os demais autores, Oeclenschlager et al., 1997, refere que o pH de um peixe fresco
devera sempre ser menor que 7. Segundo estudos realizados por Orban, E. et al., em
2011, em pescada (Merluccius merluccius) os valores de pH para esta espécie
encontravam-se entre os 6,79 (periodo de inverno) e os 6,89 (periodo de verdo);
Chomnawang, C. et al., 2007 estudou a evolugéo do pH ao longo de 15 dias em peixe-
gato, tendo percebido que o pH do pescado aumenta com a idade e o tempo de
armazenamento em gelo (4°C), de 6,41 (dia 0) para 7,07 (dia 15); também em 2007,
Fontes, M. et al., realizou um estudo em Portugal, nomeadamente em alguns
estabelecimentos comerciais da zona de Vila Real, tendo os valores de pH obtidos, para
carapau (Trachurus trachurus), registado valores entre 6,35 (pescado cuja analise
sensorial Ihe atribui uma categoria superior) e os 6,8 (pescado cuja analise sensorial lhe
atribui a categoria de reprovado). Tendo em conta os autores referidos, pode afirmar-se
gue os valores médios de pH das amostras estudadas (quadro 4.1) se encontravam
dentro dos limites considerados aceitaveis para peixe fresco, nos dois tipos de amostra
considerados, 6,63 para o carapau nao lavado e 6,52 para o carapau lavado. O pH do
musculo do peixe fornece a informacgdo Util acerca da sua condi¢do, ainda que estas
sejam indiretas e possam apresentar variabilidade. Apesar da diferenca entre os valores,
esta ndo se revela estatisticamente significativa pelo que é possivel afirmar que a
lavagem do pescado ndo tem influéncia no valor de pH do pescado e consequentemente
na sua degradacéo.

Relativamente a evolucdo da degradacdo do pescado, avaliado através do pH,
estatisticamente, ndo é possivel afirmar que a lavagem ou nao lavagem do pescado
tenha influéncia no valor de pH tendo este se mantido ao longo do periodo em lota

(desde a descarga até a sua expedicdo).

O método selecionado para a determinacao do pH apesar de rapido e simples,
apresenta como principal desvantagem o facto de ser destrutivo (Sanchez-cascado, S.,
2005).
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A determinacdo da humidade relativa foi realizada essencialmente como
complemento para a determinagédo de ABVT e N-TMA, pois este parametro era parte

integrante da equacgdo, comum a ambas as determinagdes.

Segundo Orban, E. et al., 2011 e Chomnawang, C. et al., 20070s valores de HR
registados para a pescada e peixe-gato, foram em média de 80,85% e 74,66%,
respetivamente. Tal como referido anteriormente, Chomnawang, C. et al., 2007 avaliou
diferentes caracteristicas da sua amostra temporalmente sendo que este se apercebeu
da existéncia de uma diminui¢éo do teor em dgua na amostra ao longo do tempo. Apesar
desta observacdo, os valores obtidos ndo se revelaram estatisticamente diferentes. A
Tabela da composicao dos alimentos, do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge
de 2006, divulga valores de teor de agua para carapau de 75,6%, sendo este valor
proximo dos valores médios registados para as trés amostras estudadas.

Através do estudo da humidade relativa € possivel perceber que as amostras de
pescado lavado revelaram valores de humidade superiores podendo este facto ser
atribuido ao ato de lavagem do pescado, sendo que esta agua €é introduzida, em parte, no
pescado. Apesar da diferenca registada, estatisticamente, ndo foi verificada a existéncia
de diferencas, pelo que é possivel afirmar que a humidade relativa ndo € influenciada
pela lavagem e n&o evolui ao longo do tempo de permanéncia em lota (quadro 3.1 e
figura 3.1).

Através da determinagdo da temperatura interna do pescado é possivel ter a
percecdo das condi¢cbes a que o pescado foi submetido e a influéncia que a agua de
lavagem tem no mesmo. Assim, o carapau lavado apresentou valores inferiores
relativamente a amostra de carapau nao lavado, apesar da agua de lavagem baixar a
temperatura interna do pescado, estatisticamente este facto ndo foi comprovado. Deste
modo ndo é possivel afirmar que a lavagem do pescado influéncia a temperatura interna

do mesmo.

Segundo Sanchéz-Cascado, S., 2005, a utilizacdo do teor de ABVT, N-TMA e
histamina como indice de degradagdo tem como limitagcdo as diferencas que se podem
encontrar entre espécies, época do ano, habitat e modo de captura. No que respeita a
valores de referéncia para o estudo (carapau lavado e ndo lavado) nada foi encontrado,

contudo a Legislacdo Europeia tem definido alguns limites méximos para o azoto basico
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volatil total, azoto de trimetilamina e histamina. Apesar disso apenas estao estabelecidos
limites para algumas espécies de peixe. No quadro 4.1 encontram-se agrupados alguns
valores de referéncia para ABVT, N-TMA e histamina tendo como mencéo alguns autores

e legislacao vigente.

Nos alimentos, o azoto encontra-se principalmente na forma de proteinas, as
quais por agdo das enzimas do proprio alimento ou de microrganismos, sao hidrolisadas,
originando compostos sucessivamente mais simples: proteinas, polipéptidos, péptidos e
por fim amino&cidos (Huss, H., 1997).

