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NOTA DE ABERTURA

O consumo per capita de produtos da pesca em Portugal € o mais elevado na
Unido Europeia, verificando-se, igualmente, que a cadeia de distribui¢io se tem
tornado cada vez mais complexa. Tal facto implica que a qualidade e seguranca
destes produtos deve constituir uma preocupagio tanto para produtores como para
consumidores, passando pelas autoridades publicas. A inovagio tecnologica
constitui outra vertente fundamental para o desenvolvimento de novas metodologias
de conservagio e processamento e também para o langamento de novos produtos
que melhor satisfagam as solicitagBes actuais do mercado.

Com esta reunifio pretende-se dar a conhecer as mais recentes inovagdes
introduzidas na fileira da pesca desde a conservagio e manuseamento até 3
qualidade e seguranga destes produtos junto do consumidor e divulgar as actividades
e resultados obtidos no IPIMAR.
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QUALIDADE DO PESCADO FRESCO DESCARREGADO EM LOTA

Irineu Batista, Maria Leonor Nunes, Andreia Martins, Nilza Delgado ¢ Angelina
Mendes

Instituto de Investigacdo das Pescas e do Mar

Avenida de Brasilia, 1449-006 LISBOA

RESUMO

A répida deterioracio do pescado associada 4 sua fragilidade levam a que
apresente uma qualidade varidvel aquando da descarga. Esta variabilidade depende de
diversos factores, alguns dos quais ligados & prépria espécie, como seja a condigio
fisiolgica, ¢ outros decorrentes da arte usada na captura e outras decorrentes da
conservagio a bordo. As dificuldades relacionadas com estes factores sdo dificeis de
ultrapassar, mas as que resultam do manuseamento e conservagio a bordo podem ser
minoradas através de sistemas e praticas adequados que incluem a mecanizagiio de
algumas operagdes a bordo e o uso sistematico de gelo.

Neste sentido, fof objectivo deste trabalho caracterizar a qualidade do pescado
descarregado em lota em termos de grau de frescura e da presenga de alguns
contaminantes. Os resultados obtidos permitem concluir que a maior parte do pescado
descarregado apresenta grau de frescura E ou A, com rejeigbes diminutas. Os
resultados dos indices quimicos sugerem que sdo menos interessantes como indices de
frescura, mas podem constituir indicadores de rejeicdo, propondo-se mesmo alguns
valores limite para o azoto basico total para algumas espécies ndo incluidas na
Decisfio Europeia 95/149/CE (1995). No que respeita aos contaminantes, é de salientar
que os niveis de cddmio e chumbo encontrados foram sempre inferiores aos limites
maximos estabelecidos para estes contaminantes e, por seu lado, 0 teor em mercirio

foi em algumas espécies superior ao previsto legalmente.
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INTRODUCAO

A especificidade da constituigio quimica do pescado e o seu habitat natural
levam a que se deteriore mais rapidamente do que outros alimentos. Esta rapida
deterioragio, aliada ao efeito dos diferentes tipos de artes utilizadas na captura,
exigem © recurso a um conjunto de praticas de manuseamento € conservagio
apropriadas quer a bordo quer apds o desembarque.

As alteragBes do pescado que ocorrem apds a morte podem, com facilidade,
ser apreciadas sensorialmente uma vez que vdo evoluindo, mais ou menos
rapidamente, durante a conservagio em refrigerado, seguindo um determinado padrio
de deterioragio que, por sua vez, ¢ caracteristico de cada espécie. Estas alteragdes do
pescado podem ser também avaliadas por métodos fisicos quimicos ¢ microbiol6gicos.
De enire os métodos quimicos destacam-se o doseamento do Azoto Basico Volatil
Total (ABVT) e do Azoto de Trimetilamina (ATMA) ¢ a determinacgio do indice K.
Destes, apenas para o ABVT foram fixados limites para trés conjuntos de espécies
(Sebastes sp.; Familia PLEURONECTIDAE com excepgdo do Hippoglossus sp.;
Salmo salar e espécies das familias MERLUCCIIDAE e GADIDAE) (Decisio
95/149/CE, 1995).

As contagens microbianas totais tém sido utilizadas como indicadores de
qualidade do pescado fresco. Porém, ndo tem sido possivel estabelecer boas
cotrelagbes com o grau de frescura uma vez que apenas uma fraccio da flora
microbiana esta relacionada com as alteragdes que ocorrem no pescado.

Para a qualidade do pescado concorrem também outros aspectos para além do
grau de frescura que estdo relacionados com a presenga de confaminantes provenientes
do ambiente, em particular, mercario, cidmio e chumbo.

Assim, no sentido de contribuir para a caracterizagdo da qualidade do pescado
comercializado em lota, procedeu-se a um estudo pormenorizado do grau de frescura
de muitas espécies por avaliagfo sensorial e determinagio do ABVT, ATMA e indice
K. Em paralelo, efectuaram-se anélises microbiolégicas e o doseamento de mercirio,

cadmio e chumbo em algumas espécies.
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MATERIAL E METODOS
Material
As espécies analisadas foram recolhidas nas varias lotas do Pais e encontram-

se referidas no Quadro 1.

M¢étodos

Na anihise sensorial seguiu-se o Regulamento CE 2406/96 (1996).

O teor em Azoto Béasico Volatil Total (ABVT) foi determinado de acordo com
o método de referéncia indicado na Decisdo 95/149/CEE (1995). O teor em Azoto de
Trimetilamina (ATMA) foi determinado pelo método descrito por Cobb et al. (1973).
Na determinag@o do indice K seguiu-se o método descrito por Ryder (1985).

As contagens totais de meséfilos foram determinadas de acordo com a NP
3278 (1986).

O teor de mercario foi determinado de acordo com a NP-2928 (IPQ, 1988) ¢
0s teores de chumbo e cadmio por espectrofotometria de absorgio atomica de chama,
segundo os métodos descritos no AOAC (1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A larga maioria do pescado bomercializado em lota (primeira venda) ¢é
classificada, com base na tabela da UE, como tendo um grau de frescura Eou A e
algum peixe ¢ classificado como B por se encontrar inferiorizado em termos de
frescura ou por se apresentar traumatizado em consequéncia de manuseamento
incorrecto. O pescado proveniente do cerco costeiro apresenta, de um modo geral, um
grau de frescura E ou A. Por outro lado, na pesca local observa-se uma variedade de
situagOes resultantes da diversidade de artes usadas neste segmento da frota. Assim, o
pescado capiurado pelas armadilhas chega a bordo praticamente vivo pelo que, dada a
proximidade da costa, o grau de frescura &, em regra, extra. As capturas do palangre,
redes de emalhar de wm pano e tresmalho podem apresentar maior varia¢dio no seu
grau de frescura, porém a maior parte do pescado capturado é classificada como E ou
A. Também o pescado da frota polivalente costeira apresenta graus de frescura A ¢ B,
enquanto que o do arrasto costeiro ¢ classificado entre A e B.
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As rejeigdes referidas nas estatisticas (DGPA, 2000) dizem apenas respeito

aos desembarques na Doca Pesca de Lisboa, onde é descarregada a maioria do peixe

proveniente do norte de Africa e em 2000 atingiram cerca de 20 toneladas.

Azoto Basico Volatil Total

Os resultados obtidos em 54 das espécies estudadas mostraram a grande

variabilidade dos valores deste indice para um mesmo grau de frescura e que, em

muitos casos, exemplares com diferentes graus de frescura apresentam gamas de

variagio iguais. Este Gltimo facto mostra que este indice ndo permite distinguir

exemplares com diferentes graus de frescura.

Quadro 1 - Nome comum e cientifico das espécies estudadas.

Nome Comum

Nome Cientifico

Nome Comum

Nome Cientifico

Abrétea (22) Phycis phycis Papagaio (1) Thalassoma lunare
Améijoa-boa (22) Ruditapes decussatus Pargo (11} Pagrus pagrus
Améijoa branca Spisula solida Pargo-mulato (19) Plectorhinchumediterr

Anequim (2)
Atum {8)
Azevia (2)
Besugo (30)
Bica (4)
Cabra-lira (1)
Cago (10)
Cachucho (13)
Cantaril (1)
Cantarilho (4)
Carapaw/Chicharro (33)

Isurus oxyrinchus
Thunnus thynnus
Microchirus azevia
Pagellus acarne

Pagellus erythrinus
Trigla lyra

Mustelus mustelus
Dentex macrophthalmus
Helicolenus ductylopterus
Sebastes sp

Trachurus trachurus

Carta-de-olhos-grandes (13) Bothus podas

Cavala (3)
Cherne (6)
Chicharro-moiro (1)

Choco (10)
Chopo (1)

Scomber japonicuss
Polyprion americanus
Trachinotus ovatus

Sepia officinalis
Rossia macrosoma

Pargo-rugo (3)
Pargo-sémola (2)
Peixe-espada (11)
Peixe-esp.-preto (31)
Peixe-galo {14)
Pescada (34)

Polvo (26)
Polvo-cabegudo (2)
Pota-costeira (6)
Pota-voadora (4)
Pregado (3)

Raias (12)
Rascasso-de-pintas (1)

Robalo (14)
Roncador (1)

Ruivo {1)
Safio (12)

aneus
Pagrus caeruleostictus

Pagrus auriga
Lepidopus caudatus
Aphanopus carbo
Zeus faber

Meriuccius merluccius
Octopus vulgaris
Eledone cirrosa
Todaropsis eblanae
Hliex coindetti
Scophthalmus maximus
Raja spp

Scorpaena porcus
Dicentrarchus labrax
Umbrina cirrosa

Lepidotgrigla cavillone
Conger conger

Entre paréntesis indica-se o niimero de exemplares analisados.
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Quadro 1 — (Continuagio).

Choupa (2)
Corvina (16}
Dentéo bandeira (1)
Doirade (1)
Dourada (13)
Espadarte (14)
Faneca (21)
Ferreira (1)
Gamba-branca (5)
Garoupa (8)

Goraz (%)
Judeu-liso (1)
Leitdo (1)

Linguado (14)
Linguado-da-areia (1)
Lula (20)

Mero (1)

Moreia (7)

Spondyliosoma cantharus
Argyrosomus regius
Dentex gibbosus
Coryphaena hippurus
Sparus aurata

Xiphias gladius
Trisopterus luscus
Lithognathus mormyrus
Parapenaeus longirosiris
Epinephelus aeneus
Pagellus bogaravea
Auxis thazard

Galeus melastomus
Solea vulgaris

Solea lascaris

Lolige vulgariy

Epinephelus alexandrinus

Muraena helena

Salema (5)
Salmdo (7)
Salmonete (13)
Salengo (1)
Sarda (6)
Sardinha (20)
Sargo (20)
Sargo-safia (1)
Sargo-veado (1)
Sarrajdo (1)
Savelha (1)
Solha (15)
Tamboril (11)
Tintureira (7}
Truta (10)
Veleiro (2)
Verdinho (1)

Zorro (1)

Sarpa salpa

Saimo salar

Mullus surmuletus
Beryx splendens
Scomber scombrus
Sardina pilchardus
Diplodus sargus
Diplodus vulgaris
Diplodus cervinus
Sarda sarda

Alosa fallax
Pleuronectes platessa
Lophius piscatorius
Prionace glavca
Oncorhynchus mykiss

[stiophorus platypterus

Micromesistius
boutassou
Alopias vuipinus

Entre paréntesis indica-s¢ 0 niimero de exemplares analisados.

O conjunto de resultados obtidos vem realgar que este indice quimico & apenas

indicativo, ndo fornecendo, por si s6, informagio suficiente sobre o grau de frescura.

Com base nos resultados obtidos apresenta-se no Quadro 2 uma proposta de valores

limite para algumas espécies niio consideradas na Decisdo 95/149/CEE (1993).

Azoto de Trimetilamina

O ATMA presente nos produtos da pesca é quase todo resultante da reducio

bacteriana do 6xido de trimetilamina. Tal como para o ABVT, também os valores

deste indice apresentavam sobreposicies e uma grande gama de variagio para um

mesmo grau de frescura, isto €, os valores de ATMA medidos em exemplares

classificados com diferentes graus de frescura eram os mesmos. Na figura apresenta-

s¢ a gama de variagdo dos valores de ATMA dos exemplares ndo rejeitados e

agrupados por familias.
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Quadro 2 — Proposta de valores limite para o teor em ABVT.

Espécies Valor limite
(mg/ 100g)
Peixes
Azevia (Microchirus azevia) 30
Besugo (Pagellus acarne) 30
Carapau (Trachurus trachurus) 25
Carta (Bothus podas) 30
Cavala (Scomber japonicus) 25
Dourada (Sparus aurata) 30
Goraz (Pagelius bogaraveo) 30
Pargo (Pagrus pagrus) 30
Peixe-espada (Lepidopus candatus) 35
Peixe-espada-preto (Aphanopus carbo) 25
Sarda (Scomber scombrus) 25
Sardinha (Sardina pilchardus) 25
Cefaldpodes
Choco (Sepia officinalis) 35
Lula (Loligo vulgaris) 35
Polvo (Octopus vulgaris) 35
Pota ({llex coindetti) 35
Crustaceos
Gamba-branca (Parapenaeus longirostris) 35
Bivalves
Améijoa-boa (Ruditapes decussatus) 35
Améijoa-branca (Spisula solida) 35

A anilise detalhada dos resultados obtidos sugere que, para todas as espécies
analisadas, se pode considerar que o limite de aceitabilidade é inferior a 8 mg de
azoto/100g, valor este proximo da gama de valores maximos (10 a 15 mg de
azoto/100g) referida por Connell (1975) para um conjunto de espécies capturadas no

norte da Europa.

Indice K

O indice K, definido como a razio entre a soma das concentra¢des de inosina
e hipoxantina ¢ a soma das concentragdes de ATP e seus produtos de degradagio, tem
sido sugerido como um indice do grau de frescura. Nesta medida, determinou-se o
valor deste indice em 56 espécies, procurando correlaciond-lo com o grau de frescura
atribuido por analise sensorial. Resultados obtidos em 56 espécies revelaram a

existéncia de grande variabilidade entre espécies. Isto €, nalgumas atinge,

16



rapidamente, percentagens elevadas enquanto que noutras, a evolugio & lenta,
obtendo-se valores relativamente baixos, mesmo quando apresentam um baixo grau de
frescura.

Os resultados obtidos sugerem que em pescado com grau extra, o indice K é
inferior a 20%. Para a maior parte das espécies, ao limite de aceitagdo correspondem

valores entre 40 e 70%.

Contagens microbioldgicas

Os valores méximo e minimo de contagens totais de mes6filos em 19 espécies
apresentam-se no Quadro 3. Em apenas quatro (cacdo, carapau, raia e safio) foram
detectadas contagens totais superiores a 107, valor maximo admissivel para o pescado
fresco de acordo com o ICMSF (1986). FEstas contagens totais reflectem,
fundamentalmente, a contaminagdo inicial do pescado resultante da zona ¢ do modo
de captura bem como das condi¢Bes de manuseamento, nio podendo estabelecer-se

uma relacio directa com o grau de frescura.

Contaminanfes

Os teores maximos de alguns contaminantes - mercirio, cadmio e chumbo —
nos produtos da pesca estdo fixados no Regulamento (CE) n°466/2001 (2001). No
caso do mercirio, este teor estd fixado para a maioria das espécies em 0,5 mg/kg de
peixe (0,5 ppm) e em 1 mg/kg de peixe (1 ppm) para algumas espécies particulares.
Porém, tal como ¢ referido neste Regulamento, deve ter-se também em conta a dose
semanal admissivel estabelecida, provisoriamente, a nivel internacional. Esta dose,
segundo a WHO (1976, 1990), € de 5 ug por quilograma de peso corporal ¢ por
semana que poderd incluir, no méximo, 3,3 pg de metilmercirio, igualmente por
quilograma de peso corporal e por semana. Por conseguinte, isto significa que o peso
de peixe que s¢ pode consumir, com seguranga, depende do seu teor em merciirio e do

peso corporal do consumidor.
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Quadro 3 - Contagens totais de mesdfilos.

Espécie m®" M Nimero de exemplares
Atum 4,3x10° 3,0x10° 3
Besugo 3.2x10° 2,2x10° 5
Cagfo 5,6x10* 1,9x107 5
Carapau 8,9x10° 3,5x107 515
Corvina 2.2x10°3 6,8x10° 5
Dourada 1,9x10° 1,1x10° 15
Pargo 3,8x10° 1,7x10° 5
Peixe-espada 1,4x10° 1,6x10° 100
Pescada 2,1x10° 2,3x10° 103
Polvo 2,3x10* 1,3x10° 5
Raia 5,1x10° 1,4x10’ 5
Safio 4,6x10° 2,7x107 5
Salmao 4,3x10* 2,3x10° 5
Salmonete 8,0x10° 8,4x10* 5
Sarda 2,0x10* 6,4x10° 5
Sardinha 1,5x10° 2,1x10° 5
Sargo 1,1x10* 1,4x10¢ 5
Tamboril 4,8x10° 6,2x10* 5
Truta 1,7x10° 2,4x10* 15

® m - Minimo registado; M — Méximo registado.

Nalguns exemplares de cerca de metade das espécies analisadas foram
detectados niveis de mercirio superiores aos valores limite (Fig. 2), destacando-se, de
entre estas, as cartilaginosas, com excepgo da raia. No entanto, é de referir que em
muitos exemplares foram igualmente detectados niveis muito baixos. Esta
variabilidade estd relacionada, como ¢é sabido, ndio s6 com o tamanho dos exemplares,
mas também com a zona de captura.

O cadmio ¢ o chumbo foram igualmente doseados em vérios exemplares de
cefalopodes, tendo os valores encontrados ficado aquém dos valores limite,

respectivamente, 0,5 e 0,2 ppm (Reg. 466/2001, 2001).
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Bothidae (1 espécie) |
Clupeidae {1 especie) W
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Figura 1 — Gama de variagio dos valores de ATMA (mg/100g) para varias familias antes da
rejeicio. (Bothidae: Carta-de-othos-grandes; Carangidae: Carapaw/Chicharro,
Chicharro-moiro; Clupeidae: Sardinha; Congridae: Safio; Gadidae: Abrdtea,
Faneca; Haemulidae: Pargo-mulato; Loliginidae: Lula; Lophiidae: Tamboril;
Merlucciidae: Pescada; Muraenidae: Moreia; Octopodidae: Polvo, Polvo-cabegudo;
Penaeidae: Gamba-branca; Pleuronectidae: Solha, Rajidae: Raias; Sciaenidae:
Corvina, Scombridae: Atum, Cavala, Sarda Sarrajio; Scorpaenidae: Cantaril,
Cantarilho, Rascasso-de-pintas; Sepiidae: Choco; Serranidae: Cherne, Garoupa,
Mero; Soleidae: Azevia, Linguado; Sparidae: Besugo, Bica, Cachucho, Dourada,
Goraz, Pargo, Pargo-russo, Pargo-sémola, Salema, Sargo-safia; Trichiuridae:
Peixe-espada, Peixe-espada-preto; Zeidae: Peixe-galo).
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Figura 2 - Teor de mercario (ppm) em espécies que ultrapassam os respectivos valores limite.
[ Limite 0,5 ppm; i@ limite 1 ppm. Entre paréntesis encontra-se o nimero
de exemplares analisados ¢ entre chavetas o teor maximo.
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CONCLUSOES

De um modo geral, pode afirmar-se que a larga maioria do pescado fresco
comercializado em lota apresenta um bom grau de frescura.

Considera-se que a andlise sensorial constitui uma ferramenta fundamental
para a avaliagio do grau de frescura, impondo-se, no entanto, a elaboracio de tabelas
especificas para cada espécie ou a introdugfio de outros sistemas dos quais se destaca o
“Método do Indice de Qualidade” (QIM). Os indices quimicos ndo permitem, de modo
inequivoco, descriminar diferentes graus de frescura, mas podem servir de base para o
estabelecimento de limites de rejeigdo.

De um modo geral, as contagens totais de meséfilos podem considerar-se
aceitaveis, significando que nenhum peixe foi capturado em zonas muito
contaminadas, nem as condigSes de manuseamento introduziram contaminagdes
elevadas.

Em cerca de 30% das 72 espécies analisadas foram detectados, em alguns
exemplares, niveis de merctrio superiores aos valores limite prescritos na Legislaciio
Europeia. Entre estas salientam-se alguns cartilagineos e o peixe-espada-preto cujos
teores deste contaminante recomendam um consumo parcimonioso, tendo em conta as
doses semanais admissiveis que sdo recomendadas pela Organizagdo Mundial de
Satde.

Este projecto foi financiado pela UE no ambito do Programa iciativa

Comunitaria Pesca.
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EVALUATION OFf MICROBIOLOGICAL RISKS IN FISH PRODUCTS

Paul A. Gibbs, BSc, PhD, FIFST

Cientista Convidado, Escola Superior de Biotecnologia, UCP, Porto

Introduction

A hazard may be defined as the potential to adversely affect the health of a
person; in foods this would equate to food-borne infection or intoxication. A risk is a
measure of the probability of occurrence of the hazard and effects on health. There
are risks in cvery human activity, but we accept certain risks more readily than others
do. Evaluation of risks for a consumer therefore comprises a determination of the
hazards that may be present in that food, whether it be a viable microorganism or a
toxic product of metabolism, the level of the hazard in the food and the likely effect of
that level of hazard on the consumer, ie. a dose-response, or on the population
consuming the product. Since the frequencies of occurrence of food-borne pathogens
are ofien poorly understood, that there are non-homogeneous distributions (of
organisms), unknowns (e.g. dose responses), variabilities, probabilities and
uncertainties in each step of the risk evaluation, the end result of such an evaluation is
likely to yield very wide limits of uncertainty. Nevertheless, mathematical means of
microbiological risk assessment are being developed rapidly as a result of the Uruguay
round of the General Agreement on Tariffs & Trades (GATT). The World Trade
Organisation Sanitary and Phytosanitary Agreement (SPS) states that where there is
dispute between nations about the safety of a food product, the countries involved
should provide a risk assessment to help quantify whether the risks to consumers are
significant. An extension to this is in the establishment of Food Safety Objectives
(FSO), that is a statement of the frequency or level of a microbiological hazard that is
acceptable in that food. Thus an FSO will have three components, a description of the

food, the hazard of concern, and the expected level of protection. The means for
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achieving an FSO would be by application food safety management systems
(GMP/GHP, HACCP etc.).

It is beyond the scope of the current communication to describe and evaluate
the mathematics of microbiological risk assessments, but the data required and the

processes leading to risk assessment, will be covered.

Food safety

The supply of safe food is now largely assured by the recognition of the
benefits of application of hazard analysis and control of critical points in processing
(HACCP). However, there are some food processes that cannot assure the destruction
of food-borne pathogens, e.g. washing of salad items, cold-smoking or fermentation of
fish, and these foods will always pose more of a risk to consumers than fully
processed foods. It is not only the initial microbiological contamination from the
environment in which the food was originally grown and harvested, but the possibility
of further contamination and multiplication during handling that must be minimized
by appropriate hygienic practices. Risk assessment is a useful tool to quantify such

risks, provided that relevant data is available, and this is often not the case.

Hazards in Fish

Know your enemy

Clostridium botulinum consists of a heterogeneous collection of anaerobic
spore-forming bacteria, capable of elaborating neuro-paralytic toxins. The spores of
the proteolytic and mesophilic strains of types A & B are generally associated with
animals and soils, and run-off of agricultural land into the aquatic environment. The
psychrotrophic type E strains are now regarded as typically aquatic, living particularly
in mud and silts with a high organic matter content. Type E strains seem to be
ubiquitous in temperate and colder waters of Northern Europe, especially in the Baitic
and North Sea coasts of Scandinavia, but also in many enclosed bodies of water, such
as bays and large lakes, e.g. in the USA / Canada Great Lakes. This type can also
occasionally cause losses in trout farm ponds. Indeed, the ubiquity of the

psychrotrophic strains of type E was established as a result of many cases of botulism
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in the 1960s from vacuum- and modified atmosphere- packaged (VP / MAP), lightly
processed fish taken from the Baitic. Fish taken from such environments should be
treated as posing a particular risk from botulism and handled, stored and processed
accordingly. Nevertheless, consumption of fresh fish is almost never associated with
botulism - spoilage almost always occurs before toxin levels become a hazard, Proper
cooking will eliminate the vegetative forms of the organism, but not spores. Lightly
preserved products are a different matter, however.

Vibrio species include V. parahaemolyticus, V. vulnificus and V. cholerae.
Generally these species are associated with sewage polluted warmer waters, although
they will survive cooler temperatures, V. parahaemolyticus is most commonly found
in marine waters above 19°C although it can grow in laboratory conditions as low as
5°C. Originally this species was thought to be associated with the consumption of
shellfish, but raw or near-raw finfish (sushi) are now often the cause of outbreaks in
Japan in summer months. V. cholerae is historically associated with sewage
contamination of seawater, and with consumption of raw shellfish. Proper cooking
eliminates all Vibrio spp., although the low temperatures and short times used in
poaching salmon and trout may permit survival.

Aeromonas hydrophila has been associated with human diarrhoeal illness, but
the epidemiology, virulence factors and relationships between the mesophilic and
psychrotrophic strains and pathogenicity, are not yet fully understood. Similarly,
Plesiomonas shigelloides pathogenicity is not well documented, although all strains
are mesophilic and therefore there is a seasonality to cases, generally from uncooked
shellfish or under-cooked finfish.

Listeria monocytogenes has been the subject of intensive investigations during
the past decade, as it has been shown to be distributed widely in soils and waters, has a
wide temperature (psychrotrophic) and salinity range for growth, is facultatively
anaerobic, and in susceptible segments of the population (pregnant women, foetuses,
neonates, immunocompromised persons and the elderly), there is a high mortality rate.
In salmon, Dgp values of ca. 4.5 minutes have been reported. (Embarek & Huss, 1993),

close to the temperature profiles of poaching of salmon. Major concerns have been
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expressed about the safety of cold-smoked trout and salmon, and indeed the organism
has often been found in many samples of cold smoked fish.

Several viruses have been reported as contaminants of filter-feeding molluscs, and
there have been many outbreaks of viral hepatitis A (HAV) Norwalk viral
gastroenteritis. Viruses are accumulated during filter feeding, but unlike bacteria, are
only poorly removed by depuration and do not multiply in shellfish.

Histamine or scombroid fish poisoning is generally associated with the microbial
production of histamine from those fish containing high levels of the amino acid
histidine. Several species of bacteria are capable of decarboxylating histidine, and
control measures are based on maintaining scombroid fish at temperatures of <5°C

and limiting shelf life.

Microbiological risks in fish
Raw fish and shellfish

Whilst several of the pathogenic bacteria potentially associated with marine foods are
capable of growth under chill storage conditions applied to fresh fish, cooking wiil
severely reduce their numbers. However, the low temperatures/short times applied for
cooking of fish or shellfish (e.g. poaching; product temperatures of 65°C for 5-10
mins of salmon or {rout), may not entirely eliminate L. monocyrogenes. Refrigerated
storage of cooked fish should therefore be limited to ca. 6-10 days to minimize the
possibility of growth of survivors, even if the product had been cooked in the final
container, eliminating post-process contamination, e.g. ‘sous vide’ products.

Similarly, cooking of fish will not eliminate spore-formers nor botulinal toxin if that
had been pre-formed. The risk of botulism from fresh fish is extremely small but the
organism must be assumed to be present, as in most raw materials. Huss (1994)
reported that consumption of fresh fish has never been shown to cause botulism.
However, there is a potential exception in farmed trout where there may be growth of
type E in organically rich sediments of the pond. In such cases there may be sufficient
toxin present in the water to affect the behaviour of the live fish, and fish from such a
pond should never be used for human consumption. Extended refrigerated storage of

caoked fish should be avoided to minimize the risk of germination of surviving spores
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of bacterial pathogens, and growth in the absence of competitive flora. Shelf lives
should be limited to <10 days at 4°C, even for products cooked in the final pack, e. g
‘sous vide’ products. Although the psychrotrophic, non-proteolytic strains of C1.
botulinum are capable of growth at temperatures as low as 3.3°C, growth rates are
very slow, toxin formation in the absence of spoilage, only occurring after 4-8 weeks
at 4°C. Whilst VP or MAP of fresh or processed fish has become common in recent
years, it is important to recognize that increased levels of CO,, do not significantly
decrease the rate of botulinal toxin production, and that toxin production may occur in
the absence of overt spoilage (Eklund, 1982).

The other vegetative pathogens are readily controlled by correct chilled
storage and cooking, followed by short shelf fives in chill after cooking. However,
consumption of raw bivalves (e.g. oysters) has been associated with outbreaks of
infections by Vibrio spp. and other pathogens accumulated by the filter feeders, in
several part of the world. A particular area of concern is contamination by V.
vulnificus in the shellfish beds off Florida. It is particularly important to establish the
microbiological status of the growing areas of bivalves with respect to total
heterotrophic flora and pathogens and in any doubt to apply depuration treatment.
However, there is some concern regarding the ‘viable but non-cuiturable’ (VNC) state
that vibrios can enter in seawater, with respect to their accumulation in bivalves and
reverting to a culturable and infective state.

Further processed fish products

Combining other ingredients with fish gives rise to consideration of the
microbial contamination of those ingredients. Many of the pathogens of concern in
fish are also of concern in other food items, but there may be a quantitative difference
in their presence according to the nature of the ingredient. Cooking of the ingredients
prior to combining with fish would be expected to reduce the numbers of the
pathogens, except for bacterial spores. Of potentially greater importance is the
assembly of the product subsequent to the heating stage, as this should be carried out

in strictly hygienic conditions.
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Cold-smoked fish

This group of products is potentially one of the most hazardous of all fish
products. These products are preserved for short periods of time under refrigeration,
by the combined action of salting and physical drying and smoke components, and
consumed without further cooking. Currently, there are moves to reduce the salt
levels or to decrease water losses during processing in these products, from the
recommended minimum of 3.5% salt-on-water-phase, the level regarded as the
minimum for control of the growth of psychrotrophic strains of CL botulinum. As
stated above, these organisms must be regarded as being ubiquitous in the aquatic
environment and therefore on marine foods, and lower levels of salt could lead to
growth and toxin production.

Listeria monocytogenes is also found in the aquatic environment and on fresh
fish. Whilst salting and smoking, followed by VP and chilling, are individually not
sufficient to control the growth of this organism, in combination the growth rate is
suppressed but not totally inhibited. There is evidence that the strains of this pathogen
found on the raw fish are not those isolated from finished product (Rervik ef al., 1995;
Autio et al., 1999) and thus control of contamination within the processing plant is

more important.

Risk Assessment

The proposed draft guidelines for the control of L. monocytogenes in foods,
for consideration by the Codex Committee on Food Hygiene (issued August 2001 for
consideration in Bangkok in October 2001), are based on considerations of risk
assessment, and will be used to illustrate the stages of the assessment. The first
question is that of the risk for consumers in different susceptible populations groups
(elderly, immunocompromised, infants, pregnant women) relative to the general
population. These risk groups were assessed from epidemiological data from France
and the USA. It was determined that organ transplant patients (immunocompromised)
were 2584 times more susceptible than non-immunocompromised persons when
challenged with a dose of log 7.5 cfu. Elderly persons were only 1.6-7.5 times more

susceptible than younger non-immunocompromised persons were. Therefore specific
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control measures are justified for foods clearly identified as for the vulnerable groups.
The second question is that of estimating the number of cases of listeriosis that would
be likely from consumption of foods containing different levels of the organism.
From dose-response curves based on epidemiological data, for a dose per serving of
log 7.5 organisms, the total number of cases per year in the USA would be expected to
be 2,130. Following this, the cases/year for lower doses per serving were calculated

as in Table 1.

Table 1. Predicted number of cases/year of listeriosis in the USA for different

dose levels (Codex Committee for Food Hygiene, 2001).

Maximum dose at consumption Predicted number of cases/year
(Log cfu/serving)
7.5 2,130
4.5 249
3.5 : 53
2.5 1.1
1.5 0.2
0.5 0.06

It is clear that reducing the dose level per serving below log 3.5 cfu would
reduce the number of cases/yr by >99%.

The final question that the Codex Committee attempted to answer was that of
relative risk of those foods that do and do not support growth of L. monocytogenes. 1t
was concluded that more data was required, but that at the moment there was no
reason to believe that there any differences between dose levels in foods that do and
do not support growth that would result in infections. Clearly, modelling of the
growth of L. monocytogenes in foods is a valuable means of determining the likely
outcome of changes in food storage and formulation.

The overall recommendation of Codex was that the level of L. monocytogenes
in foods should not exceed 100cfu/g at the point of consumption, and that even when

growth had occurred to levels of log Jefu/g the risk of infection for
29



immunocompromised persons was low. The management options for maintaining
these levels are those embodied in Good Hygienic Practice (GHP) and HACCP and in
establishing microbiological criteria for raw materials, processing plant and surfaces
and finished products. Codex also strongly recommended that data on the incidence of
listeriosis is made available, through mandatory national notification of cases. It was
also deemed important that all strains of L. monocytogenes be characterized by at least
one discriminatory typing method, e.g. PFGE, sero- and phage-typing. Such
information could be used to identify common vehicles of infection for apparently
unrelated cases and enable appropriate investigations and corrective actions.

The Codex document also contains guidelines for the control of I.
monocytogenes within food processing plants, including seafood processing (Annex
2.3).

The European Commission (1997) has published the principles to be used in
the development of risk assessment for microbiological hazards in foods and the
derivation of microbiological criteria for animal products. These do not contain any
references to the specific hazards nor foods, but that development of microbiological
criteria should be based upon risk assessment, and the utilization of the principles of
HACCP, Guides to Good Hygienic Practice. Similarly, the FAO (2000) published the
resulis of an expert consultation on risk assessment of microbiological hazards in
foods. In contrast to the EU document, the FAO consultation considers in detail,
hazard characterization and exposure assessment for Salmonella in eggs and poultry
and L. monocytogenes in ready-to-eat foods, which category includes cold-smoked
fish. The consultation document also includes a comparison of the various types of
dose-response models for describing infection, morbidity or mortality, and comments
upon the high degree of uncertainty and variation. Nevertheless, both these

documents are of value in helping with a risk assessment.
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INTRODUCAO

A deterioragdo do pescado deve-se ao efeito combinado de reacgdes quimicas,
resultantes da actividade de enzimas endégenas e do crescimento bacteriano. Dada a
poiquilotermia dos peixes marinhos, o metabolismo ¢ flora bacteriana comensal da
pele ¢ dos intestinos estdo adaptados a temperaturas mais baixas do que nos
mamiferos. Desta forma, a refrigeragdo tem menor efeito na redugio da deterioracio,
comparativamente com a carne de mamiferos e de aves, em especial nos produtos da
pesca capturados em dguas temperadas ¢ frias (Huss, 1995). O periodo de conservagio
de pescado, adequadamente mantido em gelo (e refrigerado), ¢ de 8 a 12 dias para a
maior parte das espécies de peixe (Huss, 1995). Considerando que as viagens de pesca
t€m duragio varidvel em fungio da espécie e dos locais de captura, o periodo de vida
util em gelo do pescado desembarcado pode ser curto. Huss (1988) recomenda que o
peixe seja arrefecido & temperatura do gelo fundente (0 °C) o mais ripido possivel
ap0s a captura. Este autor refere que, por exemplo, se o peixe for mantido durante 6
horas a 10 °C o seu perfodo de conservagio sera reduzido em 1 dia. Em geral, as taxas
de deterioragdo autolitica e microbiana sdo dependentes do nivel de contaminagio
microbiana, temperatura de conservagio e embalagem.

O desenvolvimento das tecnologias de conservagio de alimentos tem sofrido
uma grande evolugio desde a secagem natural ao sol até a congelagdio. Mais
recenfemente, o interesse pela atmosfera modificada e pelo gelo liquido tem
aumentado por poderem constituir tecnologias alternativas para a conservagio dos

produtos da pesca.
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ATMOSFERA MODIFICADA

A aplicagio de atmosferas modificadas constitui uma tecnologia de
conservagdo cada vez mais usada dada a sua capacidade de prolongar o periodo de
vida util de produtos pereciveis. Basicamente esta tecnologia consiste na substituicio
do ar, que envolve o produto, por uma composi¢io gasosa diferente ¢ aplica-se em
conjugacdo com a refrigeragfio, a temperaturas inferiores a 5°C, de modo a retardar a
deterioragio,

As trés técnicas mais relevantes na aplicag®o desta tecnologia em produtos da
pesca sdo: embalagem em atmosfera modificada (EAM), embalagem em vécuo (EV) e
atmosfera controlada (AC). A primeira técnica consiste na colocaglio do produto
alimentar numa embalagem de baixa permeabilidade aos gases, procedendo-se 2
evacuagdo do ar, seguida da injec¢io de um gas ou uma mistura de gases e selagem da
embalagem. A proporgiio de cada componente da mistura gasosa ¢ fixada na altura em
que ¢ infroduzida na embalagem. Nio se exerce controlo subsequente sobre a
composi¢io gasosa no interior das embalagens e, naturalmente, a concentra¢io dos
gases altera-se com o tempo. Esta técnica € utilizada principalmente na
comercializaciio directa ao consumidor.

A EV é um processo muito semethante & técnica EAM, consistindo apenas em
evacnar todo o ar existente na embalagem. Tendo em conta que nfo é possivel evacuar
todo o ar, a atmosfera gasosa da embalagem em vacuo & passivel de alteragGes durante
o armazenamento. Nesta técnica é muito importante que a embalagem apresente baixa
permeabilidade ao O,.

No processo AC aplicam-se gases isoladamente ou em mistura e a proporgio
de cada gis ¢ confrolada, mantendo a composigio gasosa inicial ou alterando-a
progressivamente durante a armazenagem efou circuito de distribuicdo. Esta técnica é
utilizada em etapas primarias, no armazenamento e conservagdo a granel e no
transporte de produtos. Os recipientes utilizados sdo de grandes dimensdes,
normalmente contentores de plastico ou de ago inox.

Os trés principais gases usados comercialmente sio o diéxido de carbono

(CO,), o oxigénio (O;) ¢ o azoto (N,) (Phillips, 1996), normalmente, em diferentes
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combinagdes e proporgdes, dependendo principalmente da microflora capaz de crescer
no produto, ou seja, da susceptibilidade do produto ao O, ¢ CO,.

O CO; (solivel em 4dgua ¢ em gordura) é o principal responsével pelo efeito
bacteriostdtico das atmosferas modificadas, que se traduz na extensdo da fase de
laténcia dos microrganismos e no decréscimo da taxa de crescimento durante a fase
logaritmica (Farber, 1991). O efeito inibidor deste gis num sistema alimentar é
influenciado por varios factores, designadamente pelo tipo e fase de crescimento dos
microrganismos presentes inicialmente, temperatura de armazenamento e tipo de
produto embalado (Farber, 1991; Reddy et al., 1992). Para a obtengiio de um efeito
bacteriostatico maximo a temperatura deve ser mantida proxima de 0°C, uma vez que
a solubilidade do CO, é maior as temperaturas mais baixas.

O O,, em geral, estimula o crescimento de bactérias aerdbias e podera inibir o
crescimento de bactérias estritamente anaerobias (Farber, 1991). A presencga deste gis
pode provocar problemas de oxidagfio dos lipidos, sobretudo em pescado com elevado
teor de gordura. Por este motivo, nestes produtos & aconselhdvel a utilizagio de
misturas bindrias de CO, e N, (Phillips, 1996). No entanto, esta situa¢io coloca o
problema do potencial crescimento de C. botulinum, por ser um microrganismo
anaerdbio e, consequentemente, a produgio da toxina neurotoxica do botulismo.

O N; ¢ um gés inerte e inodoro com baixa solubilidade em dgua e em gordura.
E usado, principalmente, para evitar o colapso de embalagens, sobretudo quando se
utilizam atmosferas com elevada concentragio de CO, e como substituto do O, de
forma a retardar a oxidag#o lipidica e inibir o crescimento de microrganismos aerébios
(Farber, 1991).

Church (1998) refere que a primeira aplicacfio comercial significativa desta
tecnologia ocorreu apenas em 1974, com a venda de carne embalada em atmosfera
modificada enquanto que a primeira comercializagio de peixe conservado nestas
condigbes teve lugar apenas em 1979. Desde entdo, verificou-se uma consideravel
expansdo do mercado de produtos conservados deste modo, em parte devido a
crescente procura dos consumidores por alimentos frescos e refrigerados, contendo

poucos aditivos e apresentando caracteristicas muito semelhantes ds do produto fresco.
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Globalmente, o maior crescimento de vendas de produtos da pesca em EAM
tem sido registado na Europa, principalmente em Franga e no Reino Unido (Hill,
1999). No inicio dos anos 90, os produtos da pesca representaram no Reino Unido o
quarto maior sector do comércio retalhista de EAM, constituindo 10% do total (Hill,
1999).

Em Portugal nfo existe ainda comercializagio de produtos da pesca em EAM
embora a legislacio portuguesa preveja a utilizagiio de gases de embalagem em
géneros alimenticios em geral (Decreto-Lei n® 363/98) e nos produtos da pesca em
particular (Decreto-Lei n® 375/98).

Teoricamente parece existir um elevado potencial para o futuro
desenvolvimento na Europa de todo o mercado de produtos em atmosfera modificada.
No entanto, os especialistas nfio prevéem um crescimento rapido até que uma série de
problemas seja solucionada, nomeadamente a seguranga alimentar (relacionada
sobretudo com o possivel crescimento de Clostridium botulinum), auséncia de uma
rede de distribuigdo refrigerada em alguns paises da Europa, impacte ambiental a
longo termo das embalagens utilizadas e competi¢io com produtos ndo embalados de
elevada qualidade, particularmente no sector das pescas (Hill, 1999).

A utilizagdo de atmosfera modificada em produtos da pesca foi revista por
varios autores, existindo, no entanto, pouca informagiio sobre a sua aplicagio em
crusticeos. B frequente a utilizagio de misturas contendo 40-60%CQO,, em
combinagio com N, em espécies com elevado teor de gordura e
40%C0/30%0/30%N, em espécies consideradas magras e em crusticeos (Stammen
et al., 1990; Reddy et al., 1992; Gibson ¢ Davis, 1995; Phillips, 1996; Church, 1998).
Para conservagiio a granel de todos os produtos da pesca, Church (1998) refere a
utilizagfio de 75%C0+/25% N,,

Relativamente & extensdo do perfodo de vida dtil para pescado conservado em
EAM, Church (1998) refere um periodo de vida 1til tipico no intervalo 3-14 dias,
dependendo do produto. Em comparagdio com outros produtos, como a carne, este
prolongamento ¢ marginal, sendo compensado pela melhoria no manuseamento e

apresentacio do produto.
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Ensaios de aplicagdo de atmosfera modificada

No Departamento de Inovagio Tecnoldgica e Valorizagio dos Produtos da
Pesca (DITVPP) do IPIMAR tém sido realizados vdrios estudos sobre o efeito da
aplicagdo de atmosfera modificada e controlada na conservagio de algumas espécies
de peixes dsseos, moluscos e crusticeos (Gongalves ef al., 1997a; Gongalves et al.,
1997b; Gongalves et al., 1999; Gongalves ef al., 2001a; Gongalves et al., 2001b). A
avaliagio das alteragdes da qualidade realizou-se através de analises sensoriais, fisicas,
quimicas e microbioldgicas.

Relativaente & conservagio em atmosfera modificada estudou-se o efeito de
trés misturas gasosas, 40%CO0x32%0,/28%N,, 42%CO»/58%N, e
64%C0,/33%0,3%N,, na conservagio respectivamente de filetes de peixe-espada-
preto (Aphanopus carbo) e de polvo inteiro (Octopus vulgaris) A temperatura de 2°C.

A avaliagdo sensorial em cru evidenciou uma diminui¢io acentuada do cheiro
caracteristico (Fig. 1) em todas os lotes de peixe-espada-preto, durante os primeiros 5
dias de conservagio. A partir deste dia, registou-se a perda completa do cheiro tipico
no lote controlo (embaladc em ar) ¢ maior eficiéncia da mistura
40%C0/32%0,/28%N; na preservagdo deste atributo. No polvo, o cheiro
caracteristico diminuiu acentuadamente entre o 2° e o 6° dias, mantendo-se
relativamente constante nos lotes embalados nas duas misturas gasosas até ao final do
periodo de conservagio,

O cheiro amoniacal (Fig. 1), indicador da perda de frescura dos produtos da
pesca, foi mais evidente a partir do 8° dia no peixe-espada-preto embalado em ar ¢
apenas ao fim de 14 e 20 dias nos lotes embalados em 42%C0O,/58%N, ¢
40%C02/32%04/28%N,, respectivamente. No caso do polvo, o efeito das misturas
gasosas ndo foi tdo evidente, registando-se pontuagiio média idéntica para os trés lotes,
a qual se manteve praticamente constante até ao final do periodo de conservagdo nos
lotes embalados nas duas misturas gasosas.

A rejeigiio sensorial dos lotes controlo ocorreu ao fim de 9 e 14 dias de
conservagio, respectivamente para o polvo e peixe-espada-preto. Os lotes embalados

em atmosfera modificada foram rejeitados pelo painel sensorial apés 20 e 23 dias no
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caso do peixe-espada-preto embalado em 42%CO./58%N, e 40%CO./32%0,/28%N.,,
respectivamente e ao fim de 16 dias no caso do polvo.

A evolugiio das contagens de microrganismos totais foi consideravelmente
diferente nas amostras embaladas em ar (controlo) e em atmosfera modificada. No
controlo, 0 nimero de microrganismos totais aumentou de aproximadamente 2,5x102
para 1,5x10° ufc/g ao fim de 5 dias de armazenagem do peixe-espada-preto (Fig. 2) e
de 1,5x10* para 1,0x10° ufc/g ao fim de 9 dias no caso do polvo. Nos fotes EAM o
crescimento de microrganismos foi mais lento, registando-se contagens maximas de
1,9x10° & 4,9x10° ufc/g ao fim de 23 e 16 dias, respectivamente nos filetes de peixe-
espada-preto € no polvo embalados na mistura contendo 40%C0,/32%0,/28%N,. O
niimero maximo admissivel de microrganismos totais para produtos da pesca frescos
(107 ufc/g) indicado pelo ICMSF (1986) ndo foi atingido em nenhum dos casos, quer
nos lotes controlo quer nos lotes embalados nas misturas gasosas.

No que respeita & formacio do azoto bésico volatil total (ABVT), indicador de
deterioragiio dos produtos da pesca, verificou-se um grande aumento no teor deste
composto no lote controlo dos filetes de peixe-espada-preto (25 mgN/100g) entre o 8°
e o 14° dias (Fig. 2), enquanto que nos filetes embalados em 42%CO/58%N, e
40%C0,/32%0,/28%N, este aumento sé ocorreu ao fim de 14 e 20 dias,
respectivamente, No caso do polvo, o aumento do ABVT ocorreu muito mais cedo nos
trés lotes, entre 0 2° ¢ 0 6° dia.

De um modo geral, os resultados obtidos evidenciaram maior eficacia da
mistura 40%C0/32%0,/28%N, na conservacio dos filetes de peixe-espada-preto
enquanto que no polvo inteiro ndo se observou um efeito notdrio das misturas testadas.

Em rela¢do & conservagio em atmosfera controlada, estudou-se o efeito de trés
atmosferas na conservagio de gamba (Parapenaeus longirostris) inteira cujos
resultados se apresentam na Tabela 1. Ao nivel sensorial, os principais efeitos das
atmosferas testadas, em relacio & conservagdo convencional em gelo, foram o
retardamento do aparecimento da melanose e do cheiro amoniacal e a manutengéo do
sabor tipico, ocorrendo, por outro lado, uma diminuicdo do brilho e da cor. Este Gltimo
efeito foi observado mesmo no lote mantido na atmosfera com menor concentragiio de

CO2 (13-20%C02/17-14%02). No entanto, nio afectou a aceitabilidade da gamba
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uma vez que foi considerada de qualidade sensorial aceitdvel ao fim dos cinco dias de
conservagdo, enquanto que a gamba conservada apenas em gelo foi rejeitada pelo
painel sensorial.

Os resultados das andlises quimicas evidenciaram uma consideravel eficicia
das atmosferas, sobretudo da atmosfera cuja concentragdo de CO, aumentou
gradualmente durante a conservagdo (17-37%CO0y17-12%0,), na reducdo das
actividades autolitica ¢ microbiana, contribuindo para a manutencdo dos teores iniciais
de compostos caracteristicos de um elevado grau de frescura, como a inosina
monofosfato e para a inibicdo da formagdo de hipoxantina e de compostos azotados
voldteis, tipicos de produtos da pesca deteriorados. Porém, concentragles iniciais
elevadas de CO, parecem favorecer a formagio de aminas biogénicas, em especial a
agmatina.

Como conclusdo, pode dizer-se que a conservagiio em atmosfera controlada,
contendo 13-37%CO, ¢ até 17%0, manteve a aceitabilidade da gamba até 5 dias,
possibilitando uma extensdo minima de aproximadamente 1 a 2 dias em relacio a

conservagdo usual em gelo,

GELO LIQUIDO

O controlo da temperatura &, de entre todos os factores que afectam o nivel de
deterioragdo do pescado, o que tem uma infludncia mais significativa. A utilizacio de
gelo tem sido, durante muitos anos, a forma privilegiada de arrefecer o pescado e de o
marer a baixa temperatura. Apesar da congelago e da agua do mar refrigerada serem
também utilizadas, a aplicagdio de gelo é ainda o método mais usado no controlo da
temperatura do pescado.

Nos tiltimos anos foi desenvolvido um novo tipo de gelo conhecido como gelo
bindrio, Flo-Ice™ ou “Shurry ice”. Este gelo tem uma forma liquida e & composto por
pequenos cristais de gelo microscopicos suspensos em salmoura ou dgua do mar, o
que lhe confere uma temperatura mais baixa do que a do gelo em escama. Estas
caracteristicas fazem deste novo tipo de gelo um excelente meio de arrefecimento,

Em termos tecnoldgicos, os cristais de gelo sdo originados pelo arrefecimento

de uma solugdo de salmoura ou 4gua do mar ao passar num cilindro de ago inoxidavel.
39



Posteriormente, os cristais de gelo formados na parede do cilindro sdo removidos,
através de um mecanismo de raspagem, ficando em suspensdo no fluido e formando,
assim, um gelo de natureza liquida e bombeavel. Este gelo pode ser armazenado num
reservatorio ou recirculado de novo pelo sistema de produgio de gelo para, desta
forma, aumentar a percentagem de cristais na mistura. A fracgdo de gelo pode atingir
um méximo de 60% antes da suspensdo se tornar demasiado viscosa e perder a sua
capacidade de ser bombeado.

A temperatura do gelo liquido é mais baixa do que a do gelo convencional
produzido com 4gua doce e estd dependente de dois factores: a forga ionica da
salmoura ou a salinidade da 4gua do mar e a percentagem da fracglio de gelo na
mistura binaria. O impacte destes dois factores na temperatura de producfo estd
representada na figura 3. Por exemplo, se a percentagem de sal na saimoura for de 3%
¢ a mistura bindria for constituida por cerca de 40% de cristais de gelo, a temperatura
resultante serd de — 2,9 °C. A medida que a fracglo de gelo aumenta a temperatura
diminui, devido ao aumento da concentragio de sal na salmoura restante,

Para além da vantagem pritica de poder ser bombeado, o gelo Hquido
apresenta beneficios potenciais a dois niveis. Em primeiro lugar, os pequenos cristais e
a natureza liquida do gelo permitem que este envolva completamente o peixe numa
camada consistente, provocando assim o seu répido arrefecimento. Em segundo lugar,
o facto das temperaturas atingidas serem mais baixas do que as do gelo normal (Fig.
4), resulta numa temperatura de armazenagem mais baixa o que reduz as taxas de
deterioragio bacteriana e enzimatica, mantendo o pescado com melhor qualidade
durante mais tempo. Na Tabela 2 estdio sumariados alguns dos principais aspectos que
diferenciam o gelo liquido do gelo normal em escama.

No 4mbito do desenvolvimento de novas tecnologias de conservagdo do
pescado realizaram-se dois trabalhos no Laboratério de Bioquimica do DITVPP em
que se estudou a utilizaglio deste novo tipo de gelo (Huidobro ef al., 2001a; Huidobro
et al., 2002).

A colheita dos produtos de aquacultura, ao contririo dos animais terrestres,
pode ser efectuada mediante abate nas zonas de produgiio, o que permite jogar com o

compromisso entre o bem estar animal e a qualidade final dos produtos. Este aspecto
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determinante tem levado os piscicultores a interessarem-se pelas condigBes de abate
que proporcionem melhor qualidade as suas produgbes e que menos controvérsia
levantem aos defensores dos direitos dos animajs. Neste sentido tém sido
desenvolvidos vérios trabalhos que relacionam o método de abate com a qualidade do
pescado (Kuhlmann et al., 2000; Huidobro et al., 2001b), contudo de enire os

trabalhos realizados apenas um aborda a utilizagdo de gelo liquido (STS, 1998).

Aplicacdo de gelo liquido

Tendo em conta que a dourada ¢ uma das principais espécies produzidas em
Portugal, foi estudado o efeito do abate com gelo liquido na qualidade do produto final
em comparagdo com a forma tradicional de abate, com gelo em escama e dgua. Os
resultados obtidos mostraram que o tempo necessdrio para imobilizar completamente
o pescado foi significativamente reduzido (40 min para 20 min). O teor em 4gua da
dourada foi também influenciado pelo abate com gelo liquido, tendo-se registado mais
2% de humidade do que na dourada abatida com uma mistura de gelo e agua.

Como consequéncia do mais répido arrefecimento e da mais baixa temperatura
atingida do pescado abatido com gelo liquido, registaram-se ligeiros beneficios na
qualidade fisico-quimica. Contudo, verificou-ge a presenga de sangue aderente a pele,
como resultado da sua maior difusdo no meio liquido (o gelo em escama absorve este
sangue) e ainda o aparecimento de uma névoa leitosa nos olhos da dourada abatida
com gelo liguido (Fig. 5). Tendo em conta a importdncia que este parimetro apresenta
para o mercado nos primeiros dias de armazenagem, esta forma de abate diminui o
valor comercial da dourada. Outros autores (Prout e Boulter, 1998) registaram efeito
idéntico em bacalhau que, todavia, consideraram como reversivel e justificaram-no
como decorrente de uma congelagio parcial. Trabalhos futuros deverio ser conduzidos
de forma a estudar esta questiio.

Foi ainda efectuado um estudo comparativo da refrigeragio a bordo de gamba
(Parapenaeus longirostris) com gelo liquido ¢ com gelo normal em escama. A
qualidade foi avaliada através de pardmetros fisicos, quimicos, microbiol6gicos e

sensoriais, apos 1 e 4 dias de armazenagem.
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A aplicagio de gelo liquido imediatamente apos a captura da gamba reduziu
mais rapidamente a temperatura, diminuiu a formagio de compostos azotados e
retardou o aumento de pH ¢ o desenvolvimento de microrganismos, durante a
armazenagem em refrigerado. Por outro lado, na textura (forca maxima a rupiura,
dureza e elasticidade) registaram-se apenas ligeiras alteragdes. No entanto, verificou-
se¢ 0 desaparecimento das cores brilhantes caracteristicas e o aparecimento de
tonalidades mais bagas na carapaga da gamba arrefecida com gelo liquido, o que
deprecia o valor comercial dos produtos. Contudo, a aplicagio de gelo liquido revelou-
s¢ vantajosa em relagdo & aplicagio de gelo em escama e parece ser particularmente

indicada no processamento de matéria prima que vai posteriormente ser descascada.
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Figura 1 - Evolugio do cheiro tipico e do cheiro amoniacal durante a
conservagdo de filetes de peixe-espada-preto crus embalados em
atmosfera modificada e em ar a 2 °C.
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Figura 2 - Evolugio das contagens de microrganismos totais ¢ dos teores de azoto

basico volatil total (ABVT) durante a conservacdo de filetes de

peixe-espada-preto crus embalados em atmosfera modificada e em ar a
2°C.
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Tabela 1 - Alteracbes de gamba apds 5 dias de conservagdo em gelo e em

atmosfera controlada a 1-2 °C.

pH IMP Hx ABVT Qualidade

(umol/g) ~ (umolig) (mgN/100g) ~ Sensorial

Gamba inicial 7,18 10 1 24 Aceitavel
Conservagido em gelo 7,72 6 1 52 Inaceitavel
13-20%C0,/ 17-14%0, 7,58 8 1 52 Aceitdvel
24-32%C0, / 12-09%0, 7,55 8 1 34 Aceitavel
17-37%C0, / 17-12%0, 7,19 9 ] 26 Aceitavel

Figura 3 - Variagdo da temperatura do gelo liguido em fungio da concentragiio de
cristais de gelo em suspensfio ¢ da concentragio de sal na saimoura.
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Figura 4 - Evolugdo da temperatura de gamba (Parapenaeus longirostris) ao longo
da armazenagem em gelo liquido e em gelo em escama.

Tabela 2 — Comparagdo das vantagens do gelo liquido face ao gelo em escama.

Gelo em Escama

Gelo Liquido

As escamas podem danificar o pescado
O arrefecimento € lento
A temperatura do pescado nfo é uniforme

O pescado ¢ desidratado

Provoca perdas de peso e de sabor

O pescado mostra sinais de flacidez e de

brandura

Em certas espécies requer o apoio de
conservantes

Baixa transferéncia térmica (190 W
m?/°C)

A fusdo é muito lenta ao contacto inicial

A fusdo é rapida apds 24 h

Envolve e protege o pescado
O arrefecimento é imediato e uniforme
Todo o pescado ¢ mantido & mesma temperatura

Mantém a hidratagio e os sais naturais do
pescado
Mantém o peso e o sabor dos produtos

Mantém a dureza e a solidez do pescado fresco
Nao requer conservantes nem outros produtos

Elevada transferéncia térmica (7.000-9.000 W
m*/°C)
A fusdo € imediata ao contacto inicial

Apos arrefecimento do pescado a fusio & muito
lenta
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Figura 5 - Aspecto dos olhos de dourada
24 h apés o abate com gelo
liquido e com gelo em escama.
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BACALHAU: QUALIDADE E INOVACAO TECNOLOGICA

Pedro, $*.; Rodrigues, M. J.; Nunes, M. L.; Albuquergue, M. M.; Batista, I.
Instituto de Investigagio das Pescas e do Mar; DITVPP;
Avenida de Brasilia, 1449-006 Lisboa; *e-mail: spedro@ipimar.pt

1. ASPECTOS GENERICOS

O peixe salgado seco, e em particular o bacalhau, é um dos alimentos mais
apreciados pelos portugueses, caracterizado por um sabor e textura particulares e por
um longo periodo de conservagiio. No entanto, embora o consumo de bacalhau
salgado seco tenha uma longa tradigio, a necessidade de uma preparagdo (demolha)
prévia durante 1 a 2 dias torna-o pouco adequado ao estilo de vida moderno. Assim,
t€m surgido no mercado produtos prontos a cozinhar ou utilizar, 4 base de bacalhau
demolhado. Contudo, estes produtos sio frequentemente bastante diferentes dos
caseiros, apresentando alguns problemas de qualidade, provavelmente relacionados

com o método de demotha e consequentes condigdes de armazenagem.