Na decomposicdo anaerobica das proteinas e de compostos resultantes da sua
hidrélise, os produtos finais podem ser completamente oxidados, dando origem a
compostos com aromas desagradaveis tais como o sulfureto de hidrogénio, amoénia,
aminas (histidina, tiramina, piperidina, putrescina e a cadaverina) e indol, sendo estes
compostos caracteristicos da decomposicédo do alimento. E, desta forma, o conjunto do
amoniaco e das aminas volateis que € doseado na determinacdo do ABVT, sendo este
um indice de frescura dos alimentos (Huss, H., 1995).

Através dos dados compilados no quadro 4.1 comparativamente ao quadro 3.2, do
capitulo referente aos resultados, observa-se que os valores obtidos para o teor de
ABVT, para as trés amostras estudadas, séo inferiores ao valor proposto por Batista, I. et
al., 2001 para Carapau e, fazendo o paralelismo com a espécie estudada e as espécies
legislada, é possivel afirmar que as amostras estudadas apresentam valores igualmente

inferiores aos trés valores limites considerados pela legislacéo.

Em Portugal, foi realizado, como referido, um estudo em 2007 por Fontes, M. et
al., em que os autores analisaram vinte e trés amostras de carapau onde, entre outras
andlises, os autores determinaram o seu teor de ABVT. Deste estudo foram
determinados os seguintes valores de ABVT, para pescado analisado no proprio dia de
aquisicao: valor médio de 27,36mg/100g, maximo de 33,77mg/100g e minimo de
11,92mg/100g.

Comparativamente com um estudo realizado por Orban, E. et al.,, 2011, em
pescada, os teores de ABVT registados demonstraram ser superiores aos valores obtidos
no estudo relativo as trés amostras de carapau. Os referidos autores, estudaram
amostras de pescada ao longo de treze dias, conservando-a em gelo, em dois periodos
do ano, verdo e inverno, concluindo que os valores, estatisticamente, ndo apresentaram

diferencas significativas. O valor maximo registado nesse estudo foi 13,75mg/100g e
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minimo de 10,44 mg/100g, relativamente ao dia zero. Apds, apenas 4 dias em gelo, no
periodo de verdo, os valores aumentaram consideravelmente, atingindo um valor maximo
de aproximadamente 43mg/100g. Comparativamente com o periodo de inverno, no final
de treze dias de conservacdo em gelo, o teor de ABVT registado foi de 18mg/100g,
sendo consideravelmente mais baixo que o quarto dia de conservacdo referente ao
periodo de verdao. Também Chomnawang, C. et al., 2007 estudou ao longo do tempo,
pescado, nomeadamente, peixe-gato com diferentes idades, ao longo de quinze dias
conservado em gelo. Tal como Orban, E. et al., 2011, os valores aumentaram ao longo
do tempo, sendo que do dia zero ao dia quinze o teor de ABVT passou de 15,73mg/100g
a aproximadamente 45mg/100g. Os autores revelam que o teor de ABVT registou um
maior aumento apenas a partir do sétimo dia, tornando-se impréprio para consumo
apenas ao nono dia de conservagdo. Hultmann, L. et al., 2004, referiu que as mudancgas
gue sao verificadas nos valores de ABVT durante o tempo de armazenamento podem

estar relacionadas com as mudancas de pH.

As analises realizadas no estudo das diferengas existentes entre o carapau de
descarga, ndo lavado e lavado, foram realizados em amostras recolhidas no periodo de
inverno, pelo que poderao ter beneficiado do fator “temperatura ambiente” na obtencao

dos resultados registados.

Segundo Suzzi, G. et al.,, 2003, a temperatura pode influenciar de diferentes
formas a formag&o de aminas biogénicas. O autor cita, como fatores intervenientes neste
processo, a curva de crescimento dos microrganismos, 0 metabolismo e a atividade
enzimatica bacteriana. Somando a isto, a temperatura também influi na atividade
proteolitica e de descarboxilacdo bacteriana, além da inter-relacdo da populagéo
microbiana. As temperaturas elevadas favorecem a protedlise e a reacdo de
descarboxilagéo, resultando no aumento da concentragdo de aminas. Deste modo, tendo
sido as analises realizadas num periodo de temperaturas baixas, podera estar camuflada

alguma influéncia da mesma na deterioragdo do pescado em causa.

No entanto, Huss (1997) relatou que, para os sistemas enzimaticos, a temperatura
pode desempenhar dois papéis, exercendo efeitos opostos na velocidade da reacédo
enzimatica. Ao mesmo tempo que, o aumento da temperatura acelera a velocidade da
reacdo enzimatica, este gera a desnaturacdo da enzima, diminuindo assim a reacao.
Assim seria essencial que num estudo futuro fossem realizadas andlises as diferentes
amostras no periodo de verdo de modo a ser possivel comparar esses valores com 0s

atuais (referentes ao periodo de inverno).
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Considerando alguns dos estudos existentes, anteriormente referidos (Batista, I. et
al., 2001, Hultmann, L. et al., 2004, Orban, E. et al., 2011 e Chomnawang, C. et al., 2007)
e ainda a legislagdo em vigor, é possivel afirmar que todas as amostras de carapau se
encontravam seguras para consumo humano, tendo todas elas teores inferiores aos
referidos. Relativamente a lavagem, através dos dados recolhidos, ndo foi encontrada
qgualquer diferenca significativa entre o pescado lavado e o pescado néo lavado.

Para detetar a deterioracdo dos produtos da pesca, a reducdo do o6xido de
trimetilamina (TMAQO) a trimetilamina, tem vindo a ser considerada uma op¢do muito
viavel. O TMAO é um constituinte natural dos produtos da pesca, ao passo que nada ou
apenas um pouco de trimetilamina é encontrado em peixes recém-capturados, 0 que se
demonstrou coerente com o0s resultados obtidos. A presenca de trimetilamina é
geralmente de origem microbiana, embora alguns peixes contenham enzimas nos
musculos que reduzem o TMAO. Este também pode ser reduzido a dimetilamina. Nem
todas as bactérias tém a mesma capacidade de reduzir TMAO a trimetilamina, e a
reducdo depende do pH (Fiels, M., et al., 1968 e Tarr, H., 1954).

Os estudos realizados por Orban, E. et al., em 2011, em pescada, durante um
periodo de treze dias, na época de verdo e inverno, revelaram valores de N-TMA
estatisticamente diferentes relativamente as diferentes épocas do ano. No verdo, os
valores iniciais de N-TMA registados foram de 0,38 mg/100g no periodo e no inverno
0,08mg/100g. Ao final de oito dias de conservacdo em gelo, os teores de N-TMA obtidos
pelos autores foram de aproximadamente 20 mg/100g, no periodo de verao, e cerca de 2
mg/100g no periodo de inverno, significativamente inferior (com catorze dias de
conservacdo em gelo). Face a estes resultados os autores concluiram que a época do
ano tem influéncia nos teores de N-TMA e igualmente de ABVT, tal como referido

anteriormente.

Batista, I. et al., realizaram em 2001, diversos estudos em todas as lotas do pais e
em diferentes espécies de pescado. Entre as espécies estudadas, o carapau registou
teores de N-TMA maximos de 3,73 mg/100g e minimos de 0,46mg/100g. O nivel de N-
TMA encontrado no peixe fresco rejeitado por painéis sensoriais, registados no estudo
realizado por Pacheco, M., 1999, variou entre as espécies estudadas pelo autor, entre os
10 e os 15 mg/100g em pescado armazenado aerobiamente. Em bacalhau embalado os

valores de referéncia foram de 30 mg/100g, segundo Dalgaard, P. et al., 1993.
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Em termos de legislacdo ndo existem valores de referéncia especificos contudo,
Connel, J., 1975, tem sido considerado o autor, cujo teor de N-TMA, tem sido tido como
referéncia de boa qualidade e segurangca, nomeadamente, 10-15 mg/100g. Também
outros autores apontam valores de referéncia tais como os referidos no quadro 4.1.

Segundo os estudos supracitados e os valores de referéncia mencionados no
quadro 4.1, os teores de N-TMA obtidos neste estudo sdo considerados aceitaveis e em
valores inferiores aos referidos. O carapau de descarga, denominado de controlo, tal
como seria de esperar foi a amostra cujo teor de N-TMA foi menor, contudo estas
diferengas ndo foram significativas. Esta amostra foi conservada de imediato em
refrigeracdo, pelo que os crescimentos dos microrganismos que sao responsaveis pela
reducdo do TMAO a trimetilamina poderiam ter sido inibidos. Comparativamente, os
teores de trimetilamina nos carapaus nao lavados e lavados, também néo se revelaram
significativos pelo que a lavagem do pescado ndo constituiu uma fonte de contaminacao

ou aceleracéo do processo de crescimento e redugédo do TMAO a trimetilamina.

As amostras de carapau lavado em detrimentos das amostras de carapau nao
lavado, registaram os teores de ABVT, N-TMA e humidade relativa mais elevadas
contudo, os valores de pH e temperatura interna, foram mais baixos. Apesar de nao
terem sido registadas diferencas estatisticamente significativas (p-value=0,05) entre as
amostras, relativamente a estes parametros, podera dizer-se, de um modo n&o
estatistico, que existiu alguma incoeréncia nos resultados pois segundo 0s autores,
anteriormente referidos, quanto mais elevado o valor de pH maior é a deterioragdo do
pescado, logo o teor de ABVT e N-TMA deveria ser superior nas amostras com pH mais
alto. Desta forma seria mais coerente se o carapau lavado, visto ter teores de ABVT e N-
TMA mais altos, possuisse pH mais elevado e né&o inferior, como foi registado.
Relativamente a temperatura, esta deveria contribuir para a refrigeracdo dos pescado e
consequentemente para retardar a deterioracdo do mesmo. Deste modo seria expectavel
gue o carapau lavado, cuja temperatura interna é inferior ao carapau ndo lavado,

registasse teores de ABVT e N-TMA mais baixos.

A histamina € associada ao envenenamento por scombrideos. A cadaverina e a
putrescina s&o as diaminas mais importantes utilizadas como indicadores de deterioragéo

e tém sido utilizadas tanto para peixes como para carnes e aves.