2. VALOR NUTRICIONAL

O bacalhau fresco ¢ uma espécie magra com teores médios de gordura
inferiores 2 1% e um valor proteico entre 18 ¢ 19%, enquanto que as percentagens de
agua e substincias minerais se situam, respectivamente, ao redor de 80 e 1,4%
(Ferreira e Graga, 1963). No processo de salga ¢ seca tem lugar uma absorgfio de sal e
uma consideravel perda de dgua, originando um produto salgado com um teor proteico
relativamente elevado. As caracteristicas quimicas ¢ sensoriais do produto final sdo
condicionadas ndo s6 pelos processos de salga e seca, mas também pelo tipo de sal e
qualidade intrinseca da matéria prima.

A composigio quimica média deste tipo de produto apresenta-se no Quadro 1
(Ferreira e Graga, 1963). Os teores em humidade e cloretos sio, destes pardmetros, os
que determinam a comercializagio do bacalhau salgado seco, variando entre 41,00~

46,30% e 17,00-20,05 (gNaCl/100g) na década de 50, tal como apresentado por
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Ferreira (1933) e entre 40,20-50,30% e 17,00-20,05 {gNaCl/100g) na década de 90

(resultados néo publicados).

Quadro 1 - Principais constituintes (g/100 g de parte edivel) e valor energético

(keal/100 g).
Origem Agua  Proteina Gordura Cloretos Cinza total Valor
em NaCl energético
Islandia 41,2 39,7 0,5 16,30 18,52 164
Nacional 42,6 34,7 0,5 17,42 19,65 143
Noruega 41,0 37,6 0,6 18,70 20,29 155
Terra Nova | 40,0 43,1 0,7 14,43 16,60 179

Ainda de acordo com Ferreira e Graga (1963), os niveis de célcio, fosforo,
ferro e cobre em bacalhau nacional salgado seco sdo, respectivamente, 73, 225, 20 ¢
0,1 mg/100g. Os teores de vitaminas B; e B; s#o 160 e 42 g/100g ehquanto que o da
PP se situa em cerca de 1,2 mg/100g.

3. PARAMETROS QUIMICOS

O bacalhau utilizado na salga/seca deve apresentar bom grau de frescura, com
niveis de ABVT inferiores a 25 mgN/100g (Decisdo 95/149/CE, 1995) e cumprir os
limites quanto aos teores em metais pesados, podendo apresentar um teor méximo de
merciirio de 0,5 mg/kg de peixe (0,5 ppm), de cadmio entre 0,05 e 0,1 ppm ¢ de
chumbo entre 0,2 e 0,4 ppm (Regulamento (CE) n° 466/2001, 2001). No que respeita
ao bacalhau salgado, verde ou seco, deve apresentar um teor em sal compreendido
entre 16 e 20% (expresso em cloreto de sédio). O teor de humidade no bacalhau
salgado verde deve estar compreendido entre 51 e 58%, enguanto no bacathau salgado
seco os teores de humidade devem ser iguais ou inferiores a 46% (para peixe a granel)

& iguais ou inferiores a 47% (para peixe pré-embalado) (IPCP, 1991; 1PQ, 1990).
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4. ESPECIES UTILIZADAS

Considera-se bacalhau salgado seco o produto preparado exclusivamente a
partir da espécie Gadus morhua L. e das sub-espécies Gadus morhua morhua ogac e
Gadus morhua macrocephalus. Os produtos apresentados demolhados, desfiados ou a
posta devem indicar a espécie utilizada, podendo a sua autenticidade ser verificada por
comparagdo dos perfis de distribuigio das proteinas obtidos por electroforese,
Consideram-se espécies afins salgadas secas os produtos preparados exclusivamente a
partir de uma das seguintes espécies: Phycis  blennoides {abrétea-do-alio),
Melanogrammus aeglefinus (alecrim), Pollachius virens (escamudo), Molva molva

(lingue), Pollachius pollachius (paloco) ou Brosme brosme (zarbo).

5. CLASSIFICACAO

A classificacfio do bacalhau salgado seco é feita quanto a qualidade (presenca
de defeitos) e ao peso unitdrio (tipo comercial). No que respeita a qualidade, o
bacalhau pode ser classificado em primeira ou em segunda categoria. Em relagiio ao
tipo comercial, o bacalhau pode ser subdividido em sete classes: especial, gratido,
crescido, corrente, mitdo, sortido grande e sortido pequeno. Os defeitos classificam-se
em: defeitos de preparagio, conservagiio e apresentacio. Consideram-se defeitos de
preparagdo, a escala incompleta ou defeituosa, a presenca de fendas ou manchas de
figado, o “queimado™ ou “melado” ¢ a deficiéneia de salga. Como defeitos de
conservagdo engloba-se o “vermetho”, o “empoado”, um cheiro nitidamente
desagradavel, coloragies anormais e o “ressoado”. Finalmente, os defeitos de

apresentagdo dizem respeito 4 presenga de corpos estranhos ou de parasitas.

6. PARASITAS

O bacalhau pode ser hospedeiro de varias espécies de parasitas que podem
causar doenca no Homem, sendo as mais frequentes o Anisakis simplex,
Contracaecum osculatum, Hysterothylacium auctum e Pseudoterranova decipiens. A
sua distribuiciio varia com o local de captura, dependendo da espécie e respectivo
ciclo de vida (Myjak ez al., 1994). Em Portugal, num estudo recente {Ramos, 1998)

sobre a presenca de parasitas em bacalhauy salgado seco, refere-se que apenas 12
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exemplares dos 88 analisados se encontravam ndo parasitados, sendo a serosa
peritoneal o focal preferencial de localizagio dos parasitas.

No que respeita a4 sobrevivéncia dos parasitas, verificou-se que larvas de
nematodes sobrevivem 28 dias em salmoura com teores de sal de 21% (FDA, 1998).
No entanto, a utilizagdo de matéria-prima congelada a uma temperatura de -20°C
durante 24 horas leva a inactivagiio dos nemétodes (Huss, 1994). Nesta medida, o
bacalhau salgado seco nfio deve representar risco de infestagio para o consumidor pois
que, frequentemente, ¢ produzido a partir de bacalhau congelado, além de sofrer uma
salga prolongada e um processo de desidratagfio que criam condigBes adversas para a
sobrevivéncia dos parasitas. Acresce ainda referir que o bacalhau ¢ consumido,
habitualmente, ap6és um tratamento térmico, sabendo-se, por outro lado, que o
aquecimento durante 1 minuto a 55°C leva & inactivacio de todos os nematodes (Huss,
1994). No entanto, a presenca de parasitas mortos no bacalhau tem sido associada a
diversas manifestagtes alérgicas no Homem (Fernindez de Corres ef al., 1996). As
principais manifestagdes clinicas incluem: sintomas digestivos, broncoespasmo,
hipotensdio/sincope, anafilaxia generalizada e sintomas cutdneos € reumaticos

(Berasategui, com. pess.).

7. MECRORGANISMOS

O pescado salgado pode ser portador de elevado nimero de microrganismos
degradativos haldfilos, que apresentam um crescimento Optimo na presenga de NaCl
ou outros electrdlitos, De entre estes microrganismos destacam-se as bactérias agentes
do “vermelho”, que causam o avermelhamento do produto, ¢ os bolores agentes do
“empoado”, que levam ao aparecimento de pequenos pontos castanho-escuros. Estas
alteraces contribuem para a desvalorizagiio comercial do produto, devendo os seus
teores ser < 10°g (Ribeiro, 1974). Ainda segundo este autor, tanto o teor em
microrganismos mesofilos como em bolores e leveduras deve ser < 10°/g de produto.

£ prética corrente detectar e/ou quantificar um grupo de bactérias, cujo habitat
¢ o Intestino ¢ que ai existem em considerdvel ntimero, como indicadoras da exposi¢io

a condigdes provaveis de contaminagiio fecal e, consequentemente, da possivel
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presenga de microrganismos patogénicos. Os organismos normalmente utilizados no
pescado como indicadores sfo os coliformes fecais, a Escherichia coli, 0s enterococos
¢ os esporos de clostridios sulfito redutores. Devido A elevada sobrevivéncia dos
esporos de clostridios sulfito redutores, este parimetro serd o mais interessante para
determinar em pescado salgado, sendo o respectivo limite de 10%/g (Ribeiro, 1974). Os
microrganismos patogénicos e/ou toxinogénicos que poderdo sobreviver neste tipo de
produtos sfo, fundamentalmente, os que possuem caracteristicas de halotolerancia.
Segundo as normas bacterioldgicas de peixe salgado apresentadas por Ribeiro em
1974, a Salmonella deve estar ausente em 25g ¢ os estafilococos coagulase positiva
devem estar ausentes em 2 g de produto. Em estudos realizados com bacalhau salgado
seco verificou-se a ocorréncia de Staphylococcus aureus em 24% das amostras
analisadas e a auséncia de Listeria monocytogenes, Salmonella sp. e Vibrio
parahaemolyticus em todas as amostras. Os teores aproximados de S, aureus variaram
entre 10 ¢ 100 microrganismos/g (Monraia, 1997). A presenca de S. aureus é devida,
principalmente, a contaminagio pelos operadores dado que se eficontra nas vias
respiratérias superiores, na pele, nos cabelos e unhas do Homem. Em condigies
favordveis produz nos produtos alimentares um certo ntmero de enterotoxinas, as
quais podem provocar infoxicagdes nos consumidores. Estas toxinas sdo, em geral,
muito resistentes a enzimas proteoliticas e ao calor (100 °C, 1 hora). Os sintomas
habituais, que podem aparecer entre 2 a 4 horas apés o consumo de produtos
contaminados, incluem nduseas, vomitos e, por vezes, diarreia.

De um modo geral, pode considerar-se que o bacalhau salgado seco € um
produto que néo representa risco para a satide. No entanto, os nicrorganismos nele
presentes, cujo desenvolvimento se encontra inibido devido & baixa actividade da dgua
¢ ao elevado teor em sal, encontram condigdes potencialmente propicias ao seu
desenvolvimento quando este produto ¢ submetido a demolha. Para evitar a provavel
proliferagio de microrganismos durante este processo é recomenddvel que esta seja
realizada em ambiente refrigerado e com boas condigfes higiénicas, Na auséncia de
padrbes bacteriolégicos para bacalhau demothado, poder-se-do considerar os limites

internacionais para pescado cru, a seguir enunciados: microrganismos meséfilos totais
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< 5x10°g, E. coli < 10/g, Salmonella ausente em 25 g Vibrio parahaemolyticus <

10°/g e Staphylococcus aureus < 10°/g (ICMSF, 1986).

8. INOVYACAO TECNOLOGICA

Ultimamente, tém-se registado no sector da producio de bacalhau salgado
seco vdrias tentativas de inovaglio tecnoldgica ao nivel da salga e da demolha,
fundamentalmente, para a obtengdo de produtos mais saudiveis e prontos a cozinhar,
Paralelamente, os efluentes deste sector apresentam a particularidade de possuirem
elevados teores em sal o que dificulta a degradagiio da matéria orgénica presente. O
problema do tratamento dos efluentes ganha maior acuidade ao ter-se em consideragio
as crescentes exigéneias da legislagio ambiental,

Tem-se registado, recentemente, uma tendéncia para a substitui¢io parcial do
cloreto de sodio por outros sais, devido s preocupacBes crescentes dos efeitos
negativos do sodio na salide, que tem sido associado & hipertensdo. Neste sentido, tem-
se utilizado misturas de NaC//KCl em produtos curados, dando origem 2 uma reducio
de 30% no teor final de sodio no produto (Pilkington e Allen, 1994). Todavia, o uso de
misturas de sais pode ter implicagBes nas caracteristicas organolépticas do produto ¢
ainda no rendimento do processo. Paralelamente, tém sido ensaiadas virias técnicas de
salga rapida, entre as quais se destaca a aplicagfio de vicuo {Campos et al., 1993).

A demoiha tradicional do bacalhau ¢ uma operagio relativamente empirica
realizada antes da preparagfo culindria, demorando um a dois dias. Como alternativa,
tem sido testada a utilizagio de vacuo (Akse ef al., 2000; Rodriguez-Barona et al.,
2000} no sentido de acelerar o processo, melhorar o rendimento e contribuir para uma
menor carga microbiana. Por outro lado, tem-se procurado utilizar bacalhau salgado
verde como matéria prima para a demotha no sentido de diminuir os custos e encurtar
o processo de fabrico. No entanto, os produtos obtidos a partir desta matéria prima
podem apresentar maior carga microbiana, assim como caracteristicas organolépticas
diferenies das esperadas neste tipo de produto, nomeadamente textura e sabor.

O bacalhau demolhado, ao contrério do bacalhau salgado seco, é um produto

que se deteriora facibmente, tornando-se necessério recorrer a diferentes métodos de
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conservagdo de forma a prolongar a sua estabilidade e a garantir a seguranca do
produto. Neste contexto, tem-se recorrido a aplicago de vérios aditivos tais como
sorbatos e polifosfatos, imediatamente apos a demolha, com o objectivo de inibir o
desenvolvimento microbiano ¢ melhorar as caracteristicas organolépticas. Outra forma
de obviar a rapida deterioragio do bacalhau demolhado consiste na utilizagio de
tratamentos térmicos convencionais ou de radiagio por microondas {Fernandez-
Segovia et al., 2000) que levam a uma diminuigdo da carga microbiana. O facto da
maioria dos microrganismos necessitarem de oxigénio para o seu desenvolvimento
tem levado 4 utilizagdo de diferentes tipos de embalagem que modificam o ar que
envolve o produto. Assim, utilizam-se embalagens a vécuo ou com atmosferas
modificadas, em que nestas wltimas o ar ¢ substituido por misturas gasosas ricas em
didxido de carbono ¢ deficientes em oxigénio. No entanto, as estratégias de
conservagdo referidas ndo sdo, por si s, suficientes para garantir a estabilidade e
seguranga do produto, devendo associar-se o abaixamento da temperatura de
armazenagem para niveis de refrigeragio. Porém, o recurso a temperaturas de
congelagio permite assegurar a salubridade e conservagio do produto por longos
periodos.

Finalmente, é de salientar que ¢ possivel combinar a utilizagio de mais de dois
metodos de conservagdo, constituindo assim barreiras adicionais ao desenvolvimento

microbiano.

9. CONSIDERACOES FINAIS

A qualidade alimentar do bacalhay salgado seco advém, fundamentalmente,
do seu elevado teor proteico e depende dos teores de humidade e sal que asseguram a
inibicdo do desenvolvimento da maioria dos microrganismos. A implementacio de
boas praticas de fabrico, incluindo regras de higiene, ¢ determinante para a qualidade
final deste produto e dos produtos demolhados. Para a sua avaliagio é imprescindivel
a realizagio de controlos microbiolégicos, cuja utilizagio apresenta grandes
limitag@es, devido nfio s6 & morosidade na obtengdo de resultados como também &
restricio da actuagdo apenas ao nivel do produto final. Assim, torna-se importante a

adopgfio de uma filosofia preventiva (como o sistema HACCP), permitindo a
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implementagio de medidas adequadas A minimizagdo dos riscos, apdés andlise dos
perigos para cada ponto de controlo critico do processo produtivo.

Por outro lado, a facilidade de preparagdo dos alimentos comega a ganhar mais
importdncia, dadas as novas necessidades dos consumidores, cada vez com menor
disponibilidade de tempo para preparar e confeccionar alimentos. Nesta medida, a
apresentagio de produtos j& desfiados e/ou demolhados, prontos a cozinhar ou utilizar,
poderd dar resposta a estas necessidades. No entanto, estes produtos s6 terio sucesso
se ganharem a confianga dos consumidores a0 apresentarem uma boa refagio

qualidade/preco e um periodo de conservagio razodvel.
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RESUMO

Os produtos da pesca e aquicultura compreendem um elevado mimero de
espécies que sdo objecto de distintas utilizagdes, de acordo com a sua major ou menor
abundéncia e habitos de consumo. Embora a comercializagio de pescado inteiro
fresco/refrigerado seja ainda uma pratica corrente, verifica-se uma tendéncia crescente
para a procura de produtos pré-preparados ou mesmo prontos a cozinhar. Neste
sentido, uma maior intervengdio do sector produtivo nas 4reas da conservagio e
processamento vai, necessariamente, gerar quantidades significativas de desperdicios
cuja eliminagdo constitui um problema adicional para o industrial, frequentemente de
dificil solugio. Paralelamente, é também conhecido que os produtos da pesca e
aquicultura sdo mais pereciveis que outros produtos alimentares o que concorre para
aumentar o volume de desperdicios.

Para além deste problema, ¢ de salientar que as indéstrias de processamento de
pescado s80 muito exigentes em termos de consumos de agua, de que resultam
quantidades considerdveis de efluentes com elevadas cargas de material orgnico.
Nesta medida, os sectores de transformagfio dos produtos da pesca e aquicultura ndo
podem continuar a ser geridos apenas em moldes tradicionais, sendo absolutamente
indispensavel o seu enquadramento numa politica de gestdo do consumo de 4gua e
redugdo do seu impacte ambiental.

Assim, € objectivo deste trabalho dar a conhecer ndo s6 alternativas para a

valorizagio de desperdicios de pescado, mas também a aplicagdo de tecnologias
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limpas nas empresas de processamento de pescado como forma de diminuir o

consumo de agua e reduzir o volume de efluentes.

INTRODUCAO

Os produtos da pesca ¢ aquicultura compreendem um elevado ndmero de
espécies que sdo objecto de distintas utilizagBes de acordo com a maior ou menor
abundiéncia, exigéneias dos mercados ¢ hébitos de consumo. De acordo com a FAO
(2000), a produgdo a nivel mundial registou, entre 1961 e 1998, um crescimento
médio das capturas de 3,6 %/ano, tendo estabilizado ao redor de 120 milhdes de
toneladas/ano ¢, por seu lado, o consumo anual aparente per capita variou no mesmo
perfodo entre 9 e 16 kg. A percentagem de pescado destinada a utilizagGes néio
alimentares tem-se situado, nos 0ltimos anos, em cerca de 20 milh6es de toneladas € o
restante ¢ comercializado inteiro em fresco (cerca de 38% do pescado desembarcado)
ou sujeito a processamento industrial em que os produtos finais sdo variados,
destacando-se, entre outros, os congelados, enlatados, salgados, secos, marinados e
fumados.

Das cerca de 60 mithdes de toneladas encaminhadas para produgdes
industriais resultam desperdicios cujo total esta estimado pela FAO (2000) em 20
mithdes de toneladas. O facto das unidades de processamento se enconirarem
normalmente dispersas, embora perto dos principais locais de descarga da matéria
prima ¢ terem escalas varidveis de produgio, por vezes com fabricos sazonais, leva a
que o seu aproveitamento industrial nem sempre seja possivel. A maior parte das
operaghes ¢ cfectuada em terra, todavia algumas empresas preferem o fabrico a bordo
no sentido de evitarem reprocessamentos posteriores. Algumas operagles estdo
mecanizadas, contudo algumas sio ainda manuais. De entre as principais espécies
processadas destacam-se o bacalhau, atuns, pescadas e pequenos pelagicos.

Os processos tecnoldgicos mais frequentes no Ambito da indastria de
processamento de pescado — descongelagiio, descabegamento, evisceragdo, corte em
postas, filetagem - sdo muito exigentes em termos de consumos de agua de que resulta

a produgdo de quantidades considerdveis de efluentes, Estes contém elevados niveis de
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matéria orgénica, em regra mais elevados no caso de espécies gordas, devido a
presenca de proteinas, gordura e solidos em suspensio.

Tal facto apresenta ndo s6 custos econdmicos, mas sobretudo ambientais pelo
que € indispensdvel que, mais do que uma atitude reactiva, seja adoptada uma postura
pré-activa que tenha em conta estes condicionalismos e adopte modelos mais
ajustados 4 sua actividade industrial através da procura de solugBes, quer para
aproveitamento de desperdicios quer em termos de redugdio dos consumos de dgua e

do impacte ambiental,

APROVEITAMENTO DE DESPERDICIOS DE PESCADO

Os produtos da pesca deterioram-se mais rapidamente do que outros alimentos
em virtude do seu habitat natural, das condigdes de manuscamento ¢ conservagio e
ainda das caracteristicas bioquimicas intrinsecas, pelo que as rejeigdes ao longo do
circuito, que vai desde a captura até ao processamento, podem ser elevadas. Por outro
lado, do fabrico dos wvarios produtos fazem parte operagdes, nomeadamente
evisceragdo, descabegamento, corte em postas e filetagem de que resultam
desperdicios que podem atingir 60 %, como se ilustra na figura 1, para a filetagem de
espécies magras. Na filetagem de peixe gordo, o volume de desperdicios estima-se em
40-50% e na produgfio de conservas oscila entre 30-40 %, Estes sio constituidos
essencialmente, por peixe rejeitado, cabegas, visceras, espinhas e pele nos quais os
compostos azotados e os lipidos sdo os principais constituintes bioquimicos.
Tradicionalmente, este material era encaminhado para a produgdo de farinhas e éleos
de peixe, todavia, em muitos paises, o nimero destas unidades tem vindo a diminuir,
pelo que este tipo de desperdicios é frequentemente encaminhado para lixeiras ou
aterros.

Os resultados obtidos no Departamento de Inovagiio Tecnologica e
Valorizagio dos Produtos da Pesca (DITVPP), do IPIMAR, no 4mbito de projectos
sobre valorizagdio de produtos da pesca e de desperdicios das unidades de
processamento, sugerem que a recuperagfo de proteinas e lipidos através da produgdio

de hidrolisados proteicos e de concentrados lipidicos, respectivamente, bem como a
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extracgdo de colagénio e enzimas que apresentam, em regra, um elevado valor

comercial, sfo altemativas possiveis para o aproveitamento destes desperdicios,

1000 kg
(peixe fresco ou congelado)

Agua:
5-11 m*
Efiuentes: 5-11 m*
— CBOs: 3500mgOy|
Energia: FILETAGEM CQO: 5000 mgO

Gelo: 10-12 kW h
Congelagéo: 50-70 kW.h
Filetagem: 5 kW.h

DE PEIXE

Aditivos;

=30 kg Residuos Sélidos:
Fe 40-50 kg Pele
Filetes 210-250 kg Cabecas e visceras
Congelados: 240-340 kg Espinhas

400-500 kg

Figura 1. Valores médios usuais de consumos de agua e de energia, produgio de
desperdicios e caracteristicas quimicas dos efluentes em unidades de
filetagem de peixe magro (Adaptado de UNEP ¢ DEPA, 2000).

Hidrolisados proteicos

Os hidrolisados proteicos resultam da hidrélise das proteinas por via quimica
ou enzimatica. As suas propriedades sdo distintas das proteinas uma vez que os
péptidos ¢ aminoacidos apresentam grande solubilidade na agua, nio sendo termo-
coagulaveis. Estes compostos apresentam actividade biologica (Fouchereau-Peron et
al., 1999; Rousseau et al., 2001, Ravallec-Pié ef ol 2001; Bordenave ef al,, 2002) e
propriedades nutricionais distintas das proteinas dado que sio mais facilmente
absorvidos e/ou metabolizados pelos animais.

Estes produtos podem ser usados como suplemento na alimentagiio animal,
sobretudo de peixes na fase juvenil, pelo facto de se tratar de material muito digerido ¢
incluir moléculas susceptiveis de actuar como factores de crescimento uma vez que
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podem aumentar a secregfio de enzimas ao nivel do tracto digestivo. Por outro lado,
podem aumentar a produgio de macréfagos e ainda funcionar como
imunoestimulantes, sobretudo nos primeiros estidios de desenvolvimento destes
animais, aliura em que o seu sistema imunol6gico est4 pouco desenvolvido,

Uma outra utilizagio possivel é como fonte de azoto em meios de cultura
bacterianos, em particular para pesquisa e identificacdo de Vibrio e Lactobacilos
(Batista e Nunes, 1997; Pedro et al., 2000).

Colagénio

Esta proteina, uma glico-proteina do tecido conjuntivo, encontra-se nio sé no
misculo dos peixes Osseos (2 a 5%) e cartilagineos (cerca de 11%), mas sobretudo na
pele onde pode atingir valores superiores a 30%. Embora presente em pequenas
percentagens, o colagénio tem caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas que o
tornam especialmente indicado para algumas aplicagdes, em particular na indGstria

alimentar, sob a forma de gelatina.

Proteases

Nos organismos marinhos encontram-se enzimas com caracteristicas muito
distintas das provenientes de animais terrestres on de microrganismos, em virtude da
grande diversidade de espécies adaptadas a habitats muito distintos. De entre estas,
destacam-se as proteases (Batista' e Pires, 2002) pelas aplicagbes especificas que
podem ter na industria alimentar.

Apesar da utilizagio destas enzimas ser ainda limitada, & possivel realgar
algumas aplicagGes na inddstria do pescado. Assim, tém sido usadas para eliminar o
tecido conjuntivo do saco das ovas para a produgdo de caviar e sucedineos,
despelagem de lula, peixe inteiro ou filetes, eliminagio de escamas em filetes com

pele e também na produgio de molhos de peixe.

Concentrados de dcidos gordos
Os lipidos do pescado sio constituidos, maioritariamente, por acidos gordos

polinsaturados de elevado peso molecular, alguns dos quais do tipo ®3 cuja
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importéncia na nutricdo humana e na prevengdo de doencas cardiovasculares foi
reconbecida hd ji algum tempo. Tal facto tem levado A recomendagio da
suplementagio da dieta alimentar com estes compostos, nomeadamente sob a forma de
concentrados de ®3 0s quais podem ser obtidos a partir de 6leos de peixe por via
quimica ou enzimatica (Bandarra ef al., 2000). A experiéncia adquirida sugere que
esta Gltima via podera ser mais interessante.

No mercado existem ji4 vérios produtos sob a forma de céapsulas,
especialmente de dleos de salmio ¢ de figado de bacaihau e alabote pelo que a
produgdo de encapsulados com éleos de outras espécies, desde que ricos em ®3,

parece promissora.

APLICACAO DE TECNOLOGIAS LIMPAS NO SECTOR DA PESCA

As questOes associadas ao uso dos recursos hidricos suscitam preocupagdes
crescentes uma vez que a gua propria para consumo € um bem cada vez mais escasso.
Assim, os elevados consumos de agua por parte da industria, nomeadamente do sector
da pesca, t€m que ser encarados de uma forma critica no que respeita 4 avaliagio das
necessidades e & formulagdo de uma utilizagdo mais racional, tanto mais que é
expectavel que o seu custo para as unidades industriais venha a sofrer aumentos
significativos. A maior parte desta dgua ¢é eliminada como efluente, contendo elevadas
cargas de material orgénico que, cada vez mais constituem um factor a ter em conta na
competitividade ¢ sustentabilidade das empresas. Por outro lado, estd prevista
legislagéo europeia que estabelecerd procedimentos e limites estritos no que respeita,
em particular, ao tratamento de efluentes, recotha de desperdicios s6lidos ¢ emissoes
gasosas,

Uma abordagem inovadora, leva necessariamente, & aplicagiio de tecnologias
limpas ¢ ao desenvolvimento e implementagdo de Sistemas de Gestio Ambiental
(8GA) que exigem a redugio e racionalizagio dos consumos de dgua, a procura de
solugbes mais eficazes, quer no encaminhamento de residuos sélidos tipo urbano,
incluindo os desperdicios de peixe, quer no tratamento de efluentes. Nestas indistrias,
as quantidades de residuos sélidos, designados como perigosos, essencialmente 6leos

minerais, lubrificantes e fluidos refrigerantes, sdo reduzidas.
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O conceito de tecnologias limpas, concepgio que pode ser definida como “...
aplicacdo continua a processos, produtos e servigos, de uma estratégia ambiental
integrada e preventiva no sentido de aumentar a eficiéncia global e diminuir os riscos
para o Homem e para o ambiente...”, baseia-se numa filosofia pro-activa enquanto
que o controlo ambiental tradicional se apoia numa avaliagio reactiva apds os
acontecimentos (Proenga ef al., 2001).

Na implementagio de tecnologias limpas estio compreendidos aspectos que
podem ir desde a gestdio de materiais, eliminagiio de residuos, redugiio de desperdicios,
efluentes ¢ emissdes gasosas até ao melhoramento de priticas de fabrico ou mesmo
langamento de novos produtos, muito embora a eliminagdo de residuos sélidos, a
redugfio dos consumos de dgua ¢ a minimizagdo do volume e carga orgénica dos
cfluentes sejam os aspectos fundamentais. Todavia, a aplicagio deste tipo de
tecnologia nédo evita, obviamente, o tratamento posterior das descargas, havendo que
recorrer, de acordo com o tipo, carga ¢ volume a correcgdo do pH, separagiio de
sdlidos, tratamento biolégico aerdbio ou anaerobio, filtragio por membranas, etc.

A experiéncia adquirida no 4mbito do desenvolvimento de um projecto a nivel
europeu (Projecto ECOMAN), em que intervieram institutos de investigacio e
empresas da Finlindia (produtos fumados e marinados), Franga (produtos
congelados), Espanha (conservas de atum) e Portugal (conservas de sardinha),
mostrou, de forma inequivoca, que a aplicagdo de tecnologias limpas exige formacio
adequada de todo o pessoal da empresa, incluindo o que ndo estd directamente ligado
a producdo, procedimentos bem estruturados no que respeita a operagdes e
funcionamento de equipamentos, identificagio de todas as condutas de Agua e

canalizagdes de efluentes.

Residuos sélidos tipo urbano

Estes constituem, em volume, a principal corrente de residuos gerada pela
maior parte das empresas de processamento de produtos da pesca. Enire estes
salientam-se residuos de peixe e materiais de pléstico (peliculas, recipientes,
embalagens, etc.), cartdo e metal (por exemplo aluminio nas conserveiras), sal,

madeira, solidos e 6leo de peixe bem como de fossas assépticas. S30 normalmente
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recolhidos pelos Municipios, muito embora possa haver o envolvimento de terceiros
que fagam recolhas selectivas, sobretudo quando a reciclagem € possivel ou
interessante sob o ponto de vista econémico, caso de “paletes” de madeira, plastico ¢
cartdo. No contexto da aplicagéo de tecnologias limpas ¢ indispensavel a segregacio
por tipo de produto e a compactago a fim de facilitar a gestio posterior deste tipo de
residuos. Os residuos de matéria prima, quando ndo encaminhados para unidades de

farinagdo ou de ragdes, sfo também usualmente recothidos como residuo tipo urbano.

Consumos de dgua

A dgua ¢ usada na produglio de vapor, preparagio de salmoura, lavagem e
transporte de matérias primas, limpeza de equipamento ¢ das areas de trabalho e ainda
arrastamento de desperdicios solidos. As taxas de consumo de dgua variam em funcfo
da escala de produgdio, tipo de matéria prima e processamento, nivel de automatizagio
e maior ou menor facilidade de limpeza e higienizacio. Os resultados obtidos no
contexto do projecto atrds mencionado indicam que, em regra, as unidades cujo
fabrico se baseia no processamento de matéria prima congelada sfo mais exigentes em
relagio a gastos de dgua. Em geral, os consumos situam-se em cerca de 5-11 m*/ton de
matéria prima nas unidades de filetagem e de 10-15 m'/ton de matéria prima nas
unidades de produgio de conservas, como se ilustra nas figuras 1 e 2. Ha, no entanto,
outras que sd0 muito mais exigentes, entre as quais se destacam as unidades de
processamento de crusticeos e de moluscos bivalves, sobretudo as que produzem
produtos tipo miolo, em que 0s consumos podem atingir mais de 70 m*/ton de matéria
prima.

As estratégias a adoptar para reduzir os consumos de dgua envolvem novas
solugdes tecnologicas ou alteragdes e/ou aquisicdes de equipamento, sendo de
privilegiar, sempre que possivel, as primeiras. Para tal é indispensével dispor de um
diagrama de fluxo que identifique, detalhadamente, as virias operagbes do processo,
as entradas de matéria prima e restantes materiais e as saidas de produto final e dos
diversos tipos de efluente ¢ desperdicios, bem como as operagOes auxiliares (por
exemplo, preparagdo de salmoura, dgua clorada e produgio de vapor) e de limpeza

(didrias e semanais) de material, equipamento e instalagdes, sendo ainda indispensével
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que a cada operagdo esteja associado um balango de massas, como se ilustra na figura

3 para a operagdo de cozedura e arrefecimento de sardinha no ambito da produgio de
conservas (Proenga et al., 2001).

1000 kg
(peixe fresco ou congelado)

Emissbes;
Barulho 85-95 dRA,
Vapor e particulas
da caldeira

Agua: _
6-15 m°

Efluentes: 6-15 m®
Energia: FABRICO DE BOD: 52 kg
24 COD: 116 k
150-190 kW.h CONSERVAS Azoto: 3 kg °
DE PEIXE Fosfatos: 0.4 ka

Age.ntes Residuos Sétidos:
de limpeza - 210-250 kg Cabecas e visceras
~80 kg Conservas: 100-150 kg Espinhas

420-430 kg

Figura 2. Valores médios usuais de consumos de agua e de emergia, producio de
desperdicios e caracteristicas quimicas dos efluentes em unidades de

conservas de peixe (Adaptado de UNEP e DEPA, 2000).

O primeiro passo consiste na quantificacio detathada dos gastos de agua,
recorrendo, se necessario, a instalagdo de contadores e & analise regular dos consumos,
sobretudo nas operagBes mais exigentes e durante os periodos mais intensos de
laboragho. Na fase seguinte é indispensavel quantificar as exigéncias reais de cada
operagdo — processo, auxiliar ¢ de limpeza - e optimizar os consumos, tendo em conta
boas praticas de fabrico; paralelamente ha que introduzir metodologias organizativas

que permitam melhorar o desempenho e controlar e garantir o cumprimento das

67



decisdes. Por Gltimo, sdo definidos os objectivos, elaborados planos e tomadas
decisGes sobre as solugdes ¢ medidas a introduzir para reduzir os consumos. Dentro
destas, destaca-se o recurso a sistemas de transporte de desperdicios que evitem ou
minimizem o uso de agua, uso de pressdes elevadas em vez de grandes caudais nas
operagbes de limpeza, utilizagdo de ar comprimido como substituto da agua,
reutilizagfo da dgua pouco suja - por exemplo a usada na descongelagio de matéria
prima pode ser usada no encaminhamento de residuos ou nas fases iniciais dos ciclos
de lavagem das zonas sujas -, controlo e vigilancia dos consumos de dgua, sobretudo
nos equipamentos ¢ d4reas mais exigentes, utilizagio de valvulas que  parem
automaticamente o fluxo de dgua quando o equipamento nfio estd a operar, utilizagdo
de chuveiros para lavagem de matéria prima ao longo do processo, funcionamento de
sistemas de arrefecimento em circuito fechado, recolha ou segregacio de desperdicios

solidos antes da limpeza ¢, por iltimo, sensibilizagsio do pessoal.

Sardinha descabegada,
eviscerada, enlatada
(embalagem de aluminio)

1000 kg
Efluente liquido: 0,2-1 m®
Vapor Gs-séokg) | COZEDURAE ke
Energia (0,5-1,5 kW.h) ARREFECIMENTO Solidos: =150 kg

+

Sardinha apds cozedura ¢
arrefecimento
680-700 kg

Figura 3. Exemplo de um balango de massas para a operagdio de cozedura e

arrefecimento de sardinha.

As operagdes de limpeza nas unidade de filetagem/congelagio ¢ de conservas
consomem, em regra, 25-40 % do total de 4gua e mais de 50 % deste volume &

utilizado nas primeiras fases, sendo, assim, indispensavel ter planos de limpeza ¢
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desinfecgio bem estruturados, em que o equipamento, a concentragido dos detergentes
¢ a temperatura da dgua so criteriosamente seleccionados.

Os resultados obtidos permitem concluir que o enquadramento destas medidas
pode conduzir a redugdes de 1,2 - 4,4 m’ e de cerca de 7 m*/ton de matéria prima,
respectivamente nas unidades de filetagem de peixe magro e nas unidades de
conservas. Por seu lado, a sensibilizagio do pessoal pode contribuir para redugdes na
ordem de 10 %.

Volume e carga orgdnica dos efluentes

Os efluentes gasosos provenientes das unidades de processamento de pescado
sdo menores, destacando-se, em particular, os resultantes das caldeiras de vapor nas
unidades de produgio de conservas que exigem a colocaglio de filtros para segregar
particulas e compostos voldteis.

Os efluentes liquidos, por seu lado, sdo significativos em consequéncia dos
elevados volumes de 4gua utilizada nas unidades de processamento de pescado que, na
sua quase totalidade, € eliminada como efluente, pelo que a redugdo do consumo de
agua se reflecte na diminuigio das descargas. Os efluentes deste tipo de unidades
contém escamas, espinhas e pedagos de musculo, visceras, sangue, detergentes e
outros agentes de limpeza de que resultam elevados niveis de matéria orgénica,
nomeadamente 6leo ¢ gordura, proteinas e outros compostos azotados soldveis bem
como sélidos em suspensdio, podendo os teores de fosfatos ¢ nitratos ser também
apreciaveis.

Em regra, as operagBes que mais contribuem para os elevados caudais de
efluentes s30 0 manuseamento da matéria prima antes do processamento, sobretudo a
descongelagio e lavagem, bem como a lavagem do equipamento e das zonas de
produgiio. Por seu lado, a carga orginica ¢ influenciada nio s6 pelo tipo de
processamento e instalagio mas também pela espécie. Assim, por exemplo 0s
efluentes das unidades em que se processa peixe gordo apresentam niveis mais
elevados de sélidos em suspensdio pelo facto destes nfio serem eviscerados a bordo e

terem teores mais altos de gordura.
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A estratégia a desenvolver para reduzir os volume de efluente ¢ a carga
orginica ¢ semelhante & preconizada anteriormente para reduzir o consumo de dgua,
isto ¢, numa primeira fase hd que quantificar e caracterizar cada corrente no que
respeita a0 volume e pardmetros fisico-quimicos e, de seguida, adoptar e implementar
medidas adequadas. As soluges mais frequentemente preconizadas consistem na
colocagio de grelhas ou armadilhas que impegam o arrastamento de material sdlido
pelas correntes liquidas, recolha frequente dos desperdicios de peixe no sentido de
prevenir o arrastamento dos compostos soliveis, remogfio do material sélido antes das
operagGes de limpeza e higienizagio ¢ segregagfio/decantagio da gordura, ilustrando-
s¢ na figura 4 um tipo de grelha desenvolvido pela Sea Fish Authority especificamente
concebido para unidades de processamento de pescado (Denton ef al., 2000).

Nas unidades de produ¢fio de comservas de peixe, os principais problemas
estdo associados aos resfduos libertados durante a cozedura da matéria prima e de 6leo
vegetal aquando da adigio do molho de cobertura e também as operagdes de lavagem.
A aplicagio de tecnologias limpas pode conduzir a redugdes significativas,
nomeadamente no que respeita aos niveis de BOD e COD que podem passar de 52 e
115 kg para 12 e 27 kg por tonelada, respectivamente. Por seu lado, os compostos
azotados em solugio podem descer de 3 para cerca de 0,7 kg/ton de matéria prima,
enquanto que a percentagem de fosfatos pode passar de 0,4 kg de fosforo por tonelada
de matéria prima para cerca de 0,1 kg. As caracteristicas dos efluentes de unidades de
conservas de sardinha ¢ de atum sdo distintas, importando destacar que nestas Gltimas
0s volumes, niveis de BOD, de sélidos em suspensdo e de gordura (kg) sdo, em regra,
0 dobro dos encontrados nas unidades que laboram sardinha (UNEP e DEPA 2000),

Ainda segundo a UNEP e DEPA (2000), a aplicagio de tecnologias limpas na
preparago de filetes de peixe magro pode levar a redugdes de mais de 30% no volume
de 4guas residuais, de cerca de 70% no caso do BOD, COD e azoto em solucio e de
50% no que respeita aos fosfatos.

Nas unidades de processamento de crusticeos, para além dos elevados
volumes de efluentes em consequéncia dos significativos consumos de dgua, é de

destacar os niveis de BOD bem como a quantidade de sélidos em suspensdo que
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podem atingir valores da ordem de 130 e 210 kg/ton de matéria prima,
respectivamente.

A aplicagdo de tecnologias limpas €, como se depreende, um processo
dindmico que exige permanente sensibilizagio do pessoal, quantificacio dos
consumos de 4dgua ¢ energia e caracterizagdio dos pardmetros quimicos dos efluentes.
Por outro lado, ¢ indispensavel analisar e rever regularmente as praticas em uso,
desenvolver ¢ avaliar o impacte de novas iniciativas ¢ implementar as praticas

acordadas,
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VALOR NUTRICIONAL DE PRODUTOS DA PESCA
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RESUMO

O conhecimento da composigio quimica dos produtos da pesca é um dos
aspectos fundamentais para avaliar o seu valor nutricional. Existe, actualmente, muita
informag#o sobre a composi¢do quimica, mas alguns dados necessitam de ser revistos
¢ actualizados em virtude do desenvolvimento de métodos analiticos mais fiaveis,
tendo sido ainda introduzidos nos habitos alimentares novas espécies e produtos
derivados do pescado.

As proteinas do pescado sdo um dos seus principais constituintes, apresentam
teores que variam entre 8§ € mais de 25 %, sendo, por sua vez constituidas, por todos os
amino4cidos essenciais. A gordura é outro constituinte importante, apresentando o seu
teor grandes variagSes inter ¢ intraespecificas. Assim, grande nimero das espécies
consumidas tem baixo teor de gordura que se localiza principalmente no figado,
enquanto que nas espeécies gordas esté distribuida sob a pele, no tecido muscular e na
cavidade abdominal envolvendo as visceras. Esta gordura ¢ constituida por uma
elevada percentagem de d4cidos gordos polinsaturados do tipo ®3 cujos efeitos
benéficos para a sande t8m sido amplamente estudados. Os niveis de colesterol sdo,
em regra, baixos comparativamente aos encontrados em produtos alimentares como os
ovos e a manteiga.

Assim, de modo a contribuir para uma actualizacio da informagfo nutricional
existente sobre os produtos da pesca, tem-se vindo a proceder no ambito do Projecto
PRAXIS XXI 1747/95 a caracterizagiio das principais espécies de pescado consumidas

em Portugal, tendo em vista a elaboracfo de uma base de dados.
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INTRODUCAO

Uma alimentagiio saudivel envolve o consumo de todos os constituintes
necessarios ao bom funcionamento do organismo. O pescado é um dos alimentos
indispensaveis para uma dieta equilibrada e, além de estar muito disponivel, apresenta
também grande variedade de espécies, alto valor nutricional e, em regra, é de ficil
digestdo. Além disso, a especificidade da constituigio dos lipidos do pescado confere-
lhe ainda um papel importante na prevengiio de acidentes cardiovasculares, cujos
efeitos benéficos para a satde tém sido largamente evidenciados (Eritsland et al,
1994; Ascherio et al., 1995; Nestel, 2000). O consumo anua! per capita de cerca de 60
kg coloca Portugal entre os maiores consumidores de pescado a nivel mundial. Além
disso, inclui também uma grande diversidade de espécies.

A composicdo quimica dos produtos da pesca, para além dos aspectos
intrinsecos ¢ influenciada por factores ambientais e geogrificos. Regra geral, as
variagdes sazonais das percentagens de proteina e minerais sio menores do que as
observadas a nivel do teor em gordura.

Existem muitos dados na literatura sobre a composigio quimica dos produtos
da pesca mas forna-se necessario a sua actualizacio tanto devido ao desenvolvimento
de metodologias mais rigorosas como a introdugdo de novos produtos da pesca na
dieta alimentar,

Nesta medida, ¢ objectivo deste trabatho contribuir para uma caracterizagio
mais completa dos produtos da pesca mais consumidos em Portugal de modo a que
estes possam ser utilizados pelos consumidores, industriais ¢ nutricionistas bem como

na rotulagem nutricional.

MATERIAIS E METODOS
Matéria prima

As varias espécies usadas neste trabalho foram adquiridas em mercados ou
supermercados e transportadas para o IPIMAR. Apés chegada ao laboratério,
procedeu-se ao descabegamento, evisceragiio e filetagem dos exemplares. No caso dos

cefalopodes, analisou-se apenas o manto despelado juntamente com os tentaculos.
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Anglises quimicas

A composigio quimica aproximada da parte edivel das diferentes espécies -
humidade, gordura, proteina e cinza - foi determinada segundo os métodos descritos
no AOAC (1998).

O perfil de dcidos gordos foi analisado a partir de cerca de 300 mg de material
liofilizado, de acordo com o método descrito por Lepage e Roy (1986) modificado por
Cohen et al. (1988). A andlise dos ésteres metilicos foi efectuada num cromatédgrafo em
fase gasosa Varian 3400 equipado com um auto-amostrador, um detector de ionizagdo
de chama e uma coluna capilar de silica da Chrompack CPSil 88 (0,32 mm d.i. x 50
m), usando as condigdes descritas por Bandarra et al. (1999).

A andlise dos aminodcidos foi efectuada de acordo com o procedimento
descrito no AOAC (1998).

A determinagiio do teor em colesterol foi efectuada a partir de cerca 250 mg
de material liofilizado homogeneizado, contendo como padriio interno 100 pl de uma
solugdo de 0,5mg/mi de 5-a-colestano e seguindo o procedimento descrito por Naeemi
ef al. (1995), posteriormente modificado por Oehlenschliger (1998). A analise foi
efectuada num cromatdgrafo gasoso Hewlett Packard 5890 equipado com uma coluna
HP5 (0,25 mm d.i.x30 m). Como gas de arraste foi usado hélio (fluxo de Iml/min) e a
razdo de ‘split® usada foi de 100:1. A temperatura do forno, do injector e do detector

de ionizagiio de chama foram, respectivamente, 280 °C, 285 °C ¢ 300 °C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de humidade das espécies analisadas (Quadro 1) variou entre 63,4 ¢
83,2 %, correspondendo os valores mais baixos as espécies mais gordas o que resulta
da relagio inversa entre o feor de gordura e a humidade (Stansby, 1962). Por seu
turno, o teor em gordura variou entre 0,1 ¢ 27,7 %, sendo o constitninte que apresenta
maior variagdo tanto entre espécies como numa mesma espécie. Neste sentido, & de
realgar que nos pequenos pelagicos, o teor em gordura tem acentuadas variagoes

sazonais como € o caso, por exemplo, da sardinha cujas percentagens variam entre 1,2
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e 18,4 % (Bandarra ef al., 1997) e do carapau em que os valores se situam entre lde
7,5 % (Bandarra ef al., 2001).

A gama de variagdo do teor proteico foi de 13,4 e 21,5 %, sendo o valor mais

baixo registado na enguia, espécie que apresentava o maior nivel de gordura 27,7 %).

Atendendo ao teor em gordura ¢ proteina, as espécies podem ser agrupadas de acordo

com a classificaglio proposta por Stansby (1962), apresentando-se nos Quadros 1 e 2

as diversas espécies analisadas ¢ o respectivo grupo. A maioria das espécies sdo

magras e pertencem ao grupo A enquanto que no grupo B se incluem as espécies

gordas, sendo muitas delas pequenos pelagicos.

Quadro 1 - Peixes analisados e respectivos grupos.

Familia Nome cientifico Nome vulgar Grupo
ANGUILLIDAE Anguilla anguilla Enguia C
BERYCIDAE Beryx decadactilus Imperador A
CARANGIDAE Trachurus trachurus Carapau B
CLUPEIDAE Sardina pilchardus Sardinha B
CONGRIDAE Conger conger Safio B
GADIDAE Pyscis blennoides Abroitea A
Gadus morhua Bacalhau' A
Molva molva Maruca A
HAEMULIDAE Plectorhinchus mediterraneus Pombo A
LOPHIIDAE Lophius piscatorius Tambori] A
MERLUCCHDAE Merhiccius merluccius Pescada A
PLEURONECTIDAE Pleuronectes platessa Solha A
RAJIDAE Raja clavata Raia A
SALMONIDAE Salmo salar Salméo C
Onchorrinchus mykiss Truta-arco-iris A
SCIAENIDAE Argyrosomus regius Corvina-legitima A
SCOMBRIDAE Scomber japonicus Cavala B
Scomber scombrus Sarda B
SOLEIDAE Solea solea Linguado A
SPARIDAE Pagellus acarne Besugo B
Sparus aurata Dourada B
Pagelus bogaraveo Goraz. A
Pagrus pagrus Pargo A
TRIAKIDAE Mustelus musielus Cagio A
TRICHIURIDAE Lepidopus caudatus Peixe-espada A
Aphanopus carbo Peixe-espada- A
preto
XIPHIDAE Xiphias gladius Espadarte A

" Produto demolhado. A — pescado gordura (G) inferior a 5 % ¢ proteina (P) entre 15 a 20 %; B — pescado
com G entre 52 15 % e P entre 15 a 20 %; C — pescado com G superior a 15 % e P inferior a 15 %.
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Quadro 2 ~Cefal6podes e crusticeos analisados e respectivos grupos.

Familia Nome cientifico Nome vulgar Grupe
CEFALOPODES

LOLIGINIDAE Loligo vulgaris Lula A
OCTOPODIDAE Octopus vulgaris Polvo A
OMMASTROPHIDAE | Hlex spp. Pota A
SEPIIDAE Sepia officinalis Choco A
CRUSTACEOS

ARISTEIDAE Aristeus antennatus Camardo-vermelho A
NEPHRQPIDAE Nephrops norvegicus Lagostim A
PENAEIDAE Parapenaeus longirostris (Gamba A

Os lipidos de pescado sdo constituidos por uma grande variedade de acidos
gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados, sendo, em regra geral, a
percentagem de compostos com 20 ou mais 4tomos de carbono e com mais de quatro
ligagGes duplas bastante superior i encontrada nos 6leos vegetais ou em gorduras de
animais terrestres. De entre os dcidos gordos polinsaturados, destacam-se como mais
importantes o 4cido eicosapentaendico (EPA, 20:5m3) e o acido docosahexaendico
(DHA, 22:6w3) (Ackman, 1979),

Na figura 1 apresentam-se as diferentes espécies de peixes agrupadas de
acordo com as proporgles de 4cidos gordos polinsaturados, monoinsaturados e
saturados. Na maioria das espécies os 4cidos gordos polinsaturados sdo o grupo
dominante. A corvina, o espadarte ¢ o peixe-espada preto, com a propor¢do mais baixa
de polinsaturados ¢ o nivel mais elevado de monoinsaturados, constituem, de certo
modo, uma excepgiio relativamente 3 generalidade das espécies marinhas que sio,
usualmente, ricas nos dcidos gordos mais insaturados. O besugo foi a Gnica espécie em
que os saturados apresentavam a maior proporgio, embora a distribuicdo dos trés
grupos de dcidos gordos fosse relativamente equilibrada.

As propor¢Bes dos trés grupos de 4cidos gordos nos cefaldpodes ¢ crusticeos
que se apresentam na figura 2, mostram que, com excepgdo do choco, os
polinsaturados sdo os maioritirios. De salientar ainda o teor muito baixo de
monoinsaturados no polvo os quais, por sua vez, constituem o grupo predominante no

choco.
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Nas figuras 3 e 4 apresenta-se o teor dos acidos gordos mais abundantes nas
diferentes espécies analisadas. A percentagem de acido palmitico situa-se entre 11,8 ¢
21,6 %, mas na maioria das espécies encontra-se entre 15 e 21%. Este dcido gordo
apresenta pequenas varia¢Oes ao longo do ciclo de vida de cada espécie, sendo
considerado um metabolito chave na sintese de outros 4cidos gordos (Ackman, 1964).
O 4cido oleico é o monoinsaturado dominante como acontece, alids, na generalidade
das espécies de peixe, representando, porém nalguns casos (espadarte, peixe-espada ¢
peixe-espada-preto) quase 30% do total de &cidos gordos. A percentagem de DHA ¢
normalmente superior & de EPA, exceptuando-se a enguia e a sardinha, embora esta
altima espécie possa apresentar nalguns meses (Dezembro a Margo) maiores niveis de
DHA (Bandarra ef al., 1997). Nos cefalopodes destacam-se os niveis muito elevados
de DHA na lula e na pota, mas nesta Gltima espécie o teor de palmitico € aprecidvel,
enquanto que na lula é muito reduzido. Nos crustaceos a distribuigio dos teores destes
quatro acidos gordos ¢ relativamente equilibrada.

Os teores de colesterol dos vérios grupos de peixes moluscos e crusticeos
apresentam-se no Quadro 3. Nos peixes magros (grupo A) o teor é relativamente
baixo, com excepcdo da sotha cujo valor é de 85 mg/100g. As espécies gordas (grupo
B) apresentam, em média, niveis mais elevados do que as magras, verificando-se, por
outro lado, que varia inversamente com o teor em gordura. Os moluscos tém, em
regra, os valores mais elevados de colesterol, mas possuem na sua composi¢io taurina,

um aminoacido livre que minimiza a absorgfio deste esterol.

Quadro 3 — Teores de colesterol por grupos de espécies.

Grupo Colesterol Mediana
(mg/100g parte edivel)
A 20-85 34,5
Peixes B 20-57 49
C 26 €40 -
Moluscos A 64-140 112
Crusticeos A 68 ¢ 83 -

80




A proteina do peixe tem um elevado valor biolgico, entrando na sua
composigiio todos os aminodcidos essenciais e ndo essenciais. Na figura 5 apresentam-
se os teorcs de aminoacidos essenciais, destacando-se o bacalhau, o besugo, a cavala e
a sarda com niveis acima de 8 g/100 g. Em todas as espécies, o aminodcido
predominante foi o icido glutdmico, seguido da alanina e da lisina. A percentagem de
aminodcidos essenciais em relagio ao total situou-se entre 41,3 e 45,2%, encontrando-
se a mediana em 43,1%. Como termo de comparacio, refira-se que esta percentagem
no ovo ¢ de 42,7. Usando ainda como referéncia os aminoacidos essenciais do ovo
calculou-se, através da expressio [(AAE)pine/(TAAE ) ixel/
[(AAE)ovo/ (TAAE)oo]x 100 (Afolabi e Oke, 1981), a razdo entre o teor de cada
aminoacido essencial no peixe ¢ o seu correspondente no ovo. Os resultados obtidos
mostram que os niveis de lisina ¢ leucina sio muito superiores aos registados no ovo.
Por outro lado a metionina ¢ o aminoécido limitante, representando no carapau apenas
33,3 %.
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Figura 1 - Distribuicdo dos totais de acidos gordos saturados, monoinsaturados e
polinsaturados pelas vérias espécies de peixes com a indicagdio do grupo
a que pertencem de acordo com a sua composigdo quimica. Entre
paréntesis encontra-se o valor da razio ©3/06.
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Figura 2 - Distribuigio dos totais de écidos gordos saturados, monoinsaturados e
polinsaturados nas varias espécies de cefalopodes e crusticeos com a
indicagdio do grupo a que pertencem de acordo com a sua composicio
quimica. Entre paréntesis encontra-se o valor da razio w3/w6.
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(22:6w3) em diferentes espécies de peixes.
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Figura 4 - Niveis de acido palmitico (16:0), oleico (18:1), EPA (20:50w3) ¢ DHA

(22:6m3) em diferentes espécies de moluscos e crusticeos.
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QUALIDADE E SEGURANCA DOS PRODUTOS DA PESCA

Martins, M. F.; Lourengo, H. M.; Albuquerque, M. M.; Nunes, M. L.
finartins(@ipimar pt

Departamento de Inovagdo Tecnologica e Valorizagdo dos Produtos da Pesca
(DITVPP)

Instituto de Investigagdo das Pescas e do Mar (IPIMAR)

Avenida de Brasilia, 1449-006 Lisboa

RESUMO

A seguranga dos produtos alimentares ¢ um direito fundamental dos
consumidores e constitui uma enorme preocupagio nio sé para a Administracio, mas
também para a inddstria e cadeias de distribuicdo. A nivel das industrias de produtos
da pesca, a qualidade é assegurada através do controlo quer da matéria prima e
produtos finais quer durante o processamento, armazenagem e transporte. Na
distribuigdo, o principal objectivo consiste em garantir a manutencdo da qualidade
destes produtos, desde a recepgdo a sua aquisi¢do pelo consumidor.

O IPIMAR, no ambito das atribuigdes que lhe estio cometidas, tem vindo a
desenvolver actividades de 1&D que se traduzem em novas metodologias de analise
mais rapidas e fidveis, no sentido de prestar apoio 3 Administragio e aos sectores da
pesca e aquicultura. Paralelamente, presta servicos técnicos e analiticos a indastria, a
grossistas e a retalhistas. Neste sentido, o DITVPP/IPIMAR esta apetrechado com
modemo equipamento e ¢ acreditado, pelo IPQ, de acordo com a norma NP EN 45001
e a Directiva CNQ 8, para efectuar vérios ensaios de rotina.

Como actividades mais relevantes nesta area, salientam-se a detec¢io de
alguns microrganismos patogénicos, a validago de uma metodologia de determinagio
do metilmercirio, a identificagio de espécies por técnicas electroforéticas, focagem
isoeléctrica ¢ biologia molecular ¢ o desenvolvimento de sistemas de analise sensorial

para pescado fresco.
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INTRODUCAO

Os produtos da pesca e aquicultura constituem uma das principais fontes
proteicas de origem animal, estimando-se a sua contribuicdo em cerca de 23% do total
consumido de proteina de origem animal. Estes produtos consideram-se uma
altemativa mais saudavel ao consumo de carne pois sfo de facil digestibilidade e, por
outro lado, a presenca de acidos gordos polinsaturados da série ©-3, cujo efeito
benéfico na prevengao das doengas coronarias confere-lhes um interesse adicional.

No entanto, estes produtos s3o muito pereciveis, perdendo rapidamente os
atributos ligados a frescura devido as suas caracteristicas intrinsecas ¢ as condigdes do
meio ambiente, estio também sujeitos a fenomenos de contaminagio o que pode
torna-los improprios para consumo.