As aminas biogénicas presentes num determinado produto podem ser indicativas
do seu estado de degradacdo, sendo por este motivo um parametro util para avaliar a

degradacdo de um alimento ao longo do tempo. Nas amostras de carapaus, 0s niveis
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maximos admissiveis, segundo Veloso, M., 2004 e o limite médio legislado tendo em
conta as caracteristicas da amostragem, de histamina a niveis inferiores a 100 ppm. O
Regulamento (CE) n® 1441/2007, de 5 de Dezembro de 2007 que altera o Regulamento
(CE) n° 2073/2005 relativo a critérios microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios
estabelece limites para os produtos da pesca de espécies de peixes associadas a um
elevado teor de histidina. O teor médio de histamina ndo pode ser superior a 100 mg/kg,
num total de 9 amostras obtidas de um mesmo lote, onde duas amostras (das 9) podem
ter um teor superior a 200 mg/kg, contudo apesar do carapau ndo se encontrar
contemplado nessa listagem foi possivel através dos resultados obtidos observar que os
peixes analisados apresentavam teores de histamina inferiores a 100 ppm, estando

assim em conformidade com a legislacéo.

Quadro 4.1. Valores de referéncia para teores de ABVT, N-TMA e histamina.

A o Legislagdo (EU)F 2005 &
Parametro Referéncia bibliogréafica 2003
- 25 mg de azoto/100 g
tecido muscular”
ABVT - 25 mg azoto/100g tecido muscular - 30 mg de azoto/100 g
(Batista, I. et al., 2001 tecido muscular !

- 35 mg de azoto/100 g

tecido muscular™

- 10 — 15 mg azoto/100g tecido muscular
(Connel, J., 1975)

NTMA - 12-15 mg azoto/100g tecido muscular N&o existe legislagéo
(Monotgomery et al., 1970) especifica aplicavel
- 5—7 mg azoto/100g tecido muscular

para o arenque (Castell, et al., 1955)

n=9; c=2; m=100 mg/kg;

Histamina | <100 ppm (Veloso, M., 2004)
M=200 mg/kg

Nota: Valor de referéncia para pescado em que “m” corresponde ao valor médio, “M” ao limite
maximo, “n” o numero de unidades que constituem a amostra e ¢ corresponde ao nimero de
unidades da amostra com valores superiores a m ou compreendidos entre “m” e “M”. * Valor
proposto para espécies da familia Carangidae; * Valor de referéncia correspondente as espécies
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Sebastes spp., Helicolenus dactylopterus, Sebastichthys capensis; * Valor de referéncia

correspondente as espeues que pertencem a familia Pleuronectidae (a excecdo do alabote:
Hippoglossus spp.); 2 Valor de referéncia correspondente as espécies que pertencem a famllla
Merluccidae, espécies que pertencem a familia Gadidae. Regulamento (CE) n° 1022/2008;
Regulamento (CE) n°® 1441/2007.

Em concordancia com os restantes parametros avaliados, é de convir que 0s
valores obtidos, apesar de irrelevantes, estavam de acordo com o esperado. Visto que as
amostras de pescado analisados se apresentavam em boa qualidade seria expectavel
gue os niveis de histamina fossem muito pequenos e até mesmo vestigiais (tal como se

registou).

Segundo Nunes, M. et al., 2004, grande parte do pescado transacionado
apresenta um grau de frescura correspondente a fase 2, isto € pescado cuja pontuagéo
QIM atribuida ndo € superior a 4, pelo que se reveste de grande importancia do ponto de
vista comercial. Por conseguinte, é vantajoso dispor de um método de andlise sensorial
que evidencie de forma mais clara as alteragfes que tém lugar nesta fase. Este objetivo é
conseguido com o QIM que permite obter uma linearizagdo dos resultados da analise
sensorial ao longo da armazenagem em refrigeragcdo. Uma vez estabelecida esta
evolugdo bem como o tempo maximo de conservagdo para cada espécie, € possivel
fazer uma previsdo do tempo de conservacdo residual, isto é, o periodo em que o
pescado, armazenado nas mesmas condi¢des, ainda é aceitavel. As vantagens do QIM
levaram ao desenvolvimento de esquemas especificos para diferentes espécies em
varios paises, destacando-se o trabalho desenvolvido no ambito dos projetos europeus
QIM Eurofish e QIMCHAIN. O objetivo do primeiro é promover e implementar, a nivel
europeu, o uso do QIM como uma ferramenta verséatil para a avaliagdo da qualidade do
pescado quer no circuito da distribuicAo quer na producdo. NoO que respeita ao
QIMCHAIN, o pretendido foi: (i) introduzir o esquema nas etapas mais relevantes do
circuito da pesca e, assim, facilitar as trocas comerciais e garantir a rastreabilidade da
informacéo junto dos consumidores europeus; (ii) reforcar a utilizacdo dos resultados da
investigacdo nesta area pelo sector da pesca; (iii) realcar as vantagens resultantes da
sua aplicacdo na Europa; e (iv) identificar futuras necessidades de investigacdo nesta

area.