Importa pois conhecer, detalhadamente, os factores que condicionam a
qualidade do pescado e aplicar os mecanismos que garantam o seu controlo. A
mdustria do sector, os consumidores e a Administragio exigem cada vez mais
respostas crediveis como forma de garantir um abastecimento adequado e de prevenir

doencas devidas a infecgGes ou toxinfecgdes.

AVALIACAO DA QUALIDADE DE PRODUTOS DA PESCA

A analise sensorial é o método mais importante para avaliar a qualidade e
frescura dos produtos da pesca. No entanto, ela deve ser efectuada por um painel de
provadores bem treinados. E um método fiavel podendo os seus resultados serem
comparados com outros métodos de avaliagio tais como métodos fisicos, quimicos e
microbiologicos.

Sempre que 0s métodos sensoriais se revelem inconclusivos deve recorrer-se a
métodos quimicos, nomeadamente a verificagdo dos niveis dos compostos azotados
volateis (ABVT e TMA) e a determinagio de perdxidos, dado que a alteracdo dos
lipidos insaturados & uma das alteracGes quimicas mais importante, porque leva a
formagdo de hidroperdxidos cuja degradagio origina aldeidos e cetonas que conferem
um sabor forte a rango bem como o aparecimento de coloragdes castanhas ou amarelas

no tecido do peixe.
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No que se refere as alteragSes microbiologicas, estas sdo condicionadas nio sé
pelo nimero e natureza dos microrganismos presentes no pescado na altura da captura,
mas também pelas condigdes de manuseamento, conservagio e processamento, que

sdo determinantes para o desenvolvimento de muitos microrganismos.

SEGURANCA DOS PRODUTOS DA PESCA

A seguranga dos produtos da pesca ¢ um direito dos consumidores e deve ser a
maior preocupagfio do sector produtivo, da indistria e da grande distribuicdo,
assegurando a qualidade dos mesmos, através do controlo de qualidade, uma vez que
em Portugal algumas doencas podem ser causadas por microrganismos presentes no
pescado.

Os principais microrganismos responsaveis pelas doengas causadas no homem
s30 as bactérias patogénicas e, dentro destas, encontram-se as bactérias indigenas o as
ndo ndigenas. As bactérias indigenas encontram-se amplamente distribuidas nos
ambientes aquaticos, salientando-se as seguintes: Clostridium botulinum, Vibrio sp., V.
cholerae, V. parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides e
Listeria monocytogenes. As bactérias nio indigenas so resultantes da contaminagio
posterior a captura do pescado devido ao manuseamento e processamento das quais se
salientam a Salmonella sp., Shigella, E. coli e Staphylococcus aureus.

A presenca de virus no pescado resulta apenas de contaminagdes, quer através
dos manipuladores de alimentos infectados quer através da agua poluida. Por exemplo,
os bivalves filtradores tendem a concentrar os virus presentes na agua onde se
desenvolvem.

Também a presenga de parasitas no peixe é muito frequente, mas a maior parte
destes ¢ pouco preocupante no que respeita 3 economia ou a savude publica. Ja as
biotoxinas marinhas sdo responsaveis por um grande nimero de doengas relacionadas
com o consumo de pescado, as quais, em Portugal, afectam, fundamentalmente, os
moluscos bivalves, salientando-se as paralisantes (PSP), as diarreicas (DSP), as
neurotoxinas {(NSP) e as amnésicas (ASP).

As aminas biogénicas sdo muito importantss em termos de deterioracio dos

produtos da pesca e por representarem um perigo para o consumidor. Algumas
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aminas, nomeadamente a histamina, quando ingeridas sfio susceptiveis de originar
quadros alérgicos graves, mesmo em produtos da pesca que tenham sido sujeitos a
cozedura, dado que é uma amina muito resistente ao calor, nio sendo por isso
destruida.

A contaminagdo com compostos quimicos, como causa de doengas
provocadas pelo consumo de pescado, é muito pouco frequente. No entanto, existem
virios contaminantes com algum potencial toxico como:

* Compostos inorganicos — merctrio ¢ suas formas orgénicas, chumbo,

cadmio, arsénio, sulfitos (usados no processamento de camario);

+ Compostos orgénicos - bifenilos policlorados, dioxinas, insecticidas;

¢ Compostos relacionados com o processamento — nitrosaminas;

e Os compostos utilizados em aquicultura — antibi6ticos e hormonas.

GARANTIA DA QUALIDADE DE PRODUTOS DA PESCA

De acordo com a NP EN ISO 8402 ), a defini¢io de Garantia da Qualidade ¢
“o conjunto de todas as acgdes sistematicas ¢ planeadas, necessarias para proporcionar
a confianga adequada para que um produto ou servico possa satisfazer as exigéncias
previstas para a qualidade”.

Assim, a monitorizagio da qualidade de produtos da pesca & uma das
condigles essenciais para garantir a seguranga. Todas as entidades enmvolvidas no
sector da pesca, como pescadores, produtores e industriais devem ser os principais
responsdveis pelo controlo de qualidade do pescado. Para tal deverfo pér em pratica
sistemas de autocontrolo baseados nos principios do sistema HACCP (Analise dos
Perigos e dos Pontos de Controlo Critico), conjugados com cédigos de higiene e boas

préticas de manuseamento e conservacio.

ATRIBUICOES DO DITVPP/IPIMAR NO AMBITO DA QUALIDADE E
SEGURANCA DE PRODUTOS DA PESCA
L ACTIVIDADES DE [&D

Neste contexto, em que se privilegia o desenvolvimento de metodologias de

ensaio mais rapidas e precisas, as dreas que, presentemente, tm merecido especial
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atengdo sdo: a deteccdo de microrganismos patogenicos, usando novas galerias de
identificagdo, como por exemplo as cartas Vitek (Fig. 1) @: a validagio de uma
metodologia de determinacdio de metilmercirio (Fig. 2) ©®; a identificagdo de espécies,
por técnicas electroforéticas, focagem iso-elétrica e biologia molecular (Fig. 3) ®; o

desenvolvimento de tabelas de analise sensorial para pescado fresco (Tabela 1),

Figura 2 — Equipamento para determinagdo de merciirio e metilmercurio.
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Figura 3 - Diferenciagdo de varias espécies sardinha por técnicas de biologia
molecular. M-marcador de 50 pb; 1, 8-S. aurita; 2,9-S. pilchardus;
3,10-S. sagax; 4,11-S. pilchardus+ S. aurita; 5,12- S. pilchardus+
S.sagax; 6,13- S. aurita + S. sagax; 7,14- S. pilchardus+ S. aurita + .

sagax.

L. ACTIVIDADES DE APOIO TECNICO AO SECTOR

Neste dmbito, os ensaios bioquimico/sensoriais mais solicitados tém sido os
compostos azotados voldteis, as aminas biogénicas (em particular a histamina), a
composi¢do nutricional, o perfil de dcidos gordos, a identificagio de espécies e a
analise sensorial.

No caso dos contaminantes metalicos, as determina¢des mais efectuadas tém
sido o mercurio, o chumbo € o cddmio, principalmente em conservas de pescado.

O exame de embalagens metélicas de folha-de-flandres e aluminio em
conservas de produtos da pesca também tem sido realizado regularmente, bem como
ensaios de estanquicidade e a porosidade da camada de verniz.

No que se refere aos pardmetros microbiologicos, as principais solicitagdes
dizem respeito 4 pesquisa e/ou contagem de microrganismos patogénicos,
nomeadamente Salmonella sp., Vibrio sp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus

coagulase positiva e Clostridium sp.; dentro dos ndo-patogénicos destacaram-se
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coliformes, estreptococos fecais, bolores, leveduras ¢ teores totais de microrganismos

para os quais se recorreu a métodos normalizados.

Tabela 1 - Avaliagio do Indice de Frescura da Dourada Sparus aurata.

PARAMETROS

CARACTERISTICAS

PONTUACAO

Aspecto
Geral

Aspecto
Superficial

© Brilhante, iridiscente

© Menos brilhante e iridiscente
@ Ligeiramente descorado

® Descorado

Firmeza
da carne

@ Rigida (rigor mortis)
@ Firme, elastica
@ Mole, plastica

Olhos

Transparéncia
(cornea)

© Limpida, translicida
® Ligeiramente turva
® Turva, amarelada

Pupiia

© Negra brithante

@ Acinzentada (ligeiramente
leitosa)

@ Branca acinzentada

ON 2> ON WOl WN=O

Forma

© Convexa
® Plana

@ Cdncava
® Afundada

Brinquias

Cor

© Vermelha ou rosa brilhante

® Vermetha menos brilhante

® Vermelha descorada ou
acastanhada

Cheiro

© A algas pouco intenso

& A aguas paradas

® Ligeiramente metalico ou intenso
a algas

= QN

Abdomen

Cor

© Branca prateada

© Esbranquicada ou ligeiramente
amarelada

® Amarelada

oiN

Anus

Aspecto

© Fechado
® Ligeiramente aberto
& Aberto

Peritoneu
{em peixe
eviscerado)

Aderéncia

© Aderente
@ Menos aderente
® Rasgado

== OIW AN O -
Ooogorooloo oo ogisn goilocooolo o ClooDCicoQ|laoaooo

N = OISO =

Total

T
[ )
]
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ACREDITACAO PELO INSTITUTO PORTUGUES DA QUALIDADE (IPQ)

De realgar que o DITVPP/IPIMAR esta acreditado, pelo IPQ, de acordo com a
norma NP EN 45001 (6) e a Directiva CNQ 8/97 (7), para efectuar varios ensaios de

rotina, nos Laboratérios Fisico Quimico Sensorial ¢ de Microbiologia.
LABORATORIOS NACIONAIS DE REFERENCIA

E ainda Laboratério Nacional de Referéncia para a deteccio das
contaminagdes bacterianas de moluscos bivalves vivos onde se efectua a quantificagio
de coliformes fecais, pelo método do nimero mais provavel (NMP) ¢ também
Laboratorio Nacional de Referéncia para a determinagio de mercirio, chumbo e

cadmio em produtos da aquicultura (8).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

(I) NP EN ISO 8402, 1997. Gestdo da CQualidade e Garantia da
Qualidade.Vocabulério. Instituto Portugués da Qualidade.

(2) BIOMERIEUX, 2000. BioLIAISION ™ with VITEK DataTrac™ User Manual,
bioMérieux Vitek, Inc. (ed), USA.

(3) AFONSO, C. 1. M., 2001. Peixe espada preto (4dphanopus carbo): determinagio
dos niveis de metais essenciais e metais téxicos nos seus tecidos. Tese de
mestrado, Faculdade de Farmécia, Universidade de Lisboa, 157 p.

(4) QUINTEIROQ, 1; VIDAL, R.; IZQUIERDO, M.; SOTELO, C. S.; CHAPELA, M.
J.; PEREZ-MARTIN, R.; REHBEIN, H.; HOLD, G. L.; RUSSELL, V. J.; PRYDE
S. E.; ROSA, C.; SANTOS, A. T.; REY-MENDEZ, M., 2001. Identification of
hake species (Merluccius Genus) using sequencing and PCR-RFLD analysis of
mitochondrial DNA control region sequences. J. Agric. Food Chem., 49 (11);
5108-5114,

(5) NUNES, M.L.; PEREIRA, T., 2000. Relatério final do Projecto FAIR PL 96 3253
“The evaluation of a simple, cheap, rapid method of non-protein determination in

fish products through the processing/merchandising chain”, 120 p.
96



(6) NP EN 435001, 1990. Critérios gerais para o funciopamento de laborat6rios de
ensaio. Instituto Portugués da Qualidade, 15p.

(7) Directiva CNQ 8/97, 1997. Acreditagio de laboratorios. Metodologias e regras
gerais. Instituto Portugués da Qualidade, 11p

(8) UE, 1998. Lista dos laboratérios nacionais de referéncia para a pesquisa de
residuos. Decisdo da Comissdo 98/536/CE. JO n.° L 251, 11.09.98, p. 39.

97



98



SALUBRIDADE DE MOLUSCOS BIVALVES: ASPECTOS
MICROBIOLOGICOS

Rui Cachola
Instituto de Investigacio das Pescas e do Mar
Avenida 5 de Qutubro — 8700 OLHAG

RESUMO

Dada a sua situagdo geografica, Portugal é um pais com grande apeténcia para
a produgdo de moluscos bivalves quer nas zonas litorais ocednicas quer nas zonas
estuarinas e lagunares.

O modo de alimentagdo e respiragio destes seres vivos, filtragdo de agua, leva
a que, facilmente, acumulem microrganismos patogénicos provenientes do langamento
no meio aquatico de efluentes urbanos ndo tratados ou deficientemente tratados ou
ainda da escorréncia das dguas pluviais dos terrenos envolventes.

O IPIMAR desenvolve um programa de monitorizagdo das zonas de producio
de moluscos bivalves que permite a elaboragdo da classificagdo das respectivas zonas
com base no resultado das analises microbiolégicas efectuadas ao longo do ano.

Como meio de salvaguarda da saade publica, todos os bivalves sdo, de acordo
com a classificacdo da sua zona de produgdo, depurados, embalados e expedidos em

centros apropriados ou nalguns casos transpostos para zonas nio contaminadas.

PRINCIPAIS ASPECTOS RELACIONADOS COM A SALUBRIDADE DE
BIVALVES

Portugal ¢ um pais cuja situagdo geografica e condigdes ambientais existentes
influenciam positivamente a produgio de moluscos bivalves, tanto na zona litoral
oceanica como nas diferentes zonas lagunares e estuarinas que se distribuem ao longo

da orla maritima.
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Os moluscos bivalves apresentam uma producdo anual estimada em mais de
10.000 toneladas, das quais uma parte significativa ¢ exportada principalmente para
Espanha ¢ a restante € absorvida pelo mercado interno.

Estes animais respiram ¢ alimentam-se através da filtragdo da 4gua salgada, o
que implica que acumulem muitos microrganismos, levando a concentragdes
superiores as encontradas no meio ambiente, pelo que as dguas das zonas de produgio
de bivalves com forte contaminagdo urbana vdo influenciar negativamente a
salubridade dos moluscos bivalves. Deste modo, a protecgdo dos consumidores obriga
a que seja necessdrio um controlo apertado no sentido de se salvaguardar a satde
publica.

Habituaimente, os moluscos bivalves sdo consumidos, utilizando métodos
culindrios que ndo recorrem a uma cozedura demorada (o que provocaria uma
esterilizagio dos bivalves) e, assim sendo, se cles estiverem contaminados poderio
provocar o aparecimento de graves afecgdes no aparelho digestivo.

Nesta medida, os moluscos bivalves podem ser transmissores de diversas
doengas ou ser portadores de agentes patogénicos, nomeadamente de origem
biologica, o que poderd provocar o aparecimento de varias doencas tais como, a titulo
de exemplo, a disenteria, febre tiféide, colera, hepatites, gastrenterites, etc.

Como ja foi referido, as zonas de produgdo localizam-se na zona litoral, quer
ocefinica quer estuarina ou lagupar, uma vez que nestes locais os moluscos bivalves
encontram a matéria orgdnica e as condi¢des fisico-quimicas favoraveis ao seu
desenvolvimento, apesar de ao mesmo tempo sofrerem a influéncia dos esgotos
urbanos e da escorrénecia das dguas vindas dos terrenos circundantes. Perante tal
cendrio, ¢ logico que a contaminagio bacteriana se faz sentir, com maior ou menor
intensidade, de acordo com a contaminagfio das dguas envolventes e a localizagio das
zonas de produgdo em relagio aos possiveis focos de poluigio, assim sendo havera
que ter em linha de conta que o consumo dos moluscos bivalves tem de ser
devidamente controlado desde 2 produgao até ac mercado.

Atenta a esta situaglio, a Comunidade Europeia, publicou as Directivas n°
91/492/CEE de 15 de Julho ¢ n® 97/61/CE de 20 de Outubro e a Decisdio n°92/92/CEE

de 9 de Janeiro, documentos estes que foram transpostos para o direito interno
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portugués pelo Decreto-Lei n® 293/98 de 18 de Setembro. De acordo com esta
legislagio, sio aprovadas as normas sanitdrias relativas a produgio ¢ & colocagiio no
mercado de moluscos bivalves vivos e fixadas as exigénecias relativas  aos
equipamentos € estruturas dos seus centros de depuracfio e expedigio.

Do que acima foi referido os moluscos bivalves que se produzem em Portugal
tém fortes possibilidades de serem poluidos por dguas contaminadas e, assim sendo,
para se salvaguardar a sadde phblica foram criados centros de depuragio ¢ de
expedigdo para os moluscos bivalves (mapa em anexo) cujo grau de contaminagio
bacteriana ndo seja superior a 6000 coliformes por 100 g de carne e liquido
intervalvar. Esta operagio de depuracio consiste na colocagdo dos bivalves em
tanques, com agua previamente esterilizada, durante um periodo que permita a
salubrizagdo dos bivalves o qual varia de acordo com o grau de contaminagio da zona
da sua proveniéncia,

A depuragio tem por base a fisiologia destes animais que, como ja referido
sio filiradores por exceléncia pelo que, uma vez mergulhados em 4gua salgada
esterilizada, a corrente de 4gua gerada pelos bivalves arrasta os microrganismos
patogénicos existentes no seu interior. E ainda de referir que na esterilizacdo da agua
se podem utilizar, como agentes esterilizadores, os trés seguintes: ozono, cloro e raios
ultravioletas. Em Portugal, o agentc mais utilizado na esterilizagio da agua de
depuragiio de bivalves ¢ a radiagio ultravioleta uma vez que esta técnica apresenta
como principais vantagens, em relagdo as restantes, auséncia de produtos quimicos
toxicos, tempos de contacto instantdneos, simplicidade de fincionamento e tecnologia,
custos de fincionamento baixos e ndo afecta o meio ambiente.

Ainda tendo em consideragio a legislagio ja referida, o Instituto de
Investigacio das Pescas ¢ do Mar (IPIMAR) tem, enire outras atribui¢Ges, o controlo
da qualidade da produgdo de moluscos bivalves vivos e a classificacfio das respectivas
zonas de produgdo.

No que respeita ao controlo da qualidade da produgiio e pondo como exemplo
a regido do Algarve, por ser a que apresenta maior produciio de bivalves a nivel
nacional, procedeu-se, por uma questdo de operacionalidade, a divisdo da area de

jurisdi¢do de cada Capitania, em zonas perfeitamente delimitadas, tendo neste caso a
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divisdo sido feita de acordo com a influéncia negativa que os principais focos de
poluigio possam ter nos moluscos bivalves da zona.

Em cada uma destas zonas s@io recolhidas, regularmente, amostras de
moluscos bivalves e de agua para se efectuarem as respectivas andlises
bacteriologicas, sendo com base nos resultados obtidos ao longo do ano que se

estabelecem as classificagBes das zonas produtoras, de acordo com o estabelecido na
fei ( Quadro 1).

Quadro 1
CLASSE | N° DE COLIFORMES | OBSERVACOES
FECAIS/100 g
A Menos de 300
B De 306 a 6 000 Em menos de 90% das amostras
C De 6 000 a 60 000
PROIBIDA Mais de 60 000

LEGENDA

Classe A - Bivalves que podem ser apanhados e comercializados para
consumo humano,

Classe B - Bivalves que podem ser apanhados ¢ destinados a depuragio,
transposi¢do ou transformacgfo em unidade industrial.

Classe C — Bivalves que podem ser apanhados e destinados a depuragéo
intensiva, transposicéio prolongada (minimo dois meses) ou
transformagéo em unidade industrial.

Esta classificagio estd baseada em critérios bacteriolégicos - coliformes
fecais.

No nosso caso, os indicadores de contaminagio fecal utilizados sdo os
coliformes fecais ou a E. coli. Quanto & metodologia utilizada na realizacio das
analises, ela consiste na aplicagio do método dos tubos multiplos em que sdo

considerados cinco tubos para cada uma das trés diluigBes, com meio verde brilhante e
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sais biliares. Apos a sementeira e respectiva incubagio de 1 hora a 36+ 1 °C, seguida
de nova incubagdio a 44+ 0,5 °C em banho de 4gua ou estufa durante 48 horas,
procede-se & leitura dos tubos de ensaio em que, no respectivo tubo Durham se tenha
produzido gis que ocupe um décimo do seu volume, calculando-se, de acordo com
tabelas de probabilidades (nimero mais provavel), o valor correspondente de
coliformes fecais presentes em 100 g de misculo e liquido intervalvar.

Tendo em consideragdo os valores obtidos nas analises efectuadas nas
amostras de moluscos bivalves recolhidas nas diversas zonas de produciio, é elaborada
a lista de classificagio daquelas zonas, tendo em considera¢io o contetido da
legislagdo transcrita no Quadro 1.

Ainda dentro das atribuigbes do IPIMAR, procede-se ao controlo do
funcionamento dos centros de depuragdo e ou expedicio de moluscos bivalves Vivos,
através da efectivagiio de analises tanto 2 4gua dos tanques de depuragiio, quer a
entrada quer & saida dos tanques, como aos moluscos bivalves, antes e depois de
depurados ou no caso dos centros de expedigéo, ao produto a expedir.

Conviria salientar que, quer nas zonas litorais costeiras quer nas zonas
lagunares, um dos factores determinantes para a poluicio das dguas e, por
consequéncia, dos moluscos bivalves ¢ o reduzido mimero de ETAR e o scu deficiente
funcionamento ou concepgio das existentes. Esta sttua¢do torna-se mais evidente nas
zonas lagunares onde por via da dindmica existente nas suas dguas, muita das vezes o
grau de contaminag#io ¢ extensivo a grandes 4reas onde se produzem bivalves, embora
a sua distincia do foco de poluigio seja consideravel.

Por altimo, queriamos fazer referéncia ao facto de se constatar que os métodos
analiticos aprovados para a determinagfio dos coliformes fecais serem morosos e nio
permitirem, em tempo Gtil, tomar decisées relativamente ao grau de contaminagio
microbioldgica que os moluscos bivalves destinados ao consumo apresentam, tanto a

saida dos centros de depuragéo como dos centros de expedigio.
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SALUBRIDADE DE MOLUSCOS BIVALVES: OCORRENCIA DE
BIOTOXINAS

S. M. Rodrigues, M. J. Botelho, P. R. Costa, P. Valee M. A de M. Sampayo
Instituto de Investigacio das Pescas e do Mar, Av. Brasilia, 1449-006 Lisboa

INTRODUCAO

A ocorréncia de contaminagSes de bivalves por biotoxinas marinhas, em
determinadas areas especificas e durante certos pertodos do ano, deve-se ao facto da
alimentagdo dos moluscos bivalves se efectuar por filtragfio da agua, resultando numa
acumulagdo de metabolitos toxicos produzidos por espécies fitoplanctdnicas existentes
nas aguas. Em Portugal a produgio média anual de bivalves atinge cerca de 10000
toneladas, de modo que a indastria que explora este recurso tem um papel muito
importante a nivel sdcio-econémico, pelo que a contaminacdo dos recursos marinhos
por biotoxinas provenientes de determinadas microalgas téxicas causa anualmente
graves prejuizos econémicos.

O IPIMAR ¢ a entidade responsavel pelo programa nacional de monitorizagio
de biotoxinas marinhas que visa proteger a saide publica e os recursos marinhos,
promovendo o controlo da qualidade dos produtos marinhos, provenientes quer de
bancos naturais quer de viveiros de aquacultura e implementando a utilizagio destes
recursos no mercado nacional e internacional com garantias de seguranga do produto,
minimizando os riscos para a saide piblica. As biotoxinas monitorizadas na costa
portuguesa incluem toxinas diarreicas (DSP), paralisantes (PSP) e amnésicas (ASP),

A toxicidade PSP (Paralytic Shellfish Poisoning) tem como espécie
responsavel o dinoflagelado Gymmodinium catenatum e desde 1995 que ndo tém
ocorrido episédios de PSP na costa portuguesa. Nos dltimos anos as biotoxinas que
tém ocorrido com maior frequéncia, levando a periodos de interdigio mais ou menos

longos, sdo principalmente as toxinas do grupo DSP ¢ também as toxinas ASP.
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ASP

O ASP (Ammesic Shellfish Poisoning) resulta da contaminagio dos moluscos
bivalves por acido doméico (AD), que ¢ uma potente biotoxina marinha produzida por
diatomaceas do género Pseudo-nitzchia, nomeadamente P. aqustralis na costa
portuguesa. As toxinas amnésicas foram detectadas pela primeira vez em Portugal em
1995, e desde entdo tém sido encontradas regularmente nos moluscos bivalves durante
periodos curtos comparativamente com as toxicidades produzidas por dinoflagelados
(DSP e PSP), que apresentam wma permanéncia nos moluscos bivalves mais
prolongada [ Estas toxinas também pode afectar pequenos peixes pelagicos como a

sardinha e o biqueirdo 1

Sp

A toxicidade do tipo DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning) tem sido causada
pela ocorréncia de dinoflagelados toxicos com relevincia para o género Dinophysis,
principalmente o complexo D. acuminata e D. acuta. As toxinas que foram
inicialmente identificadas em bivalves relacionados com surtos de DSP, foram
separadas em trés grupos distintos de acordo com a sua estrutura de base: acido
ocaddico e dinofisistoxinas (AQ e DTXs), pectenotoxinas (PTXs) e iessotoxinag
(YTXs).

AQ e DTXs: Este grupo de toxinas é constituide por poliéteres lineares com
um grupo carboxilico livre e inclui o acide ocadaico (AO), a dinofisistoxina—1
(DTX1), a dinofisistoxina-2 (DTX2) e a dinofisistoxina—3 (DTX3). Todas estas
toxinas tém como estrutura base o esqueleto do AO podendo ser designadas pelo
grupo DSP e tém sido encontradas quer em bivalves quer em microalgas.

Os sintomas observados num caso de intoxicagio por DSP sdo diarreia,
nauseas, vomitos e dores abdominais. O despoletar dos sintomas apés o consumo de
bivalves varia entre 30 minutos, nos casos mais graves, até 7 horas, e em mais de 70 %
dos casos ocorre em menos de 4 horas, recuperando as vitimas ao fim de trés dias ¥,
Além destes sintomas é também conhecida a acgdo promotora de tumores do AQ em
animais de laboratdrio, no entanto, sdo ainda desconhecidas as implicacdes da sua

exposigio cronica no Homem por consumo de marisco contaminado ™.
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PTX: Estruturalmente as PTX sfo separaveis em dois grupos, um grupo que
possul uma estrutura de éster ciclico (PTX1-9), e outro grupo que ¢ designado por
“seco acido” no qual a ligagio éster na estrutura ciclica é hidrolisada e expoe acido
carboxilico livre e o alcool (PTX2SA). A PTX2 ¢ produzida por Dinophysis spp. que
produzem o AQ e seus analogos, sendo uma percursora de outras toxinas. Uma vez
que nas vieiras as PTX aparecem sempre acompanhadas pelas do grupo do AO, torna-
se dificil avaliar a contribuigio das PTX em intoxicacSes humanas separadamente. A
PTX2 quando administrada oralmente em ratos causa diarreia e danos graves no
figado e intestinos ¥,

YTX. As espécies de dinoflagelados que t8m sido consideradas responsaveis
pelas YTX sdo o Gonyaulax grindleyi e o Lingulodrinium polyedrum. Este terceiro
grupo de toxinas € constituido pela iessotoxina e seus analogos, e consistem em
poliéteres com radicais sulfato. Além da YTX foram determinadas as configuragdes de
varios analogos como 45-hidroxiYTX; 45,46,47 trinorYTX, homoYTX e 45-
hidroxihomoYTX !

Geralmente as YTX e PTX coexistem com o AO nos moluscos bivalves,
levando frequentemente a que sejam associadas ao DSP. No entanto, as YTX diferem
significativamente na estrutura quimica e efeitos toxicolégicos do AO e DTX, pelo
que devem de ser classificadas num grupo distinto. Nio existem relatos de
intoxicagdes humanas causadas pela ingestio de bivalves contaminados com YTXs. A
presenca de YTX é conhecida em vieiras e mexilhdes provenientes do Japéo, Chile,
Noruega, Nova Zelandia e Itdlia. A YTX é a mais toxica da toxinas originais do
“grupo DSP” e quando administrada intraperitonialmente em animais causa danos
graves no musculo cardiaco; as YTX dessulfatadas causam também necrose hepatica e
pancreal, contudo os efeitos toxicolégicos no Homem estdo ainda por determinar [

AZA: Foi descoberta recentemente uma nova classe de toxinas poliéteres apés
uma mtoxicacio humana com mexilhdes da Irlanda, sendo os sintomas semelhantes
aos de DSP. A nova toxina foi isolada o denominada azaspiracido (AZA). Para além
do AZA existem quatro analogos, AZA2 a AZA5. Considera-se que os compostos
AZA, AZA2 e AZA3 possam ser produtos genuinos de um dinoflagelado, que ainda
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nfo identificado, enquanto que o AZA4 e AZAS, serdo produtos do metabolismo dos

préprios bivalves

MATERIAL E METODOS

Amostragem: O programa de monitorizagio abrange todos os bancos de bivalves
exploraveis nos estuarios, lagoas e zona costeira, existindo 45 estages de amostragem
fixas. As amostras de bivalves sfo enviadas para o Laboratério de Biotoxinas
Marmhas no IPIMAR, pelos técnicos do IPIMAR através dos CRIP com uma
frequéncia semanal/quinzenal, sendo a amostragem intensificada sempre que sejam
detectadas espécies fitoplanctonicas toxicas na dgua ou quando existam resultados
positivos nas analises de biotoxinas, até que os bivalves fiquem isentos de toxinas e as

espécies toxicas se tornem raras.