Estudos realizados por Inacio, P. et al., 2003, em carapau (Trachurus trachurus),
acerca do efeito da lavagem do pescado com agua do mar tratada e agua da torneira na
qualidade do mesmo, recorrendo ao esquema QIM revelaram que a lavagem do peixe

com agua da torneira reduziu a qualidade do pescado entre o dia 0 e o dia 2. Este era
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devido a uma perda temporaria de brilho, que foi readquirido a partir do segundo dia.
Ap6s 2 dias, os trés grupos (controlo, 4gua do mar e agua da torneira) apresentaram
valores semelhantes até ao final da experiéncia. Estatisticamente n&o existiram
diferengas significativas (p-value=0,05) entre os grupos. A rejeicéo foi identificada ao dia
12 onde os autores obtiveram uma pontuac¢do média de QIM de 17 valores.

Os resultados obtidos, referidos nos quadros 3.3 e 3.4, ndo revelaram diferencas
significativas entre os trés grupos, controlo, carapau lavado e carapau néo lavado, tal
como ocorrido com Inacio, P. et al., 2003 no seu estudo. Os pontos de demérito maximos
atribuidos, ndo se revelaram elevados, tendo apenas um exemplar obtido a classificagéo
QIM de 4 valores. Apesar disso, um exemplar cuja atribuicdo QIM é de 4 valores, nao é
alarmante pois tal como referido anteriormente por Nunes, M. et al., 2004, grande parte
do pescado transacionado apresenta um grau de frescura correspondente a fase 2,
sendo esta fase correspondente a uma atribuicdo de pontos de demérito entre 0 e 4.
Apesar de ndo terem sido verificadas diferencas estatisticamente significativas, o carapau
lavado foi o que registou maior nimero de exemplares com pontuagéo QIM de 2 valores
em detrimento dos restantes grupos que apenas registaram trés exemplares. Em termos
visuais, os exemplares do grupo lavado, revelaram-se mais atrativos ao nivel do aspeto
geral, nomeadamente a pigmentagdo e brilho que os restantes, contudo a cor da pupila, a
forma do olho, a cor das brénquias e a firmeza foram os critérios que mais contribuiram

para os pontos de demérito atribuidos.

Avaliando o efeito da interacdo das amostras e o valor de QIM atribuido é
percetivel a existéncia de uma interacdo, verificada estatisticamente (p-value<0,05)
apenas nas analises referentes aos teores de ABVT e N-TMA sendo que o primeiro foi
apenas verificado nos grupos lavado e ndo lavado e o segundo nos trés grupos
estudados. Através dos dados apresentados no quadro 3.5 a existéncia de um padrdo em
gue, com o0 aumento do valor de QIM, existe um aumento dos teores de ABVT e N-TMA,
sendo que existem diferencas estatisticamente significativas entre as mesmas (p-
value<0,05). Esta interagdo entre a pontuacdo QIM atribuida e os teores de ABVT e N-
TMA revelam coeréncia nos resultados obtidos pois, sendo estes dois teores, indicativos
de deterioracdo no pescado (Batista, I. et al., 2001, Huss, H., 1997, Orban, E. et al., 2011,
Pacheco, M., 1999 e Sanchéz-Cascado, S., 2005), quanto mais deteriorado o pescado se

apresentar pior estard a sua aparéncia. Desta forma os pontos de demérito atribuidos
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serdo mais elevados fazendo com que o pescado em estado de deterioracdo mais
avancado apresente pontos de demérito mais altos.

Os peixes frescos, mantidos em refrigeracdo, séo invariavelmente deteriorados
por bactérias, a0 passo que 0s peixes salgados e secos tém uma tendéncia maior a
serem deteriorados por fungos. A microbiologia bacteriana da deterioracdo do peixe
consiste em bastonetes Gram-negativos ndo esporulados do tipo Pseudomonas e
Acinetobacter. Muitas das bactérias presentes no pescado tém um bom crescimento
entre 0 e 1°C. Shaw, B. et al.,, 1968 descobriram que um grande numero de
Pseudomonas spp. é capaz de causar a deterioragdo de peixes a -3°C, embora a uma

velocidade menor.

A deterioracdo de peixes de agua doce e de Agua salgada parece ocorrer
essencialmente da mesma forma, tendo como principais diferencas a presenca de uma
flora de agua salgada em peixes marinhos e as diferentes composi¢cdes quimicas dos
constituintes de nitrogénio ndo proteico dos peixes. A parte mais suscetivel do peixe é a
regido das branquias, incluindo as proprias branquias. Os principais sinais de
deterioracdo organolética podem ser notados quando as branquias comegcam a exalar
odores desagradaveis. Se o pescado nao for eviscerado de imediato, as bactérias do
intestino comecam instantaneamente a deslocar-se para as paredes e as cavidades
intestinais. Acredita-se que este processo seja auxiliado pela acdo de enzimas
proteoliticas que tém a sua origem no intestino, as quais podem ser enzimas naturais
inerentes ao peixe, enzimas de origem bacteriana do interior do canal intestinal ou
ambas. As bactérias deteriorantes do pescado, aparentemente, tém dificuldade em
crescer em camadas viscosas e em tegumentos externos. A camada é composta de
mucopolissacarideos, aminoacidos livres, 6xido de trimetilamina, derivados de piperidinas

e outros compostos relacionados (Jay, J., 2000).

De acordo com Shewan, J., 1961 os microrganismos de deterioracdo, utilizam em
primeiramente 0s compostos mais simples e, ao longo do processo, libertam diversos
outros componentes volateis de odores desagradaveis. Lerke, P. et al., 1965 em funcgéo
dos estudos desenvolvidos na area, descobriram que as bactérias deteriorantes do
pescado pertenciam aos géneros Pseudomonas e Acinetobacter Moraxella, sem

presencga de Micrococcus ou flavobactérias.
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Estudos acerca da biota da pele de quatro peixes diferentes revelaram que os
microrganismos mais frequentes foram: Pseudomonas-Alteromonas, 32 a 60%, e
Moraxella-Acinetobacter, 18 a 37% (Hoobs, G., 1983).

Quando se utiliza meio de cultura padréo, as bactérias psicréfilas desenvolvem-se
a 0°C em menos de duas semanas. Dependendo das espécies, os limites de temperatura
e temperatura 6tima de desenvolvimento variam, sendo o limite superior entre os 30 e 0s
40°C e otima entre os 20 e os 35°C. No entanto, as bactérias tém a capacidade de se
desenvolverem bem a temperaturas baixas, verificando-se que a sua velocidade de
desenvolvimento sofre uma reducdo com a diminuigdo da temperatura, particularmente

em torno de 0°C.

As principais espécies psicrofilas sdo do género Pseudomonas |, I, Il e IV
(haldfilas e ndo haldfilas), Vibrio, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus,
e Corynebacterium. Estas bactérias, de um modo geral, morrem numa temperatura de

63°C, durante um periodo de exposicdo de 30 minutos.

A composigdo microbiana é formada por microrganismos adequados as condi¢des
ambientais de temperatura, quantidade de oxigénio, pressao osmotica, pH, etc., sendo a
temperatura de armazenamento o fator com maior influéncia. Quando os peixes s&o
conservados entre os 0 e os 5°C, a microbiologia do pescado vai sofrendo alteracbes
graduais pois a maioria das bactérias Pseudomonas, Vibrio e Moraxella desenvolvem-se
nesta faixa de temperatura, enquanto a maioria dos géneros Acinetobacter,
Flavobacterium, Micrococcus, Staphylococcus, Corynebacterium, etc., ndo é capaz de se
desenvolver ou a sua velocidade de desenvolvimento muito lenta. Por isso, no processo
de deterioragéo, os grupos de Pseudomonas, Vibrio, Moraxella, etc., constituem a maior

parte, sendo os grupos de Pseudomonas os principais dominantes.

Quando a conservagdo ocorre na auséncia de oxigénio, ha predominancia de
bactérias anaerdbias facultativas (Vibrio, Aeromonas, Photobacterium, Enterobacteriacea,
etc.) e bactérias anaerébias (Clostridium, etc.). O odor do pescado no estado de
deterioracao pode ser provocado pelos géneros Pseudomonas e Vibrio, principalmente
Pseudomonas Il e IV ndo haldfilas, que produzem um forte odor a putrefacdo (Lacasse,
D., 1995 e Masayoshi, Ph. et al., 1999).

A maioria das bactérias originarias do pescado, do género Pseudomonas sao
Gram negativas, ndo formam esporos, sdo aerébias, oxidase positiva, bacilares,

locomovem-se com auxilio de flagelos e quase ndo existem espécies que produzam
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pigmentos carotenoides. Podem ser separadas nos grupos I, II, lll e IV, de acordo com a
forma de decompor a glucose. Os grupos | e Il produzem &cidos, metabolizando
aerobicamente a glucose enquanto os grupos Il e IV ndo produzem &acidos.

Os grupos | e Il contém bactérias de origem terrestre, ndo haléfilas e diferenciam-
se pela producado de pigmentos que emitem luz. O grupo Il e IV incluem haldfilas e ndo
haléfilas, sendo o primeiro de origem terrestre e o segundo de origem marinha, sendo
ainda incluidas neste grupo, algumas bactérias do género Alteromonas.

As bactérias do género Pseudomonas desenvolvem-se bem em temperatura em
torno de 0°C. A sua velocidade de crescimento é rapida, principalmente as do grupo lll e
IV haldfilas.

A maioria das Pseudomonas hidrolisa proteinas e lipidos e participam ativamente
na deterioragdo do pescado conservado sob baixas temperaturas, em condi¢cdes
aerdbias. Entre elas, as bactérias do grupo lll e IV ndo haléfilas formam um forte odor
desagradavel, caracteristico de deterioragdo. Neste grupo, a espécie Pseudomonas
putrefaciens atua na deterioracdo de peixes refrigerados, existindo igualmente outras
espécies responsaveis (Bernardo, F. et al., 1997, Lacasse, D., 1995 e Masayoshi, Ph. at
al., 1999).