Detecgo de toxinas ASP: O AD é monitorizado por HPLC através do método de
Quilliam e /), sendo o nivel de tolerancia para o AD de 20 pg de acido domdico/g
tecido.

Deteccdo de toxinas DSP: A monitoriza¢io de toxinas DSP ¢ efectuada por bioensaio

em ratinhos segundo o método de Yasumoto 84 I Considera-se o ensaio positivo
quando apods injecgdo intraperitonial dois em trés ratinhos morrem até as 24 horas.
Paralelamente ¢ feita a confirmagio das toxinas DSP por LC-MS utilizando o método
de Suzuki ™. O nivel de tolerincia para DSP ¢ de 16 pg de AQ equivalente/100g
tecido.

Deteccéio de toxinas PTX, YTX e AZA: Sdo detectadas no bioensaio de DSP, dificeis

de identificar por métodos quimicos, porque ndo ha padrdes comercializados.

RESULTADOS
ASP

Apresentam-se os resultados relativos as biotoxinas do tipo ASP na costa
portuguesa nos anos 2000 e 2001. As zonas mais afectadas por ASP durante 2000
foram a Ria de Aveiro (Fig.1) e o Estuario do Mondego, Figueira da Foz (Fig. 2). Na

Ria de Aveiro, em 2000 (Fig. 1), varas espécies apresentaram niveis de AD
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preocupantes, mas somente o berbigdo (Cerastoderma edule) apresentou valores que
ultrapassaram o limite de tolerdncia (20 pg AD/g tecido), tendo sido interdita a sua
apanha e comercializagdo. Em 2001 a detecgiio de AD ocorreu num menor niimero de
espécies sendo o berbigio a espécie onde se detectou o maximo (40,0 pg AD/g tecido)
(Fig. 3), no entanto o mexithio (Mytilus edulis) também ultrapassou o limite de
tolerdncia. Este ano ndo foi necessario interditar a zona por ASP, porque a mesma ja
se encontrava interdita por DSP. No Estudrio do Mondego verificamos que o berbigio
¢ a lambujinha (Scrobicularia plana) apresentaram niveis de AD superiores aos
limites de tolerdncia, levando a interdi¢io da apanha e comercializagdo destes
moluscos bivalves na area de jurisdigdo da Capitania do Porto da Figueira da Foz (Fig.
2).

Na mesma zona em 2001 (Fig. 4), a toxicidade ASP surgiu mais tarde no
inicio do verdo, sendo as espécies afectadas o mexilhdo e a lambujinha, ndo se
verificando a presenca de AD no berbigio. A lambujinha apresentou valores de
toxicidade ASP superiores aos do mexilhdo, com excepgio do pico de 25 de Junho
onde o mexilhdo apresentou valores superiores, O valor maximo de AD observado até
a data (64,6 ug AD/g tecido) foi bastante superior ao maximo detectado em 2000 para
o berbigdo(29,6 pg AD/g tecido). No Algarve, na Ria de Alvor, durante os meses de
Fevereiro ¢ Margo de 2001 verificaram-se valores muito elevados de AD na améijoa-
boa (Ruditapes decussata), figura 5, pelo que se procedeu a solicitagdo da interdigio
da apanha e comercializagio deste bivalve na Ria, area de Jurisdigdo das Capitanias
dos Portos de Portimio e Lagos. O maximo detectado foi de 163,0 pg AD/g tecido,

oito vezes o limite de tolerancia.

Sp
A toxicidade DSP nos bivalves da costa portuguesa é um fendmeno
recorrente, sendo o mexilhdio uma das espécies mais afectadas por este tipo de
biotoxinas. Apresentam-se os resultados de DSP determinados por bioensaio e por
LC-MS para o mexilhdo da Ria de Aveiro no ano 2000 (Fig. 6) e no ano 2001 (Fig. 7).

Da analise da figura 6 observa-se que a toxicidade DSP surgiu na primavera, tendo
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permanecido até ao fim de 2000, obrigando 4 interdigio da apanha e comercializacdo
deste bivalve na Ria de Aveiro por todo esse periodo. Fntre 4 de Setembro ¢ 9 de
Outubro as quantidades de AQ total determinadas por LC-MS néo sdo suficientes para
justificar os tempos médios de sobrevivéncia observados no bioensaio. Este facto
podera dever-se a presenga de outras toxinas que ndo as do grupo do AQ. No ano 2001
(Fig. 7), a toxicidade surgiu mais tarde, no inicio do verdo. Neste ano os valores de
AQ total que se vém observando por LC-MS siio bastante superiores aos observados
no ano anterior. Em 2000 o maximo de AO total detectado foi de 1,76 pg AQ total/g
hepatopancreas enquanto que em 2001 até i data, ja se atingiu um maximo de 22,4 pg
AQ total/g hepatopancreas. Outra espécie que no corrente ano tem sido bastante
afectada por DSP é a conquilha (Donax spp.) da zona litoral de Lisboa, Setibal ¢
Algarve, originando a sua interdi¢do. Os resultados do bioensaio obtidos para esta
espécie apresentam-se na figura 8. Observa-se que a conquilha é um organismo capaz
de acumular rapidamente as toxinas em quantidade suficiente para se considerar um
ensaio positivo (2 ratinhos mortos as 24 horas). Na conquitha verificou-se uma
depuragdo mais rapida das toxinas do que no mexilhdo, espécie que normalmente é
mais afectada por DSP. Na zona litoral do Algarve detectou-se DSP no final de
Agosto até fins de Setembro, observando-se um pico maximo de toxicidade (0,33 b
a 18 de Setembro que corresponde a um tempo médio de sobrevivéncia de trés horas.
Na zona litoral de Lisboa e Setibal a toxicidade surgin durante o0 més de Julho e no
final de Agosto inicio de Setembro, sendo os resultados de toxicidade encontrados na
conquitha da zona de Lisboa mais elevados, originando a morte dos ratinhos ao fim de

1 hora apdés injecgiio intraperitonial.
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Figura 1 -Toxicidade ASP em bivalves da Ria de Aveiro no ano 2000.
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Figura 2 - Toxicidade ASP em bivalves do Estuario do Mondego no ano 2000.
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DISCUSSAO
ASP

Nestes dois anos atingiram-se niveis de AD bastante elevados, ultrapassando
largamente o limite de tolerancia estabelecido, com relevo para a améjjoa-boa da Ria
de Alvr na Primavera de 2001. Observou-se que a toxicidade ASP é um fendmeno
fecorrente, que surge principalmente na primavera inicio de Verdo. Apesar de o
mexilhdo ser normalmente utilizado como espécie indicadora da presenga de
biotoxinas, verifica-se que no caso do ASP este ndo & o mais indicado pois existem
outras espécies que acumulam mais o AD, como o berbigio, a lambujinha e a améijoa-
macha. Nos episodios de ASP mesmo que os bivalves acumulem niveis muito
elevados de AD, a toxicidade pode decair rapidamente para niveis toleraveis em pouco
tempo, originando periodos de interdigdo relativamente curtos quando comparados
com os episodio de DSP, que chegam a atingir largos meses.
DSP

A toxicidade DSP § a que mais tem afectado os bivalves provenientes da costa
portuguesa, nomeadamente os bivalves provenientes da Ria de Aveiro que tem sido
uma zona endémica para estas toxinas, especialmente o mexilhdo que tem sido
consecutivamente afectado pela contaminagio prolongada de DSP, Na detecgio das
toxinas do grupo DSP verificaram-se algumas discrepancias entre os resultados
obtidos por bioensaio em ratinhos e os resultados de LC-MS. No ano 2001 estas
discrepancias foram menores que as observadas no ano 2000. As diferencas nos
resultados obtidos pelos dois métodos & possivelmente justificada pela grande
variabilidade que existe num ensaio com animais, pela sua reduzida sensibilidade e
tratar-se de um método de largo espectro, podendo acusar varios tipos de toxicidade,
contrastando com um método quimico como o LC-MS muito preciso e com elevada
especificidade. A detecgio LC-MS permite um controlo mais rapido e eficaz das
toxinas do grupo do AO, enquanto que o bioensaio exige um tempo de observagio de
48 horas e ndo ¢ quantitativo, O bioensaio tem no entanto a vantagem de detectar ndo
$6 0 AO e seus analogos, mas também as PTX, YTX, AZA ¢ qualquer outra toxina
lipossolivel que ainda se desconheca, protegendo melhor a satide piiblica e dat ser o

método oficial. O LC-MS pode no entanto ser proposto para a monitorizagdo de areas
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onde o AQ e os seus analogos sejam as toxinas dominantes sendo necessario conhecer
bem o perfil de toxinas de cada zona. O ensaio de mibigdo da proteina fosfatase PPZA
pode também ser utilizado como método alternativo para a detecgio do AO e seus
analogos ™,

O reconhecimento da presenca de PTX nos bivaives portugueses indica que a
toxicidade encontrada pode estar ndo sé associada ao teor de AO e seus analogos, mas
também estar fortemente ligada a concentracdo de PTX2SA. A PTX2SA ja foi
confirmada em Fevereiro de 1998 em bivalves provenientes do Algarve, ¢ em Margo
de 1998 em bivalves da regido de Setibal por LC-MS P!,

Presentemente o bioensaio € o unico método para a detecgdo das AZA, PTX e
YTX. O método de LC-MS pode ser utilizado como método altemativo ao bioensaio,
uma vez que consegue detecta-las, tendo como constrangimento a inexisténcia de
padrdes o que ndo permite a sua utilizagio generalizada.

A ocorréncia de toxinas DSP nos moluscos bivalves ndo se restringe a um
problema de saide publica, ¢ também um problema sério a nivel socio-econdmico

para a industria do sector.
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AUTENTICIDADE DE PRODUTOS DA PESCA

Rogério Mendes
Instituto de Investigagdo das Pescas e do Mar, Av. Brasilia, 1449-006 Lisboa

RESUMO

O incremento das trocas comerciais dos produtos da pesca e o acréscimo do consumo
de pescado processado na forma de postas, filetes, polpas e surimi veio tomar
particularmente importante o problema da correcta identificagdo das espécies
comercializadas. Quando o pescado é transaccionado inteiro, a sua espécie &
facilmente identificada pela analise das caracteristicas morfologicas externas. Todavia,
importantes problemas ao nivel da garantia da autenticidade tém vindo a surgir com o
progresso tecnoldgico da indistria de transformagdo ¢ a divulgagio da aquisi¢do de
pescado e produtos derivados. em que aqueles caracteres nio estio presentes ou em
que este ndo € mais do que um ingrediente.

Os individuos de uma mesma espécie sdo caracterizados pela sua composi¢io
genética, a qual determina a existéncia de um conjunto caracteristico de proteinas.
Este facto levou a que a maioria dos métodos utilizados na diferenciagio ¢
identificacfo de espécies de pescado em alimentos recorra a varios tipos de analise e
separacdo de proteinas. No entanto, como os acidos nucleicos sio Tesponsaveis pela
informagdo genética, a identificagdo de espécies também pode ser efectuada por
analise de DNA.

Neste trabalho sdo apresentadas as técnicas mais utilizadas para este fim e
alguns dos resultados obtidos durante o desenvolvimento de projectos de investigagdo
nesta area. Referem-se ainda alguns dos principais problemas a ultrapassar, bem como

a localizagio de bases de dados na Internet com informagbes sobre estas questdes.
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INTRODUCAO

Peixes, moluscos e crustaceos com Bl

O desenvolvimento das trocas comerciais dos produtos da pesca e o aumento
do consumo de pescado processado na forma de postas, filetes, polpas e surimi veio
tomar particularmente importante o problema da correcta identificagdo das espécies
comercializadas. Em geral, a espécie é facilmente identificada pela analise das
caracteristicas morfologicas externas quando o pescado é transaccionado inteiro.
Todavia, o progresso tecnoldgico no processamento e a divulgacdo da aquisigdo de
pescado e produtos derivados em que aqueles caracteres ndo estdo presentes ou em
que este ndo ¢ mais do que um ingrediente tém colocado importantes problemas ao
nivel da garantia da autenticidade. A titulo de exemplo cita-se, no caso dos
cefaldpodes, a distingdo entre lulas (género Loligo) e potas (género lllex) cuja
identificagdo ndo oferece dificuldades, quando os exemplares se encontram inteiros,
mas que se toma impossivel nos produtos transformados (argolas, mantos ou
conservas).

Idénticas questbes se levantam também quando o pescado & sujeito a
diferentes formas de processamento, como sejam a filetagem, salga, fumagem,
esterilizacdo, pasteurizagdo e outras. Tal situagfio decorre, em particular, da alteragio
durante o processamento dos caracteres morfolégicos externos utilizados na
identificagao, o que possibilita a substituigio de espécies mais valiosas por outras de
menor valor comercial e, portanto, a ocorréncia de praticas comerciais fraudulentas. A
importagdo de espécies pouco conhecidas de areas fonginquas e a sua comercializagio
com a mesma designagdo das tradicionalmente comercializadas ocorre com alguma
frequéncia e, apesar de poderem ser comparaveis em termos nutritivos e
organolépticos e do seu consumo poder nfo envolver quaisquer riscos, levanta sempre
dividas junto de importadores e consumidores. Assim, podem referir-se, como
exemplos, as possivels substituigdes de espadarte (Xiphias gladius), de tamboril
(Lophius sp.) e de linguado (Solea vulgaris) por espécies muito semelhantes
importadas do Pacifico e ainda as trocas que ocorrem com tunideos e crustaceos. Por

estas razdes e em virtude do facto das diferentes espécies de pescado, mesmo as
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filogeneticamente relacionadas, poderem ter diferentes valores de mercado, é do
interesse do industrial, que compra a matéria prima para posteriormente processar e do
consumidor, saberem que produto estio a comprar.

Para além dos aspectos acima referidos, a identificagio de espécies e o
controlo da sua autenticidade, pode ser também encarada como uma questio de
controlo de qualidade, em particular, no caso de produtos embalados em que ha
obrigatoriedade de designacdo da espécie no rétulo da embalagem. O controlo da
concordancia entre o indicado no rétulo e a composigio real & no entanto, muito
complexo em virtude do elevado niimero de espécies usadas no consumo humano.

Um dos pré-requisitos para o cumprimento das normas regulamentares ¢,
contudo, a existéncia de diferentes técnicas que permitam a identificagio de diferentes
espécies e que possam ser utilizadas em diversos produtos derivados do pescado. O
principal problema para o desenvolvimento ¢ aplicagdo de qualquer técnica analitica ¢
neste caso, o elevado miimero de espécies de peixe, moluscos e crustaceos que sdo
consunudas em todo o mundo e a variedade de produtos nos quais séo transformados,
o que tormna dificil a utilizagdo de uma so técnica em todas as situagdes. Por estas
razbes, o desenvolvimento de métodos analiticos que permitam uma identificacio
precisa das espécies de pescado tem-se revelado, sobretudo nos dltimos anos, de
grande importincia no controlo da autenticidade dos produtos transformados
preparados & base de pescado.

Os individuos de uma mesma espécie sdo caracterizados pela sua composigio
genética (genoma), a qual determina a existéncia de um conjunto caracteristico de
proteinas. Este facto levou a que a maioria dos métodos utilizados na diferenciagio e
identificagio de espécies de pescado em alimentos recorram a varios tipos de analise
de proteinas. No entanto, os acidos nucleicos e em particular o DNA, ao serem
responsaveis pela informagdo genética, tém também sido utilizados na identificagio de
espécies,

Assim, para ultrapassar as dificuldades da identificagio e permitir um
adequado controlo da autenticidade tem-se recorrido, especificamente, a dois tipos de
métodos quimicos: a electroforese das proteinas e a analise de DNA. Para a

identificagio de filetes on musculo de pescado os métodos que assentam na
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electroforese classica revelam-se fidveis, faceis de aplicar pelos laboratorios de
controlo e, até ao presente, muito mais baratos do que os métodos de analise do DNA,
apesar de serem estes os métodos que representam o futuro neste dominio.

Nesta medida, as técnicas electroforéticas constituem, provavelments, os
métodos mais frequentemente usados na analise de proteinas para identificagdo de
espécies. Dentro destas, a técnica a usar depende do tipo de produto a analisar, pois o
pescado pode ser submetido a diferentes tipos de processamento, o qual pode alterar a
estrutura nativa das proteinas. A electroforese (SDS-PAGE) ¢ focagem isoeléctrica
(IEF) séo as técnicas de identificagdo de espécies mais utilizadas em pescado fresco e
congelado e baseiam-se na especificidade das proteinas de cada espécie. Na focagem
isoeléctrica estas proteinas, ao serem submetidas a um campo eléctrico num gradiente
de pH, migram at¢ ao seu ponto isoeléctrico onde se imobilizam, permitindo assim
uma separagdo das proteinas, isto é, perfis proteicos com grande resolugio e
caracteristicos de cada espécie (Shaklee e Keenan, 1986; Mackie, 1980, 1990). No que
se refere a electroforese as proteinas migram numa solugfio tampdo a pH e forga iénica
constantes e a separagdo é funcdo, basicamente, da massa molecular destas. No caso
particular dos produtos que foram sujeitos a processamento térmico, a identificagdo
toma-se especialmente dificil em virtude das proteinas terem sofrido uma
desnaturagdo e precipitarem como resultado da formagfio de ligagbes quimicas no
covalentes, hidrofobicas e por pontes de hidrogénio, interacgdes electrostaticas e
possivel formagdo de ligagGes disulfureto (Mackie, 1990). Neste caso tem de se
recorrer a extracgdes com solugdes desnaturantes (sédio dodecil sulfato ou ureia) em
conjunto com agentes reductores (2B-mercaptostanol) para ruptura das ligagGes
disulfureto. O mesmo se passa quando o pescado € sujeito a um processo de
esterilizagdo, como € o verificado durante a apertizagiio das conservas, em que as
proteinas sofrem uma desnaturagdo mais acentuada com formagio de mais ligagdes
disulfureto e possivel desenvolvimento de ligagdes hidrogenadas, hidrofobicas e
ligagdes carboxilicas (Carvajal ¢ Gallo, 1984; Mackie, 1990). Quando a autoclavagem
¢ muito drastica, a unica forma de solubilizagdo das proteinas ¢ a extracgfio com uma
solugdo de acido formico e brometo de cianogénio, que provoca a formagdo de

pequenos peptideos através da ruptura das proteinas ao nivel dos residuos de
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metionina (Mackie, 1980; Carvajal, 1984, Mackie ef al, 1992). Nestes casos as
técnicas mais utilizadas sdo a electroforese com Excel-Gels (Amersham Biosciences)
e a focagem isoeléctrica com Clean-Gels (Amersham Biosciences),

A identificagio de espécies a partir da analise do extracto aquoso do musculo
pode ser efectuada por comparagdo directa com fotografias de géis de IEF de amostras
de referéncia. Contudo, uma identificagio rigorosa requer a comparacdo da amostra
desconhecida com amostras de referéncia analisadas no mesmo gel. Estas amostras de
referéncia deverdio ser constituidas por exemplares inteiros, previamente identificados
por um especialista pelos seus caracteres morfolégicos externos. Este material
certificado pode servir como referéncia durante pelo menos um ano em congelado sem
perda significativa de bandas proteicas fundamentais para a identificacdo da espécie.

A actividade desenvolvida nesta area no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Inovagdo Tecnolégica e Valorizagdo dos Produtos da Pesca
inscreve-se no ambito do controlo de qualidade do pescado e tem em vista prestar
apoio aos industriais do sector de transformagdo e comercializagio e s actividades de
nspecgdo, bem como contribuir para melhorar e padronizar as técnicas analiticas.
Neste sentido e no ambito de projectos internos e de projectos europeus de
investigagdo, foram desenvolvidas metodologias especificas para o pescado fresco e
congelado e igualmente para os diferentes tipos de produtos derivados do pescado,
sujeitos a processamento térmico. Todas estas metodologias foram, numa primeira
fase objecto, de uma rigorosa avaliagio no decurso da realizacdo de exercicios de
intercalibragdo que contaram com a colaboragdo de laboratérios de 9 paises europeus.
Numa segunda fase, procedeu-se ao estudo da influéncia da variagio geografica no
perfil electroforético de algumas espécies e ainda ao estudo da identificagdo de
misturas de pescado. Como resultado deste trabalho existe presentemente uma pagina
na Intermet (www.rivo.dlo.nl/mktv/project-advancedmethods/home htm) onde foi
sumariada a informagdo disponivel sobre as metodologias de analise ¢ os parametros
fisicos (ponto isoeléctrico e/ou peso molecular) das proteinas usadas na identificagdo
de especies. Esta base de dados de referéncia e outras existentes na Internet
(www.cfsan fda gov/~frf/rfe0.html) contém informagdo sobre pescado fresco e

congelado e ainda sobre pescado processado termicamente e produtos derivados, de
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modo a permitir a rapida identificagdo de amostras desconhecidas sem a necessidade

de obter e empregar amostras de referéncia.
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ROTULAGEM E RASTREABILIDADE DE PRODUTOS DA PESCA

Paulo Vaz-Pires
Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Largo Prof. Abel Salazar, 2 4099-003
Porto

INTRODUCAQ

Em primeiro lugar, convém analisar a definigdo de rastreio, por vezes referido,
até mesmo em documentos oficiais, como rastreabilidade, embora este termo nio
exista em portugués e corresponda a tentativas de traducdo da expressio inglesa
traceability, palavra composta pelos elementos trace (to trace=rastrear) -+ ability
(capacidade).

O rastreio pode ser definido como "a capacidade de identificar a histéria, a
utilizagdo ou a localizagio de uma entidade através de registos apropriados” (tradugio
e adaptago do autor a partir de "the ability to trace the history, application or location
of an entity by means of recorded identifications" (ISO 8402).

Assim, sdo 3 os objectivos gerais do rastreio: se ha um problema numa
determinada cadeia de producdio, neste caso alimentar, pretende-se;

1) identificar os destinos e recolher o produto para evitar o avolumar do problema no

destino; pretende-se também 2) identificar a origem e descobrir as causas para evitar o

avolumar do problema na fonte e evitar que ocorra no futuro, Se ndo ha nenhum

problema, entdo o rastreio pode 3) reduzir a probabilidade da sua ocorréncia, ou seja,

tem uma acgdo preventiva continuada.

O rastreio pode ser interno, ou seja, ser efectuado dentro de uma empresa,
desde a recepcdo de matérias-primas até ao produto final, ou ser efectuado entre
empresas, sendo designado como rastreio de percurso ou cadeia, para poder ser
efectuado, o rastreio utiliza mecanismos de controlo (instrumentos, ferramentas e
métodos para recolher, registar, verificar e transmitir dados).

O rastreio depende, portanto, de registos que podem ser mantidos num determinado

local (por exemplo, registar peso em base de dados), podem ser transmitidos ao longo
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do percurso, directamente sobre o produto ou mesmo fora dele (por exemplo: etiqueta
com peso, guia de marcha), ou podem ainda ser criados de novo durante o percurso
(por exemplo: data de descongelacdo).

O rotulo ou etiqueta ¢ apenas o meio fisico que suporta a informagio que
acompanha directamente o produto, sendo comuns nos produtos alimentares o papel
impresso (autocolante), a impressdo directa na embalagem ou produto e placas de
plastico penduradas ou espetadas, entre muitos outros tipos. E, portanto, frequente a
confusfo entre rastreio ¢ etiquetagem, embora a etiquetagem seja apenas uma das
formas possiveis de tomar visivel determinada informagio referente ao rastreio. De
facto, provavelmente no futuro, apenas uma pequena parte da informacdo referente ao
rastreio sera transmitida ou registada em etiquetas visiveis para o consumidor.

As informagdes que, habitualmente, estdo contidas nas embalagens de pescado
sdo bastante diversas e dependem muito do tipo de produto a que se referem, sendo
habituais os seguintes tipos de informagdo, entre outros:

» Nome vulgar e cientifico

* Pais ¢ regido de origem

+ Data e hora de pesca/abate/morte

* Peso, tamanho, calibre

* Tipo de processamento fisico/quimico

+ Importador, exportador

* Transportador

» Informagio ambiental

» Informagfo sanitaria (licengas, alvaras, registos)
+ Informagdo promocional

» Informagio sobre conservagéo e preparagéo, etc.
Em Portugal (como em todos os paises da UE) é j& comum a utilizacdo de

uma etiqueta para produtos de aquacultura, para colocagdo nas caixas do pescado, que

obedece ao seguinte formato geral:
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Pais de origem: Calibre: Fresoura: 3
PORTUGAL |  3(200-299 Categarz; EXTRA
{ 9) pata: 27IJAN/2000
E
A
B
Produto: TRUTA Nome cientifico: Oncorhynchus mykiss
Nome comercial: TRUTA ARCO-IRIS
Peso liquido: ‘ Forma de obtencéo: Modoe de apresentagio: Expedidor;
INTEIRA, BRANCA | TRUTAS DD NORTE
5 kg AQUACULTURA N° RSL: 12.9435/0
Tratamento: Morada: ESTR. NAC.
GELO N° 12 . 4890 LLAVRA

Esta etiqueta, embora seja obviamente util e possa contribuir para o rastreio, é
ne entanto gerélmente perdida quando o pescado é transferido, por exemplo, da caixa
do aquacultor para o expositor da peixaria; assim, o rastreio no & conseguido com a
simples criagdo e utilizagio de etiquetas, mas sim através da escolha da mformagio
importante e da definigio exacta da sua localizacio ¢ acesso em qualquer dos elos da
cadeia produtiva.

Cientes deste facto, as autoridades da UE e dos paises membros publicaram
legislagdo comunitaria recente (Reg. CE n.° 2065/2001, de 22 de Outubro de 2001),
cuja leitura e cumprimento sio absolutamente indispensaveis para que o rastreio possa
existir neste sector de actividade. Este regulamento estabelece as regras de execucdo
do Reg. (CE) n® 104/2000 do Conselho, respeitante a informagdo ao consumidor no
sector dos produtos da pesca e da aquicultura.

As etiquetas de desenvolvimento recents conhecidas como TTI (time-
temperature integrafors ou indicators, ou seja, integradores tempo/temperatura)
merecem aqui referéncia, por serem uma forma pritica de revelar dados sobre a
historia de temperatura do produto, certamente uma das informagdes mais importantes
num produto alimentar altamente perecivel como é o pescado. Sdo também um
excelente exemplo de informagdo que é continua e automaticamente modificada

durante a vida il do produto.
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A acgdo concertada TRACEFISH (abreviatura de Traceability of Fish
Products) ¢ um projecto de iniciativa e coordenagio norueguesas, que teve inicio em

Dezembro de 2000 e terminara em Novembro de 2002. Participam 20 paises, estando

representadas, por 48 pessoas, 24 entidades diferentes.

Este projecto tem como objectivo, apenas, o estudo do rastreio do percurso ou
cadeia, sendo o objectivo geral e principal a criagio de normas de adesdo voluntaria

para uso na industria do pescado (considerando industria toda a cadeia de produgdo
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envolvida). As tarefas a desenvolver incluem a escolha da informagéo relevante, a
decisdo sobre onde e como a recolher e manter e, ainda, o desenvolvimento do suporte
fisico e/ou informatico conveniente para esses fins. O projecto foi dividido desde o seu
inicio em 3 grupos de trabatho, um dedicado ao pescado selvagem, outro ac pescado
de aquacultura e um terceiro dedicado 3s questdes técnicas (suportes electrénicos,
etc.).

Entre as primeiras tarefas dos grupos de trabalho, foram esquematizados os
percursos do pescado desde a sua origem até ao consumidor; o caso dos moluscos,
considerado bastante particular, foi considerado separadamente, ja que o rastreio deste
produto assume também algumas particularidades especiais.

A informacdo a tratar foi dividida em 3 grandes tipos diferentes: a chamada
informagdo basica, fundamental ou minima (por exemplo, a espécie, o peso total), a
informagdo relacionada com a seguranca ou critica (microbiologia, uso de organismos
geneticamente modificados) e a considerada informagio comercial, adicional ou
benéfica {como a cor dos salmonideos, informagdo ambiental, etc). Pretende-se com
esta divisdo conseguir um escalonamento e uma melhor percepcdo, em primeiro lugar,
da importancia da informagdo a tratar, mas também distinguir methor quais os niveis
de acesso e utilizadores de cada tipo de dados.