Um estudo, ja referido anteriormente, realizado por Inacio, P. et al., 2003, em
carapau (Trachurus trachurus), acerca do efeito da lavagem do pescado com agua do
mar tratada e agua da torneira na qualidade do mesmo, revelou que os peixes lavados
mostravam contagens de mesdfilos totais iniciais, a superficie, menores que 0 grupo
controlo e o grupo submetido a lavagem com agua da torneira. Contudo no final do tempo
da armazenagem, O grupo pertencente aos carapaus lavados com agua do mar
apresentavam contagens superiores ao grupo de carapau lavado com agua da torneira.
Desta forma, comparando os resultados do quadro 3.7 verificou-se que a lavagem do
pescado reduziu o nimero de microrganismos aerdbios a 30°C tanto a superficie como
no musculo. Apesar das diferencas verificadas, estatisticamente (P=0,05), estas ndo se
revelaram significativas quanto a existéncia de diferencas entre o carapau lavado e ndo
lavado, relativamente a pele. Apesar disso foram identificadas diferencgas estatisticamente
significativas (p-value<0,05) no que respeita a contagem de aerébios no musculo. Foram
igualmente identificadas diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) entre as
diferentes zonas da amostra revelando que a pele apresentava sempre valores
superiores ao musculo (quadro 3.7 e 3.8). Sendo estas andlises realizadas poucas horas

apos a descarga do pescado em lota, é natural que os microrganismos presentes na pele
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ndo tenham tido tempo suficiente para realizarem o seu crescimento e proliferacéo até ao
musculo. Tal como referido por Inédcio, P. et al., 2003 apenas ao sexto dia de
armazenagem comecou a ser registado um crescimento exponencial dos microrganismos

presentes na superficie do pescado.

Relativamente aos valores obtidos, estes apresentaram-se coerentes com 0sS
valores esperados pelo que um estudo realizado por Batista, I. et al., 2001, registou
contagens totais de mesdfilos entre 8,9x10° e 3,5x10° UFC/g, em 515 exemplares de
carapau. Os autores pretendiam, entre outros estudos, verificar a existéncia de uma
relacdo entre o grau de frescura atribuido a um determinado produto da pesca e a
contagem total de mesofilos contudo esta ndo foi conseguida. Fazendo o paralelismo
entre este estudo, relativamente ao local do carapau analisada, presume-se que o valor
mais baixo seja relativo & analise do musculo e o mais elevado a pele. Desta forma os
valores mais baixos registados pelos autores estdo de acordo com os valores
apresentados no quadro 3.7, para ambos 0s grupos, relativamente ao musculo do
carapau. Quanto aos valores registados para a pele estes sdo mais baixos que os valores
maximos registados pelos autores do estudo referido. Segundo os mesmos autores,
apenas as contagens totais superiores a 10’ sdo consideradas acima do valor maximo
admissivel para pescado fresco de acordo com a International Commission on
Microbiological Specifications for Foods. Segundo esta referéncia todos os exemplares
estudados apresentaram valores admissiveis para a contagem de mesoéfilos totais
(aerébios a 30°C).

As contagens totais obtidas, refletiram essencialmente, a contaminagéo inicial do
pescado, resultante fundamentalmente, da zona e do modo de captura bem como das

condi¢bes de manuseamento.

A 4gua do mar tem um sistema de tamponamento excelente devido, entre outras,
a interacao do diéxido de carbono com a agua de modo a que o valor de pH se mantem,
regra geral, sempre entre os 7,5 e 8,5. A agua neutra possui um pH 7, enquanto as
substancias acidas apresentam valores de pH menores que 7 e substancias alcalinas
possuem pH superior a 7. Se agua do mar fosse influenciada instantaneamente pelas
substancias quimicas que lhe sdo adicionadas, sempre que estas fossem &cidas ou
alcalinas toda a vida marinha estaria comprometida. Contudo, devido as suas
caracteristicas de “solucdo tampao”, tal como referido, o pH é mantido estavel e a vida

marinha é preservada. A salinidade e o pH da 4gua do mar sdo medidas relativamente
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estaveis, enquanto o oxigénio, a temperatura, e 0s nutrientes dissolvidos variam

consoante a localizacdo (MS., 2008)

Os dois tipos de 4gua analisados, 4gua do porto de pesca e a agua salgada
tratada, apresentaram um teor ligeiramente basico, contudo ndo foram identificadas
diferencas estatisticamente significativas (p-value=0,05) entre elas, apesar da agua
tratada apresentar um valor médio ligeiramente mais elevado. Os valores apresentados
no quadro 3.9 revelaram, relativamente a 4gua salgada tratada, estar dentro dos valores
aceitaveis para uma agua do mar, contudo os valores de pH da agua do porto de pesca
registaram valores ligeiramente inferiores aos referidos pelo autor. Tal poderd dever-se
h& presenca de algumas substancias provenientes de derrames de combustivel por parte
das embarcacdes bem como fugas de esgotos provenientes do local.

A agua do porto de pesca apresentou, em detrimento da agua tratada, uma

coloracao amarelada e com algumas particulas a superficie.