O projecto tem tido, desde a sua criagiio, a preocupacdo de ter uwm ambito
muito alargado a todos os que pretendam participar; para isso, foram criadas varias
formas:

» visitar a pagina do projecto na internet: www tracefish org:

» juntar-se & mailing Ilist, bastando enviar um e-mail para Petter Olsen
{coordenador do projecto): petter.olsen@fiskforsk.norut.no, ou para Marianne
Midtsand Jensen, (secretaria do projecto): marianne-
mudtsand jensen@fiskforsk norut.no;

* assistir as conferéncias;

Nantes, Setembro de 2001
Amsterdio, 7 ¢ 8 Marco de 2002
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Percurse do pescado Percurso do pescado de Percurso dos moluscos bivalves

selvagem aguaculfura
Moluscos de aquacultura (extensiva
q
Captura Cultura ou pesca (dragas de fundo ou
ganchorras)
1 1 1
I Tratamento a bordo I I Caplura | | Lavagem ]
1 4 b
i Conservagio a bordo 1 I Abate | l Ensacagem (sacos de 50 kg) l
i b I
| Descarga em terma ] l Conservagio I l Armavenamento ]
13 y 1

Origem na pesca ou aquacultura:

» dezonas A, B, C: etiquetagem
Inspeccdo sanitéria Transporte até processadoy com data e origem

» de zonas proibidas: destruigio

1) 1 1

Transporte para o centro de
depuragio ou distribuigdo:
e de zonas A registo, pesagem,
Venda em ota Processamento etiquetagem e distribui¢io
{eventualmente 2° venda) » de zonas B e C: registo,
pesagem, depuragio,
etiquetagem e distribuigho
¢ de zonas proibidas; destruigio

1 1 )

[ Transporie até processador l | Transporte até local de venda [ L Grossistas j
1

L Processamento —I ] Conservagio até venda f [ Retalhistas ]

{

I Transporte até local de ] ! Venda | I Consumidores l

! { 1
Conservagiio até venda Transporte até consumidor Consumo (geralmente cozinhados,
mas também crus)

} 4

| Venda | | Conservagéio até consumo I
)

, Transporte até consumidor I I Preparagéo ¢ consumo ]

‘ Conservagfio até consumo |

i Preparagio e consumo |
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Barcelona, Outono de 2002
» sugerir conferencistas a convidar;
* participar num dos 3 grupos de normalizagio: pescas, aquacultura e assuntos

técnicos

FUTURO E PERSPECTIVAS
Em relagio ao futuro apds o projecto, prevéem-se as seguintes fases graduais
de aplicagdo do rastreio no sector do pescado, ja que se trata de um sector com muitas

tradices e pouco receptivo a mudangas de habitos antigos:

* avaliagdo de necessidades

» normalizacdo de informagdes e suportes

» publicagdo das normas de rastreio de adesdo voluntaria
* obrigagdo legal em unidades novas

* obrigagdo em algumas unidades (a definir)

» obrigagdo em todas as unidades

Espera-se assim, com o projecto e, no futuro, com a aplicagio do rastreio ao
sector do pescado, conseguir uma melhor seguranga e uma maior capacidade de
resposta, especialmente antes de surgirem no pescado problemas graves de saude
publica, como infelizmente aconteceu j4 noutros sectores da indastria alimentar, com
0s prejuizos e custos que sdo do conhecimento pablico.

BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA
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LEGISLACAO E NORMALIZACAO NO SECTOR DA PESCA

M. Abreu Dias
Altcontrol Lda.

A abordagem do tema Legislacio e Normalizagdo num seminario sobre
Qualidade, Seguranga e Inovagdo Tecnolégica visa, por um lado, caracterizar o quadro
normativo legal que rege a instalagdo e funcionamento dos navios e estabelecimentos
em que decorrem as actividades do sector das pescas, avaliando a sua clareza,
facilidade de aplicagio e nivel de eficicia e, por outro lado, referenciar aquela
legislagdo que especificamente estabelece normas que visam a higiene e seguranga.

Seis diplomas legais enquadram praticamente todos os aspectos fundamentais
do ponto de vista legal, para garantia da seguranga dos produtos da pesca. So eles:

- O Decreto Regulamentar 61/91, de 27 de Novembro que institui o
Regulamento do Exercicio da Actividade da Industria Transformadora da Pesca em
Terra — RAIP.

- O Decreto Lei 293/98, de 18 de Setembro, que aprova as normas sanitirias
relativas  produgfio e colocagdo no mercado de moluscos bivalves vivos.

- O Decreto Lei 375/98, de 24 de Novembro, que fixa as normas minimas de
higiene aplicaveis aos produtos da pesca obtidos a bordo de determinados navios e as
normas sanitarias relativas 4 produgiio e colocaciio no mercado dos produtos da pesca
destinados ao consumo humano.

- O Decreto-Lei 67/ 98, de 18 de Marco, que estabelece as normas gerais de
higiene a que devem estar sujeitos os géneros alimenticios, bem como as modalidades
de verificacdo do cumprimento dessas normas.

- O Decreto Regulamentar 14/ 2000, de 21 de Setembro, que define os
requisitos e condigSes relativos a instalagio e exploragdo dos estabelecimentos de
culturas marinhas e conexos, a atribuigio de autorizagdes e licencas e as condigBes da

sua transmissdo e cessacgdo.
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~ O regulamento (CE) n° 2406/96 do Conselho, de 26 de Novembro, relativo 3
fixagdo de normmas comuns de comercializagdo para certos produtos da pesca, que
inclui tabelas de cotagdo de frescura do pescado.

Para além destes diplomas, que sGo de cumprimento obrigatdrio, ha uma série
de documentos normativos, de que se destacam os Cédigos de Boas Praticas para
Pescado Fresco, para Pescado Congelado e para Pescado Picado, editados pela
Comissdo Técnica de Normalizagio CT-25 e ainda varias normas com recomendacdes
tecnologicas, higiénicas e de interesse comercial.

Pode dizer-se que este arsenal normativo contém tudo o que as empresas do
sector do pescado devem conhecer e praticar para assegurarem a legalidade dos seus

estabelecimentos € garantirem a salubridade dos seus produtos.

LICENCIAMENTO DE ESTABELECIMENTOS DO SECTOR DAS PESCAS

A primeira medida em termos de higiene e seguranga dos produtos da pesca &
ter os estabelecitmentos & navios licenciados e dotados do respectivo mimero de
controlo veterinario.

O licenciamento e a concessdo de licenga de laboragio dos navios e
estabelecimentos de pescado ¢ da competéncia da Direcgdo Geral das Pescas e
Aquicultura, sendo o respectivo nimero de controlo veterinario atribuido pela
Direcgdo Geral de Veterinaria. E este nimero que identifica os estabelecimentos que
reunem as condig3es técnico-funcionais e higio-sanitarias necessarias para assegurar a
salubridade dos produtos. Constitui pois um aval de confianga para os agentes
economicos, permite a circulagio dos produtos no espaco intracomunitirio e é o
elemento de referdncia para efeitos de controlo e fiscalizagdo pelos organismos
oficiais nacionais e comunitarios.

O processo de licenciamento de navios de pesca é omisso na legislagdo,
embora estejam definidas no Decreto-Lei 375/98, as condigdes, estruturais, funcionais
e higiénicas a que devem obedecer.

O licenciamento de estabelecimentos em terra é regulamentado pelo RAIP,

Curiosamente, todas as actividades industriais, quer extractivas quer de transformacio,
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incluindo as restantes industrias alimentares, sio regidas por um outro regulamento, o
Regulamento do Exercicio da Actividade Industrial (REAI), posto em vigor em 15 de
Margo de 1991, pelo Decreto Regulamentar 10/91, que foi depois alterado pelo
Decreto Regulamentar 25/93, de 17 de Agosto.

Sendo o objectivo do legislador simplificar o processo de licenciamento
industrial, ndo se compreende porque razio o pescado dispde de um regulamento
especifico, feito & semelhanca do REAI, apenas com pequenas diferengas que nio
justificam a unecessidade de um regulamento exclusivo, nomeadamente as pegas para
nstrugdo do processo, as classes e o critério de classificacdo das indistrias, que 6 de A
a D para todas as indistrias do REAl e I e Il classe, para as das pescas.

Em contrapartida n3o héd qualquer diploma Ilegal que estabeleca os
procedimentos a seguir por quem pretender licenciar um navio de pesca. A falta de
regulamento especifico esta a utilizar-se o RAJIP.

O RAIP estabelece as regras higio-sanitarias, tdcnico-funcionais e de
seguranga, a que devem obedecer os estabelecimentos de preparagdo, congelacio,
transformagéo e acondicionamento e embalagem de produtos da pesca e da aquicultura
em terra, bem como a sua anmazenagem e transporte.

Nao sendo a armazenagem nem o transporte actividades industriais, mas sim
comerciais, o seu enquadramento aqui ndo & claro e choca com o disposto em
legislagdo mais recente, o Decreto-Lei 370/99, de 18 de Setembro, que estabelece o
regime a que estd sujeito a instalagio dos estabelecimentos de comércio ou
armazenagem de produtos alimentares.

Os estabelecimentos abrangidos por este diploma constam da Portaria
33/2000, de 28 de Janeiro, na qual se encontram incluidos os estabelecimentos de
Comércio por Grosso de Peixe, Crustaceos e Moluscos (CAE 51381) e os Armazéns
Frigorificos (CAE 63121). As entidades que coordenam e centralizam o processo de
licenciamento destes estabelecimentos, sio as cAmaras municipais, que seguem para
esse efeito o regime de licenciamento municipal de obras particulares.

Na mesma sitvacdio de eventual sobreposi¢io de competéncias se encontra a
actividade de recepgdo e comercializagio de crusticeos vives, cuja importancia

econdmica € cada vez maior. O processo de licenciamento e as condigdes a que devem
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obedecer os estabelecimentos para essa actividade encontram-se definidas no Decreto
Regulamentar 14/200.

Contudo os Depdsitos de crustaceos vivos, tal como se encontram definidos
no citado decreto regulamentar, enquadram-se na CAE 51381 — Comércio por Grosso
de Peixe , Crustaceos e Moluscos, constante da Portaria 33/2000 e cujo processo de
licenciamento é regido pelo Decreto-Le1 370/99.

Finalmente, a competéncia para aprecia¢do dos projectos e licenciamento dos
estabelecimentos de indastrias alimentares, esta ainda dividida entre a Direcgdo Geral
de Veterinaria e a Direcgdo Geral de Fiscalizagio e Controlo da Qualidade dos
Alimentos, consoante se trate de produtos frescos ou transformados. Este facto que
levou a necessidade de definir a fronteira entre produtos frescos e produtos
transformados e obrigou ao estabelecimento de protocolos entre aquelas Direcgdes
Gerais e a Direcgdio Geral das Pescas e Agquicultura, para definir o ambito de
intervengdo de cada uma, cria situagSes complexas para a industria, sempre que no
mesmo estabelecimento se pratiquem tecnologias diversificadas, abrangendo tanto
produtos transformados como frescos. Na pratica leva a atrasos, vistorias diferenciadas
e grandes perdas de tempo.

Conforme se verifica, o processo de licenciamento é complexo, carecendo de -
uma revisdo para simplificacdo e uniformizagio processual, com eliminagio das
competéncias sobrepostas que se identificaram. No que se refere ao fim do
desdobramento entre produtos frescos e transformados pensamos que a situagio se
resolve com a entrada em fungbes da Agéncia para a Qualidade e Seguranca

Alimentar, uma vez que esta absorvera todas as competéncias nesta matéria.

LEGISLACAQ HIGIO-SANITARIA DO SECTOR

Os diplomas ja citados (Dec.Reg. 61/91; Dec.Lei 293/98 ¢ Dec.Lei 375/98),
infegram no seu texto ou nos seus anexos, todos os aspectos de natureza estrutural,
funcional e higiénica que devem ser aplicados e cumpridos pelos agentes econdmicos
do sector das pescas, responsdveis pelo projecto, construcdo e funcionamento dos

estabelecimentos.
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Néo cabe no dmbito desta exposigdo referir em detathe, todos esses aspectos
claramente definidos nesses diplomas, os quais em nosso entender, salvo dois ou trés
pequenos pontos de interesse discutivel ou até inconveniente, sdo de aplicagio e
cumprimento possivel em qualquer estabelecimento, de pequena ou de grande
dirnensdo.

Merece contudo alguma reflexdo o ponto n° 5 do Anexo do Decreto Lei
375/98, que se transcreve:

3.1 - Os responsdveis pelos estabelecimentos devem tomar todas as medidas
necessdrias para que em todos os estadios da produgdo dos produtos da pesca sejam
observadas as prescri¢des do presente diploma.

5.2 - Para efeitos do disposto no ponto 2.1, os responsaveis pelos
estabelecimentos devem efectuar autocontrolos baseados nos seguintes principios.

a) lIdentificagdo dos pontos criticos dos seus estabelecimentos, em fungdo
dos processos de fabrico utilizados;

b) estabelecimento e aplicacdo de métodos de vigildncia e de controlo
desses ponlos criticos;

¢} colheita de amostras para exame num laboratorio aprovado pela DGV,
para efeitos de controlo dos métodos de limpeza e de desinfeceio e
verificagdo das normas estabelecidas pelo presente diploma;

d) Conservagdo de um vestigio escrito ou registado de forma indelével

dos pontos anteriores, por um periodo de dois anos.

A obrigatoriedade do estabelecimento de um plano de autocontrolo aqui
exclusivamente reportada aos produtos da pesca, ¢ reforgada pelo Decreto- Lei 67/98,
que a torna extensiva a todos os produtos alimentares.

Os principios enunciados em que se deve basear o plano de autocontrolo, sdo
os do método de Analise de Perigos e Controlo de Pontos Criticos, habitualmente
designado pela sigla inglesa HACCP. Assim, embora a legislagdo ndo obrigue a
implementacio do referidoc método, na pratica verifica-se que para satisfazer o

definido nas quatro alineas do ponto 5.2, é necessario aplicar os passos correntes do

método HACCP,
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Importa sublinhar que a legislagdo citada, representa a introdugdo no
ordenamento juridico nacional, de Directivas Comunitirias do sector veterinario, as
quais vio ser substituidas a curto prazo por um regulamento que uniformiza critérios,
que as directivas ndo uniformizavam. Neste novo regulamento, que se encontra
presentemente em apreciagio no Parlamento Europeu e que se espera que entre em
vigor durante o proximo ano, a implementagio do método HACCP, passa a ser
obrigatdria,

Torma-se pois necessario que as empresas encarem seriamente a necessidade
da implementacdo dos seus Planos de Autocontrolo, para cuja eficicia §
imprescindivel a formagdo do pessoal e o empenhamento das DirecgSes das empresas.
A sua implementacio poderd apresentar dificuldades em empresas de pequena
dimensdo, por falta de quadros com formagéo adequada, mas o recurso a empresas de
consultoria e o apoio das entidades de tutela e controlo do sector permitirdo

ultrapassar essas dificuldades.

Constitui uma dificuldade acrescida, senfo mesmo uma impossibilidade de
estabelecimento correcto de um Plano de Autocontrolo, o facto do pescado ser exposto
nas lotas, sem gelo, & temperatura ambiente ( independentemente do tempo de
exposicdo), em caixas assentes directamente no chio, que depois vdo ser empilhadas
umas sobre as outras, contrariando normas higiénicas basicas e a propria legistagdo,
que determina que o pescado fresco deve ser mantido 4 temperatura do gelo fundente.

Verificando-se este tipo de situagio em estabelecimentos com controlo oficial,
como podem os agentes que se situam a juzante das lotas aplicar criteriosamente o seu
proprio plano de autocontrolo?

E este pois o quadro legal e operacional, em que se desenvolvem as
actividades da pesca no que se refere a legalizagio das empresas e seguranga dos
produtos.

As normas disponiveis, que com caracter de recomendacdo, informacio ou de
obrigatoriedade, abordam procedimentos tecnoldgicos e higiénicos & critérios de
classificagdo de interesse comercial, permitirdo aos agentes econdmicos nos diferentes

niveis da cadeia de produgfo e comercializagdo de pescado, assegurar o correcto
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funcionamento das suas empresas e garantir a salubridade dos seus produtos, desde
que sejam melhoradas as condigdes actuais ao nivel da primsira venda e se

simplifiquem os processos administrativos de licenciamento dos estabelecimentos.
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EFFECT OF TEMPERATURE ON MODIFIED ATMOSPHERE
PACKED SARDINE MINCE

Lépez, M.E., Silva, H., Vicente, S. and Nunes, M.L.
Instituto de Investigacio das Pescas e do Mar
Avenida de Brasilia 1449-006 Lisboa

INTRODUCTION

Modified atmosphere packaging (MAP) in combination with chilled temperatures has
been shown to extend the shelf-life of fish products. Due to the fluctuations of
temperature suffered by these products from packaging to consumption, specially
during summer time, the aim of this study was to determine the effect of the
temperature storage on packed sardine mince under a gas mixture containing
40%C0O,/30%0,/30%N,.

MATERIAL AND METHODS

Sardine (Sardina pilchardus) muscle was minced and packed in adequated bags. The
assayed mixture was 40%CO, / 30%0, / 30%N, (mince sardine/gas ratio 1:2). Control
mince sardine was packed in air. Packages were stored both at 0 and 10°C for 6 and 12
days. The following analyses were carried out: pH (surface electrode), histamine
(Ritchie, 1991) and enterobacteria (VRBG) incubated at 30°C/48 h.

RESULTS AND DISCUSSION

The pH values seemed to be unaffected by storage conditions (Fig. 1}. At chilled
temperatures (0°C), the gas mixture assayed prevents the growth of enterobacteria on
sardine mince, and therefore the production of histamine by microbial decarboxylation

of free histidine, especially at the end of the storage period (F igs. 2 and 3).
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However, this effect was not clearly observed on packed sardine mince stored at
abusive temperature (10°C). The beneficial effect of CO, (i.e. extending the latency
phase and decreasing the exponential growth of microorganisms) is reduced with

higher storage temperature (Statham, 1984, Farber, 1991) or even barely shown.

CONCLUSION

Modified atmosphere packaging could extend the shelf-life of fish product due to the
inhibitory effect of the CO, on microbial growth, and therefore the decrease of
compounds resulting from the microbial metabolism, but this effect depends on the

storage temperature.
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Fig. 1. pH evolution during storage of sardine mince at 0° and 10 °C.
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Fig. 2. Counts of enterobacteria in sardine mince stored at 0 ° and 10 °C.
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Fig. 3. Histamine production during storage of sardine mince at 0 ® and 10 °C.
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P4

COMPOSICAO BIOQUIMICA E BIOLOGIA DO LAGOSTIM
NEPHROPS NORVEGICUS (CRUSTACEA: DECAPODA) DA COSTA
SUL PORTUGUESA

Rut Afonso Rosa e Maria Leonor Nunes
Avenida de Brasilia,. 1449-006 Lisboa; e-mail: rrosa@ipimar.pt

RESUMO

O objectivo deste estudo foi conhecer de que forma a composigdo bioquimica do
lagostim, Nephrops norvegicus (L), é influenciada pela maturagio sexual e
reproducdo. Os lipidos totais e respectivas classes, o perfil de acidos gordos e os teores
de colesterol e glicogénio foram determinados no hepatopancreas (HP) e nas génadas.
O teor lipidico dos ovarios aumentou durante o processo de matura¢io, mas ndo se
verificou um decréscimo concomitante do teor lipidico no hepatopancreas. Nas
gonadas e no HP foi obtida uma elevada percentagem de triacilgliceréis (TAG). Dado
que, tanto nos ovarios como no HP, o teor em colesterol aumentou com a maturagdo,
néo se verificou uma mobilizagio do colesterol do HP para os ovarios. Por outro lado,
os teores em proteina e glicogénio nos ovarios e HP ndo revelaram variacbes
significativas nos diferentes estados de maturacdo. Tanto nos ovarios como no HP os
acidos gordos dominantes foram: 16:0, 18:1(n-7), 18:1(n-9), 20:5(n-3) ¢ 22:6(n-3), e
um aumento significativo da fracgio monoinsaturada e polinsaturada parece indicar
que estes compostos s&o as principais fontes energéticas durante o desenvolvimento

embrionario e pré-larvar.

Palavras-chave: Composigio bioquimica, Nephrops norvegicus, reprodugio.
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INTRODUCAO

O lagostim, Nephrops norvegicus (L.), é um dos recursos haliéuticos mais valiosos no
Nordeste Atlantico, sendo explorado desde a Islandia até Marrocos, incluindo o mar
Mediterraneo (Maynou e Sarda, 1997). Embora haja um vasto conhecimento da sua
biologia e pesca, os estudos bioquimicos relacionados com a biologia reprodutiva
deste recurso haliéutico sao escassos.

A acumulagio e mobilizagdo das reservas lipidicas constituem um dos processos
metabolicos mais importantes na fisiologia reprodutiva dos crusticeos. Os compostos
azotados desempenham wm papel fundamental na sintese proteica durante a
vitelogénese e na sintese de acidos nucleicos durante espermatogénese (Jeckel et al.,
1989). Os hidratos de carbono sdo metabolicamente importantes no ciclo de Krebs,
armazanamento de glicogénio, sintese de quitina e formagio de esterdides e Acidos
gordos (New, 1976). Uma vez que a reprodugdo destes invertebrados é regulada por
hormonas esterdides, um aspecto importante na esteroidogénese é o estudo da
mobilizagdo das reservas do precursor esterdide colesterol (Teshima e Kanazawa,
1971).

Neste sentido, o objectivo deste estudo foi conhecer de que forma a composigio
bioquimica do lagostim, Nephrops norvegicus (L.), ¢ influenciada pela maturagdo

sexual e reprodugao.

MATERIAL E METODOS

Os espécimens de N. norvegicus foram capturados por embarcagdes comerciais, com
uma periodicidade mensal, entre Outubro 2000 e Setembro 2001, na costa sul
portuguesa. Para cada espécimen for registado o peso total, sexo e o estado de
maturacdo (apenas nas fémeas). A classificagdo dos estados de desenvolvimento dos
ovarios fol baseada no estudo de Farmer (1974). As fémeas foram classificadas de
imaturas (Estado 1 — ovario branco), em maturagio (E2 e E3 - ovario creme e verde
palido, respectivamente) e maturas (E4 — ovéario verde escuro).

A determinagdo dos teores de humidade, gordura, proteina e cinza foi baseada nos
métodos descritos no AOAC (1998). As concentragdes de glicogénio foram

determinadas de acordo com o método descrito por Viles e Silverman (1949).
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A determinagdo do perfil de acidos gordos seguiu o protocolo experimental descrito
por Lepage e Roy (1986) ¢ modificado por Cohen er al. (1988). A quantificagio do
teor em colesterol foi baseada no protocolo experimental descrito por Naemmu ef al.
(1995) e modificado por Oehlenschliger (1998).

O tratamento estatistico dos dados foi feito através da analise de vanancia {ANOVA
paramétrica simples ¢ ANOVA ndo paramétrica — Kruskal-Wallis), usando o
programa STATISTICA 4,50©.

RESULTADOS

Variagdes da composicdo bioguimica em fungdo dos diferentes estados de maturagdo

A determinacdo do teor proteico no ovario e hepatopancreas (HP) das fémeas em
funcdo do estado de maturagdo (Tabela 2) ndo revelou diferen¢as significativas,
variando entre 41,8 e 48,3% no ovario e entre 8,5 e 9,4% no HP. No que diz respeito
ao teor de colesterol no ovario e HP (Tabela 2), verificou-se um aumento significativo
de E1 a E4 em ambos os tecidos (Ovario: 584 to 80,1 mg/100g; HP: 112,5 to 180,2
mg/100g). Em oposi¢o, o teor de glicogénio nio apresentou vatriagOes significativas
nos tecidos analisados durante o processo de maturacdo.

O teor lipidico aumentou significativamente durante o processo de maturagio,
sobretudo entre E2 e E4 (Ovario: 21,3-36,5 mg/100mg; HP: 28,3-45,8 mg/100mg). Os
lipidos nfio polares dominaram nestes dois tecidos, principalmente os triacilglicerdis
(TAG) em fémeas maturas (Ovario: 67,4%; HP: 73,9%). Os diacilglicerdis e

monoacilglicerdis revelaram uma progressio irregular,

Variagdes no perfil de dcidos gordos em funcdo dos diferentes estados de maturagio

A composigdo em acidos gordos dos lipidos totais dos ovarios ¢ HP em fungdo dos
diferentes estados de maturagdo encontra-se descrita na Tabela 4. A fracgdo saturada
ndo variou significativamente ao longo do processo de maturagiio, mas atingiu o valor
mais baixo em fémeas E4 (Ovario: 19,6%; HP: 21,7%). Uma evolugio idéntica foi

registada para o acido gordo maioritario (16:0). Em ambos os casos, as percentagens
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obtidas no HP foram sempre superiores 3s dos ovarios. Os valores mais elevados da
fracgdo monoinsaturada foram sempre registados nos ovarios e, mais concretamente,
em fémeas E4 (55,2%). Os acidos gordos maioritarios (>1%) foram: 16:1(n-7),
18:1(n-9), 18:1(n-7), 20:1(n-9), 20:1(n-7) e 22:1(n-11). E de salientar que o aumento
significativo destes compostos fez com que a respectiva fracgiio fosse maioritaria,
representando,  aproximadamente, cerca de metade dos lipidos totais.
Consequentemente, os acidos gordos polinsaturados representaram apenas 21,0-25.6
% nos ovarios ¢ 25,5-33,3 % no HP. Os 4cidos gordos maioritarios foram o
EPA(20:5n-3) ¢ o DHA(22:6n-3), sendo as percentagens mais elevadas obtidas em
fémeas maturas {(EPA: ovario - 6,3 %, HP — 11,5 %; DHA: ovario — 12,1 %, HP - 15,9
%).

DISCUSSAO

O aumento do teor lipidico verificado nos ovarios foi consequéncia do processo de
maturagao sexual. De facto, os lipidos dos ovarios fornecem energia nos processos
biosintéticos da oogénese e vitelogénese e sio acumulados pelos odcitos em
desenvolvimento (Harrison, 1990). Esta mobilizagio e acumulagio das reservas
lipidicas foi documentada em diversas espécies de crusticeos (Teshima ef al, 1988) ¢
alguns destes autores descrevem que o aumento dos teores lipidicos nos ovérios é
acompanhado por um decréscimo nos teores lipidicos do HP. Todavia, neste estudo,
este concomitante decréscimo ndo foi verificado. Nestas circunstincias, as
necessidades lipidicas dos ovarios em desenvolvimento parecem ser mais dependentes
da ingestao de lipidos oriundos da dieta, do que das reservas do HP.

Uma elevada percentagem de triacilgliceréis (TAG) foi obtida nas génadas e no HP.,
De facto, estes lipidos ndo polares sdo a forma de armazenamento de energia
predominante nos crusticeos adultos, ovos e primeiras fases larvares e sdo
principalmente constituidos por 16:0 e acidos gordos da familia omega-9 (Teshima ef
al., 1988).

O perfil de acidos gordos nos ovarios de Nephrops norvegicus é um reflexo das
necessidades deste tecido nestes compostos ou o que é necessario ser transferido para

os futuros embrides em desenvolvimento. Cahu et al. (1995) demonstraram o papel
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benéfico da dieta rica em elevados teores de 4cidos gordos polinsaturados em alguns
parametros reprodutores e na qualidade da descenddncia de Penaeus indicus. O facto
do acido araquidénico (20: 406 e EPA serem precursores das prostaglandinas e
- leucotrienos nos animais marinhos (Sargent, 1995) pode explicar os valores mais
elevados obtidos em fémeas maturas. A grande proporcio da fracgdo monoinsaturada
nos ovarios e HP parece indicar que estes compostos sio a maior fonte energética
durante o desenvolvimento embrionario e pré-larvar, tal como foi verificado por
Roustaian et al. (1999) em Macrobrachium rosenbergii. O aumento dos teores de
colesterol dos ovarios ao longo do processo de maturagio era esperado, uma vez que
este composto é precursor de hormonas esterdides, e a sua conversio /# vivo na
hormona esterdide foi demonstrada por Kanazawa e Teshima (1971) em Panulirus
Japonicus. O facto do teor em colesterol no HP ter tido a mesma evolugio durante a
maturagdo dos ovarios difere dos resultados obtidos por outros autores (Adiyodi e
Adiyodi, 1970), que sugerem uma mobilizagdo do colesterol do HP para o ovario.
Uma vez que o colesterol existente nos diferentes tecidos provém da dieta, que os
crustaceos ndo possuem a capacidade de sintetizar de novo o anel esterdide ¢ ainda
dado que existe uma mobilizagio do colesterol do HP para os ovarios, entdo neste
estudo, as reservas do HP parecem ser compensadas pela dieta.

O teor de glicogénio ndo variou com o desenvolvimento dos ovarios, ao contrario do
que foi verificado por Kulkami e Nagabhushanam (1979). Estes autores verificaram
umn decréscimo deste teor no HP ¢ um aumento simultineo nos ovarios e testiculos de
Farapenaeopsis hardwickii. De facto, os hidratos de carbono t8m um papel especifico
na produgdo dos acidos nucleicos, sdo precursores de intermediarios metabolicos na
produgfio de energia e de aminodcidos nfio essenciais e sdo componentes dos

pigmentos dos ovarios (Harrison, 1990).
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INFLUENCIA DA ADICAO DE POLPA DE SARDINHA E DE OLEO
DE FIGADO DE BACALHAU NO PERFIL DE ACIDOS GORDOS DE
SALSICHAS TIPO FRANKFURT

Ribeiro, A. T. O, Bandarra, N.M. @; Mendes, R. @: Nunes, M. L. @
M_ Escola Superior Agraria de Santarém (ESAS). Tecnologia da Carne, Apartado 310,
2004 Santarém Codex.

- Instituto de Investigagio das Pescas e do Mar (IPIMAR). Av. de Brasilia, 1449-
006 Lisboa.

INTRODUCAO

Com o novo estilo de vida de algumas sociedades industrializadas, varios aspectos sdo
descurados, entre os quais, a alimentagdo. Paralelamente, o consumo excessivo de
came tem de sido criticado por médicos e nutricionistas devido ao elevado teor em
gordura, sobretudo gordura saturada (Shackelford er al., 1990). Por seu lado, o
consumo de produtos da pesca tem sido recomendado uma vez que estes, para além de
constituirem uma excelente fonte de proteinas de alto valor nutritivo, possuem, em
regra, um teor apreciivel de gordura polinsaturada associado a baixos niveis de
colesterol. Assim, no sentido de contribuir para a diversificagdo da oferta de produtos
alimentares, estudou-se o efeito da substituicio parcial de came de porco e de
toucinho, em salsichas tipo Frankfurt, por polpa de sardinha e éleo de figado de
bacalhau (OFB) no perfil de acidos gordos.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram programados de acordo com o modelo de “Desenho composto
central rotativo”, de que resultaram 13 combinagBes onde se fez variar dois factores -
polpa de sardinha (de 25% a 75%) e OFB (de 0% a 7,5%) ( Quadro 1). Também se
efectuou um ensaio sem polpa de sardinha ¢ OFB designado por ensaio controlo (EC).