Devido a desconfianca da existéncia de fugas de esgoto na zona onde a agua do
porto de pesca é recolhida, procedeu-se a pesquisa de E.coli, tanto na agua como no
pescado, contudo esta nao foi detetada. Tal como realizado por Tzikas, Z. et al., 2005,
dever-se-ia realizar contagens microbiolégicas em diferentes épocas do ano, de modo a

ser percetivel a presenca ou auséncia deste tipo de microrganismos.
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CAPITULO 5 — CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Tendo em consideracdo a diferentes etapas a que os produtos da pesca séo
submetidos até chegarem ao consumidor final, este estudo mostrou uma importancia
relevante no que respeita ao conhecimento da qualidade e seguranca alimentar do
carapau (Trachurus trachurus) descarregado na lota de Peniche e acerca da influéncia da
sua manipulagéo durante o periodo que antevé a sua expedicao.

E do interesse de quem vende e compra pescado, que este apresente
caracteristicas visuais apelativas, pelo que a sua lavagem, no momento em que este €
descarregado em lota, € um fator, para muitos, indispensavel. Contudo para ser possivel
executar esta tarefa sem comprometer, eventualmente, a qualidade e seguranca dos
produtos da pesca, € necessario garantir que a agua de lavagem cumpra com as
condicbes minimas de tratamento exigidas a uma &agua prépria para contato com
alimentos. Visto esta condicao ser dificil de executar e da reticéncia dos manipuladores
de pescado com a utilizacdo e o pagamento de agua salgada tratada, este estudo
permitiu demonstrar que a utilizacdo da atual 4gua do porto de pesca (de acordo com as
condi¢cbes estudadas), em detrimento, da ndo utilizacdo de agua (ndo lavagem), ndo tem

influéncia na qualidade e seguranca alimentar final do produto estudado.

A lavagem do pescado, estatisticamente, ndo contribuiu para alterar a temperatura

interna do pescado.

Visando as condi¢fes estruturais da lota e o tempo em que o pescado é mantido
dentro das instalacdes, desprovidas de sistema de climatizagdo das areas comuns, até a
sua expedicdo, ndo foram encontradas, estatisticamente, evidéncias relativas a influéncia
deste fator na degradacao do pescado, pelo que é possivel afirmar que as condicbes
estruturais proporcionadas ao pescado ndo influenciam negativamente a sua qualidade e

seguranca (de acordo com o periodo em que o estudo foi realizado).

O método subjetivo QIM, revelou-se um bom indicador de frescura para a espécie
estudada, pelo que através da avaliacdo da sua interagcdo com os métodos objetivos
utilizados, nomeadamente os teores de ABVT e N-TMA, permitiram obter uma relagéo
entre a pontuacdo QIM atribuida e os teores referidos, sendo que quanto maior a
pontuacdo QIM atribuida a um exemplar de carapau, mais elevado € o seu teor de ABVT
e N-TMA.
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Microbiologicamente verificou-se que a lavagem do pescado ndo tem influéncia,
estatistica (p-value=0,05), na contagem a superficie de aerdbios totais a 30°C
contrariamente ao musculo que apresentou diferencas estatisticas (p-value<0,05),
guando comparadas as diferentes amostras. Assim a lavagem do pescado apresentou
como beneficio a reducdo da carga microbiana existente no muasculo, em cerca de
0,91x10% UFC/g em relacéo a carga inicial. Através dos resultados obtidos, concluiu-se
ainda a existéncia de claras diferencas entre os valores obtidos na contagem de aerdbios

totais a 30°C da pele e do musculo sendo que a pele apresentou valores superiores.

A 4gua do porto de pesca, tendo em consideracdo as analises realizadas, nao
apresentou caracteristicas estatisticamente diferentes da agua tratada, pelo que apenas
uma analise pormenorizada permitiria caracterizar os dois tipos de 4gua em causa.
Relativamente as contagens de E.coli, estas ndo foram verificadas, tanto nas aguas

analisadas como nos carapaus.

Apesar dos resultados obtidos terem sido satisfatérios seria, num futuro préximo,
do interesse da entidade que gere a lota de Peniche, a realizacdo de estudos na época
de verdo pois a estrutura da lota é fortemente influenciada pela temperatura ambiente,
pelo que os resultados obtidos foram fruto de um estudo realizado no inverno. Desta
forma, seria possivel determinar a qualidade e seguranca do pescado em duas épocas
do ano, aumentando a fiabilidade dos resultados. Seria igualmente interessante alargar
este tipo de pesquisa a outras espécies de pescado de modo a obter resultados com
maior expressividade no que respeita aos produtos da pesca descarregados na lota de

Peniche.

Num préximo estudo, poder-se-ia para além de comtemplar outras espécies,
realizar estudos de prateleira, onde o pescado seria armazenado em refrigeracdo durante
um determinado espaco temporal, sendo estudada a influéncia da lavagem e nédo
lavagem do mesmo de modo a verificar se, ao longo do tempo, a agua exerce algum tipo

de influéncia na qualidade e seguranca dos produtos.

De modo a perceber a existéncia de uma interacao direta entre o método subjetivo
de avaliacdo da qualidade do pescado, através do método QIM e os métodos objetivos
de avaliacdo da deterioracdo do pescado, teores de ABVT e N-TMA seria interessante
realizar recolhas e estudos em exemplares de pescado que apresentem sinais de

deterioracao evidentes.
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Seria ainda importante realizar um estudo detalhado aos dois tipos de aguas por

forma a caracterizar as mesmas em diferentes periodos do ano.
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