O tratamento estatistico dos dados foi feito através da analise de varidncia (ANOVA
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paramétrica simples ¢ ANOVA ndo paramétrica — Kruskal-Wallis), no programa
Statsoft, Inc. (1997), STATISTICA for Windows. A polpa de sardinha foi obtida de
acordo com a técnica descrita por Mendes ef al. (1997) e o OFB adquirido num
supermercado. As salsichas foram preparadas de acordo com a formulagio indicada no
Quadro 2. Para a mistura das matérias primas e ingredientes utilizou-se um
homogeneizador STEPHAN tipo UM12 ¢ o enchimento em tripa celuldsica (20 mm)
foi efectuado numa enchedora MAINCA EB-12. O tratamento térmico das salsichas
consistiu numa cozedura em banho de agua (75 °C, durante 15 min), seguido de
pasteurizagio (85 °C, durante 5 min) e finalmente arrefecimento rapido a cerca de 0 °C
(agua e gelo). Entre a cozedura e a pasteurizaglo, as salsichas foram arrefecidas,
peladas ¢ embaladas a vacuo em embalagens impermeaveis ao ar. A conservacdo teve
lugar em refrigerado (cerca de 5 °C) até posterior analise. O aspecto das salsichas dos
diferentes ensaios pode ser observado na figural. Na determinagio do perfil de acidos

gordos usaram-se as condigSes e a metodologia descrita por Bandarra ef al. (1999).

Quadro 1 — Condigdes usadas no “design’ experimental dos ensaios (%) e ensaios

realizados.
Ensaios Polpa de sardinha  Oleo figado de Polpa de sardinha Oleo figado de
bacalhau (%) bacalhau (%)
I -1,000 -1,000 32,30 2,65
2 1,000 -1,000 67,70 2,65
3 -1,000 1,000 32,30 6,40
4 1,000 1,600 67,70 6,40
5 -1,414 0,000 25,00 3,75
6 1,414 0,000 75.00 3,75
7 0,000 -1,414 50,00 0,00
8 0,000 1.414 50,00 7,50
9 0,000 0,000 50,00 3,75
10 0,000 0,000 50,00 3,75
11 0,000 0,000 50,00 3,75
12 0,000 0,000 50,00 3,75
13 0,000 0,000 50,00 3,75
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Quadro 2 — Férmula utilizada no fabrico das salsichas

Ingredientes Quantidade (g) Proporcao (%)

Carne magra de porco 1040 52,0
Toucinho 300 15,0
Gelo 480 24,0
Fécula de batata 60 3.0
Sal refinado 44 22
Caseinato de sodio 24 1,2
Concentrado de proteina de soja 20 1,0
Condimento de salsicha 8 04
Glucose 8 0,4
Polifosfatos 6 0.3
Sal nitrificante 6 0.3
Acido ascorbico 2 0,1
Aroma de fumo 2 0,1
Total 2000 100

Figura 1 — Aspecto das salsichas dos diferentes ensaios

RESULTADOS E DISCUSSAO

A média dos resultados obtidos nos cinco ensaios com proporgdes iguais € aqui
apresentada como sendo o ensaio 9, tendo sido estes resultados usados na
determinagdo do nivel de significincia do modelo experimental. Sob o ponto de vista
sensorial € de referir que as salsichas dos vérios ensaios mereceram a aceitagdo de um

painel de provadores (resultados nio apresentados). Ao nivel dos acidos gordos

16l



saturados, monoinsaturados, polinsaturados, relagio ®3/w6 e 22:6m3/18:206 e
presenga de acidos gordos trans, verificaram-se diferengas significativas entre os
varios ensaios (p<0,05). De acordo com os resultados da figura 2 constata-se que a
diminui¢do da percentagem de acidos gordos saturados, nas salsichas, se deve a
incorporagdo de OFB e de polpa de sardinha, sendo mais pronunciada em fungdo do
OFB. Por outro lado, a adi¢do de polpa de sardinha e de OFB provocou uma
diminui¢do da percentagem dos monoinsaturados nas salsichas dos varios ensaios

(Fig. 3) e um aumento dos niveis de polinsaturados ®3, como pode ser observado na

figura 4.

0. A ) S

Figura 2 — Influéncia da polpa de sardinha ¢ do OFB  Figura 3 — Influéncia da polpa de sardinha e do
sobre a percentagem em éacidos gordos
saturados.

OFB sobre a percentagem em

acidos gordos monoinsaturados.

As relagdo ©3/w6 e 22:603/18:2w6 (Figs. 5 e 6), foram igualmente beneficiadas com
a adigdo de polpa de sardinha e do OFB, verificando-se em relagdo & primeira que o
OFB foi o principal responsavel. No que diz respeito a presenca de acidos gordos
trans (apenas o acido gordo 18:109-t foi detectado), é de destacar a sua redugdo em
fung¢do do aumento da percentagem do OFB (Fig.7).
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Fig. 4 — Influéncia da polpa de sardinha e do

Figura 5 — Influéncia da polpa de sardinha e
OFB sobre a percentagem em Aacidos do OFB sobre a relagio m3/06.
gordos polinsaturados.
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Figura 6 — Influéncia da polpa de sardinha e do Figura 7 - Influéncia da polpa de sardinha e do
OFB sobre a relagio 22:603/18:2m6.

OFB sobre os 4cidos gordos trans.
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CONCLUSOES
Os resultados obtidos, ainda que preliminares, sugerem que quer o dleo de figado de
bacalhau quer a polpa de sardinha podem constituir uma interessante alternativa ao

uso da carne ¢ toucinho de porco na produgio de salsichas.
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DIFERENCIACAO DE ESPECIES DE TAMBORIL EM PRODUTOS
TRANSFORMADOS DA PESCA, ATRAVES DA TECNICA DE SSCP

Ricardo Quinta, Laurentina Gomes, Rafael Duarte, Carla Rosa, Marta Sebastido, Ana
Teia dos Santos
IPIMAR - Instituto de Investigagdo das Pescas e do Mar, Av. Brasilia, 1449-006

Lisboa

INTRODUCAO O tamboril-branco (Lophius piscatorius) e o tamboril-sovaco-preto
(Lophius budegassay sdo duas espécies importantes sob o ponto de vista comercial,
capturadas por arrasto e pesca tradicional. Ao longo da costa portuguesa, o tamboril-
branco ¢ mais abundante ao norte de Lisboa, enquanto que o tamboril-sovaco-preto é
mais abundante no sul. O seu valor comercial, na maior parte dos mercados, & muito
similar pelo os valores dos desembarcados dizem respeito ao conjunto das espécies.
Em mercados que as distingnem comercialmente, o tamboril-sovaco-preto atinge
pregos de venda superiores aos obtidos pelo tamboril-branco. As duas espécies sdo
muito similares e distinguem-se apenas pelo nimero de riscas da segunda barbatana
dorsal e pela cor do peritoneu.

Dada a preocupagfio cada vez maior, por parte do publico, em saber que produtos
consome ¢ a possibilidade de incorrecta identificagdo para a obtengdo de maiores
lucros, a investigagdo no ramo alimentar tem sido direccionada para o
desenvolvimento de novas técnicas para a identificagio de espécies em produtos da
pesca transformados.

Neste trabalho pretendeu-se fazer a identificagio de tamboril através da técnica de
SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism), utilizando ‘primers’ universais

que amplificam uma zona do DNA mitocondrial (mtDNA).
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MATERIAL E METODOS

O DNA das amostras foi extraido com CTAB (Brometo de tetradecil-trimetil-amoénio).
Foi usado o ‘primer’ universal Taberlet, que amplifica um fragmento, de
aproximadamente 411 pb, do citocromo b [1]. As condigdes de PCR foram: 1) passo
de pré aquecimento a 95°C durante 3 min; 2) ciclo em trés etapas (desnaturacdo a 93°C
durante 1 min, ligagdo do ‘primer’ a 55°C durante 90 s, alongamento da cadeia a 72°C
durante 2 min) repetido 40 vezes; 3) passo de extensdo final a 72°C durante 10 min; 4)
passo de manutengdo a 4°C indefinidamente.

Os produtos de PCR obtidos foram desnaturados a 95°C durante 5 minutos e
colocados num GeneGelExecel (Pharmacia), procedendo-se, posteriormente, a SSCP
[21.

Usaram-se como marcadores individuos identificados através de pardmetros
biologicos e, como amostras desconhecidas, cubos de tamboril ultracongelados,
adquiridos comercialmente ¢ varios espécimes de tamboril, adquiridos em lota, que

foram liofilizados posteriormente.

RESULTADOS E CONCLUSOES

A técnica de SSCP demonstrou ser capaz de identificar amostras cujo tecido sofren
uma grande degradagdo (liofilizaggo) bem como produtos que ndo evidenciavam
nenhuma caractetistica morfologica visivel que permitisse a sua identificagiio (cubos
ultracongelados). Como se ilustra na figura 1, as amostras 1 a 4 {cubos de tamboril
ultracongelado) foram identificadas como Lophius budegassa. Das amostras
liofilizadas, 6, 9, 10 ¢ 11, também foram identificadas como Lophius budegassa e as
restantes (5, 7 e 8) identificadas como Lophius piscatorius. A técnica de SSCP permite
identificar e distinguir facil e rapidamente duas espécies de tamboril, em produtos
ultracongelados e em amostras que foram submetidas a um tratamento como a

liofilizagdo.
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Figura 1 — SSCP de varias amostras de tamboril.
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TWO CONFIRMED CASES OF HUMAN INTOXICATION BY
MARINE BIOTOXINS IN PORTUGAL

M. A. de M. Sampayo, S. Rodrigues, M. J. Botelho and P.Vale
Instituto de Investigacfo das Pescas e do Mar. Av. Brasilia 1449-006 Lisboa

INTRODUCTION

Mollusc bivalves are filtering organisms, which concentrate marine biotoxins, without
being visibly affected and, in this way they can become a menace to human
consumers. To prevent human illness, monitoring of exploited areas is mandatory both
for potentially toxic microalgae and accumulation of toxins by bivalves. In Portugal
this monitoring is carried out along the coast by IPIMAR, the National Institute for
Fisheries Research [1]. In order to avoid unnecessary closures and make bans as short
as possible, preventive closures seldom take place. Nevertheless tourists or private
consumers may harvest bivalves, even when the area is closed, risking their health.
This happened in the present cases, again calling attention to the necessity for a better
alert, when suspicion of contamination arises, in order to prevent health hazards. The
first case, paralytic shellfish poisoning (PSP), occurred on 19™ October 1994, when
the whole Portuguese coast was preventively closed, due to the detection of relative
abundant Gymmnodinium catenatum Graham, since the beginning of October. A red
tide of G. catenatum was recorded in November, with a maximum of 6.1x10° cells L
[2]. At Eniceira, a beach 35 km north from Lisbon, several people after eating blue
mussels (Myfilus edulis) collected by them became ill with neurological symptoms
dominating other manifestations. Nine of them were so ill that they had to be
transferred from the local hospital to Santa Maria hospital in Lisbon. The second case
presented diarthetic shellfish poisoning (DSP) occurred on the 12® February 1998,
with donax clams from Fuzeta/Olhdo, Algarve coast [3], just after a storm that
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prevented monitoring sampling. Dinophysis acuminata Claparéde & Lachmann, the
responsible species, had been found at the end of January, but without toxin detection

in the bivalves.

MATERIAL AND METHODS

PSP _1994: The leftovers of the responsible mussels were frozen and sent to IPIMAR
for biotoxin analysis. For PSP detection and quantification, in blue mussels, the mouse
bioassay [4] was used both during the monitoring [1] and on the shellfish leflovers. G.
catenatum quantification was made with a Palmer-Maloney chamber after water
concentration through centrifugation. The affected people’s symptomatology was
kindly provided by Dr Mamede Carvalho and his team from Santa Maria Hospital.

DSP 1998: Regular monitoring of ASP, DSP and PSP as well as phytoplankton is
catried out for the Portuguese coast all the year around [3). Water and bivalve samples
are sent weekly to IPIMAR from all shellfish culturing areas, except when weather
conditions do not allow for the sampling. DSP analyses are done both by mouse
bioassay and HPLC {5,6]. On 17* February Dr Tavares de Sousa, Director of Loulé
Health Care Centre, informed us that 18 employees and relatives from the Centre, who
had eaten donax clams picked by one of them at Fuzeta/Olhdo, were ill with vomiting
and diarrhoea. The leftovers of the donax clams were sent to IPIMAR for toxin

analysis.

RESULTS

PSP 1994: Data on PSP concentrations in the leftovers of blue mussels confirmed the
presence of PSP toxins (364 pg sxt eq/100g). This was not as high as we expected
from the described symptomatology, which could have been due to the loss of toxins
during thawing. The highest value obtained for the area was in a sample arriving
directly to IPIMAR during monitoring (3677 ug sxt eq/100g) in November (Fig. 1).
Data on the occurrence of G. catenatum in the area are also shown in Fig. 1. The
symptomatology of the nine patients which had to be transferred to the Lishon
Hospital included paresthesia (sensation of itching or prickling of the skin) on tips, or
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facially and scattered, unsteadiness to total walking disability, but no digestive
complains. The neurological examination showed: walking ataxia in all, dizziness in 3,
defecttve articulation of sounds in 3, distal hypostasis in 6. Hospital internment varied
between one and three days, with one patient having to stay one whole week. Total
recuperation took 2-3 days for the less affected and 3 months for the most affected,
which was the eldest patient. We think that deficient information on the ban and health
possible hazards associated with PSP were the main reasons for this case.

DSP 1998 Data of DSP in donax clams from the area and occurrence of Dinophysis
acuminata show that the dinoflagellate started to be detected on 29™ Januvary and at
that time okadaic acid (QA) was not detected (Fig. 2). As monitoring is normally
weekly we expected to have samples on the 5" and 12* February, but bad weather
prevented sampling and new monitoring samples were only received on the 17®. The
donax clams responsible for the toxication were collected from the beach on the 12%
and they contained 130 pg/100g, the highest detected value of OA in the area (Fig. 2).
All affected people had eaten donax clams collected in Fuzeta/Olhdo on the 12%
February. Dr Tavares de Sousa described symptomatology, as including diarrhoea,
vomiting, epigastric pains, muscular weakness and headaches. The symptoms started 6
hours after ingestion. Severity was proportional to the amount ingested and not related
to the cooking procedure, illustrating the temperature stability of DSP toxins. These
symptoms developed over 4 days and only one person had to go to the hospital
emergency service. From Fig. 2 we can see that the highest detected number of D.
acuminata (39.3x10’ cells L) was on the 17" February. The highest detected value
for total OA [3] was on the 12 meaning that, with the lack of sampling due to bad
weather, we may have missed the responsible species peak, and that we should have

closed the area cautiously on the 29 January.

CONCLUSIONS
In both cases (PSP-1994 and DSP-1998) the described symptomatology accords with
the Iterature [7, 8]. In order to prevent health hazards, these two confirmed cases of

human toxication with marine biotoxins have called attention to: i) importance of a
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strict monitoring, ii) sampling frequency, which must be weekly, at least at our
latitude, 1ii) necessity for an alert that reaches all potential shellfish harvesters and
consumers (via TV, Intemet, radio and newspapers), and iv) preventive closures based
on potentially toxic microalgae must be made often, especially when sampling is

prevented by bad weather.
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BETTER CONSUMER PROTECTION FROM DSP TOXINS

P. Vale, M.A.M Sampayo, S. Rodrigues, M.J Botelho, P.R. Costa
Instituto de Investigagéio das Pescas e do Mar, Av. Brasilia, 1449-006 Lisboa

INTRODUCTION

In bivalve molluscs other toxins derived from okadaic acid (OA), dinophysistoxin-1
(DTX-1) and dinophysistoxin-2 (DTX-2), are also found and globally designated as
“dinophysistoxin-3” (DTX-3). Originally DTX-3 is referred to the complex mixture of
7-O-acyl dertvatives of DTX-1 and it was the main diarrhetic toxin found in scallops
in Japan, while DTX-1 was the main toxin detected in mussels (Yasumoto et al.,
1985). Later it was demonstrated that OA, DTX-1 or DTX-2 might be acylated to
produce “DTX-3” (Marr et al, 1992). Research on these toxins has led to their
identification in Portuguese mussels (Mytilus edulis Linné) back in 1995 (Vale and
Sampayo, 1996). Later we found they made a major contribution to a human outbreak
of diarthoea in early 1998 (Vale and Sampayo, 1999a) leading to the necessity of
studying them for monitoring purposes. As chemical analysis with the alkaline
hydrolyse step have shown a marked increase in total okadaic acid content it was
interesting to examine the method of sample preparation for mouse bioassay. The
introduction of this step in the preparation for mouse bioassay provides new data on

total toxicity and increases the related effects in the bicassay.

MATERIAL AND METHODS
Mouse bioassays: A modified version of the method by Lee ef al. (1987) was used.
Briefly: 100g edible parts were extracted with acetone, filtered and solvent removed

under reduced pressure. The dried residue was re-suspended with aqueous 80%

methanol, washed with hexane, and partitioned onto dichloromethane. The latter layer
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was removed under reduced pressure, re-dissolved with 4 ml 1% Tween-60. Three 18-
20 g albino mice were injected intraperitonially (i.p.) with 1 ml of the extract. Alkaline
hydrolyses were also carried out on methanol and dried hexane layers, for 1 hour at
ambient temperature with 1M NaOH, acidified with 2M HCI, and extracted into
dichloromethane. The dried residue was injected in mice as above.

HPLC: Okadaic acid and analogues analyses were carried out according to Lee et al.
(1987) with minor modifications. Alkaline hydrolysis was used for transformation of
okadaic acid esters into the parent toxin and determined indirectly as the parent toxin
(details in Vale and Sampayo, 1999).

RESULTS

The chromatograms of an extract of mussel digestive glands harvested back in 1995,
before and after alkaline hydrolysis, demonstrated clearly the presence of esters of
okadaic acid and dinophysistoxin-2, as shown in Fig 1. Chromatograms of extracts of
whole meat of donax clams (Donax trunculus) harvested in 1998 and 1999,
respectively, before and after alkaline hydrolysis, are depicted in Figures 2-3, and
provide evidence of the presence of okadaic acid and dinophysistoxin-2 esters. The
results obtained by mouse biocassay, before and after an alkaline hydrolysis treatment,
both on methanol and dried hexane layers are summarised in Table 1. The results
show an increase in toxicity of the hexane fraction after alkaline treatment. This

increase was expected, since the parent toxins have a higher i.p. toxicity.

DISCUSSION

The presence of esters has been a recurrent event since their first detection in
Portuguese bivalves. Their presence is widespread throughout the entire Portuguese
coast, as the examples show, and is not confined to a single species or a localised
geographical area. The concentration of esters is many times higher than that of the
respective parent toxins. Toxicity by mouse bioassay with hydrolysed fractions was
even higher than expected, taking into account HPLC results, showing how important
is the introduction of this step to prevent human toxications. From the results obtained,

we strongly recommend that analysis specifically for okadaic acid and analogues (by
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HPLC-FLU, ELISA, LC-MS and/or PP2A assays) always be carried out with an
alkaline hydrolysis step. Recently, this has been implemented successfully with
preparation of samples screened with an ELISA test (Vale and Sampayo, 1999b).
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Table 1. Comparison between results of donax clams analysed by mouse bicassay

with chemical analysis results, before and after an alkaline hydrolysis

treatment,
Sample Analysis Results units MeOH MeOH Hexane Hexane
Identification* Method +NaOH + NaOH
493/99 MBA Median survival time (hrs) 7 2 24 2
HPLC QA (ug/100g) 10 12 nd** 10
546/99 MBA Median survival time (hrs) 48 alive  alive 6
HPLC  OA (ug/100g) 0 - nd¥* 4

* 493/99 and 549/99 - Donax clams harvested in July 1999, at Costa da Caparica
** nd = non determinable by Lee’s method.
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Figure 1 - Chromatograms of the BAP esters of DSP toxins from Mytilus edulis
contaminated during a Dinophysis acuta bloom (Aveiro, 1995/10/25): a)
sample extracted according to the conditions of Lee’s method (OA: 1.7
ng/g, DTX2 4.3 pg/e); b) total methanolic fraction after NaOH treatment
(total OA: 5.5 pg/g; total DTX2: 4.9 pg/g).
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Figure 2 - Chromatograms of the ADAM esters of DSP toxins from Donax trunculus
contaminated during:
- A Dinophysis acuminata bloom (Olhdo, 1998/2/12), responsible for
registered human intoxications in Loulé: a) Sample extracted according to
the conditions of Lee’s method (OA: 9 pg/100g); b) Total methanolic
fraction after NaOH treatment (total OA: 130 pg/100g).
- A Dinophysis acuta bloom (Olhdo, 1998/2/12): ¢) Sample extracted
according to the conditions of Lee’s method; d) Total methanolic fraction
after NaOH treatment (total OA: 64 ug/100 g; total DTX2: 49 ug/100 g.
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Figure 3 - Chromatograms of the ADAM esters of DSP toxins from Donax
trunculus contaminated during a bloom of Dinophysis acuminata at
Costa da Caparica (1999/7/15): a) Sample extracted according to the
conditions of Lee’s method (OA: 20 pg/100g); by Hexanic fraction
after NaOH treatment (total OA: 92 nug/100g).
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INTRODUCAO DO ENSAIO DE INIBICAO DA PROTEINA
FOSFATASE 2A NA DETECCAO DE TOXINAS DIARREICAS EM
MOLUSCOS BIVALVES

M. J. Botetho, S. M. Rodrigues, P. R. Costa e M. A. M, Sampayo
Instituto de Investigacdo das Pescas e do Mar, Av. Brasilia, 1449-006 Lisboa, Portugal

INTRODUCAO

A intoxicagdo diarreica por moluscos bivalves (“Diarthetic Shellfish Poisoning™-DSP)
deve-se a0 consumo de bivalves contaminados com elevados niveis de toxinas
provenientes de dinoflagelados marinhos. O acido ocadiico (AO) é a toxina diarreica
que ocorre com maior frequéncia na Europa, sendo possivel a sua quantificagio e a
dos seus analogos (dinofisistoxinas-1 e -3) por métodos enzimaticos devido a sua
capacidade de inibigdo, potente ¢ especifica, da fosfatase 2A [1]. Actualmente, no
plano de monitorizagdo da DSP em bivalves ¢ usado o bioensaio em ratinhos como
método oficial, realizando-se também a detecgdo por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS) [2,3]. O doseamento desta biotoxina recorrendo a
mibigdo da fosfatase 2A (EIPP2A) apresenta vantagens sobre os métodos anteriores,
proporcicnando maior sensibilidade, especificidade e rapidez no processamento de
elevado niimero de amostras. Assim, foi objectivo do presente trabalho comparar os
resultados obtidos pelo método de doseamento enzimético com os do ensaio biologico

e da cromatografia,

MATERIAL E METODOS
A preparacdo dos extractos de hepatopancreas (HP) para o doseamento do acido
ocadaico pelo ensaio de inibigdo da actividade da fosfatase (EIPP2A) e por LC-MS

realizou-se, seguindo o método de Lee ef al. [4]. EIPP2A: O ensaio realizou-se
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segundo o método descrito em [1] com pequenas modificagdes, nomeadamente a
utilizagdo do substrato 6,8-difluoro-4-metilumbeliferil fosfato (DiIFMUP).

LC-MS: Os extractos de bivalves foram analisados para toxinas do grupo do AQ,
utilizando um cromatdgrafo HP-1100 com detecgdo por espectrometria de massa e
uma interface LC-MS de “ionspray”, operando em modo i6nico negativo. A separagio
foi efectuada numa coluna de fase reversa em que a fase movel era
CH,CN:CH;COOH (0,05%) 65:35 (v/v).

Bioensaio: No bicensaio com ratinhos seguiu-se uma versdo modificada do método de
Yasumoto ef al. [5], substituindo-se o éter dietilico por diclorometano. O ensaio é
considerado positivo, se morrerem nas primeiras 5 horas, 2 dos 3 ratinhos injectados

com 0 extracto ou os 3 ratinhos até as 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparagdo dos resultados obtidos no EIPP2ZA com os do bioensaio (Fig.1) revela
uma boa concordancia, uma vez que as amostras com elevada actividade inibidora de
PP2A apresentam também resultados positivos no bicensaio, considerando-se, por
conseguinte, este novo método seguro, sem oferecer risco de falsos negativos. Alguma
discrepancia observada nestes resultados pode dever-se a variabilidade propria de um
teste com animais vivos e a maior especificidade e sensibiidade do EIPP2A.
Relativamente aos resultados obtidos por LC-MS (Fig. 2), verificou-se que, em geral,
o EIPP2ZA produz resultados mais elevados, deduzindo-se que nas amostras analisadas
existem outras substincias inibidoras da PP2A para além do AO, podendo algumas
delas apresentarem estruturas afins, mas que nfo sfo detectadas pelo sistema
cromatografico usado.

Utilizando o EIPP2A para a detecgdo de toxinas DSP obtém-se resultados satisfatorios
relativamente ao bioensaio e ao LC-MS, pelo que a sua introdugio no programa de
monitorizagio de biotoxinas pode revelar-se muito favorivel, no que se refere a
rapidez na obtengdo dos resultados e ao facto do equipamento ser menos dispendioso.

O método oficial utilizado detecta niveis mimimos de 0,8 pg AO/g HP,
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correspondendo a um tempo médio de sobrevivéncia de 24 horas [6], enquanto que

este estudo permitiu detectar niveis compreendidos entre 0,16 e 3,30 ug AO/g HP.
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Figura 1 - Resultados obtidos por bioensaio ¢ por EIPP2A, em que TMS ¢ o tempo
médio de sobrevivéncia dos ratinhos e os resultados do EIPP2A sio
meédias de trés analises. A linha assinalada refere-se ao valor minimo do
inverso de TMS (0,04) a partir do qual se considera o ensaio positivo,
correspondendo a um tempo médio de sobrevivéncia de 24 horas.
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Figura 2 - Correlagdo entre as concentra¢des obtidas de AO através do
EIPP2A eL.C-MS, com um coeficiente de correlagdo de 0,77 a
que corresponde um nivel de significancia menor que 0,01,
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OUTRO VECTOR PARA A TRANSFERENCIA DE ACIDO DOMOICO
NA CADEIA ALIMENTAR MARINHA: A SARDINHA

Paulo Vale e Maria Antonia de M. Sampayo
Instituto de Investigagdo das Pescas e do Mar, Av. Brasilia, 1449-006 Lisboa

INTRODUCAO

A contaminagdo de moluscos bivalves na costa portuguesa com acido doméico (DA) é
um fendmeno recorrente que afecta varias vezes por ano os recursos explorados,
principalmente na Primavera. O acido domoico é a principal toxina amnésica,
responsavel pelo sindroma humano designado por Amnesic Shelifish Poisoning
{ASP). A contaminagdo é devida a proliferagfo de microalgas produtoras da toxina do
grupo das diatomaceas, género Pseudo-nitzschia (Vale e Sampayo, 2001).

Embora o sindroma humano nio tenha sido novamente descrito no homem desde a sua
descoberta no Canada em 1987, diversos episddios de mortalidades macigas de aves e
mamiferos marinhos foram atribuidos 20 consumo de peixe contendo Pseudo-
nitzschia toxicas. O acido domdico foi responsabilizado pela morte de pelicanos
castanhos e corvos marinhos em Santa Cruz, California, em 1991 (Work et al., 1993),
pelicanos no Cabo San Lucas, México, em 1996 (Sierra Beltran ef al., 1987), e leGes
marinhos ao longo da costa central da California, em 1998 (Lefebvre ef al., 1999),
Estudos recentes apontam ainda para um efeito comportamental do DA nos peixes.
Lefebvre et al. (2000) verificaram que injecgdes de DA em anchovas causavam
neuroexcitotoxicidade.

No inicio da Primavera de 2000, em simultdneo com a detecgdo de acido domdico em
bivalves, pesquisou-se pela primeira vez a presenga de DA em peixes. A sardinha
(Sardina pilchardus), sendo uma espécie planctivora, foi neste trabalho o principal

alvo para pesquisa de contaminagio. Testou-se espécimens provenientes de um
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cruzeiro destinado ao estudo da distribuigdo de sardinha através de aciistica que cobriu

a totalidade da costa portuguesa.

MATERIAL E METODOS

As amostras provenientes do Cruzeiro SAROOMAR foram colhidas entre 14 de Margo
e 1 de Abril de 2000 e eram constituidas por 15 individuos.

Para a determinagfio de DA na sardinha inteira, 6 individuos foram triturados numa
picadora doméstica. Uma aliquota de 6 g foi extraida com 24 mi de metanol:agua (4:1,
v/v) e homogeneizada num ultraturrax, centrifugada e filtrada. Para a determinagdo de
DA em tecidos da sardinha, 6 individuos foram dissecados, separadamente, em massa
visceral, musculo e cérebro. Aliquotas de 4-5 g de musculo de cada individuo foram
processadas como acima. A massa visceral de cada individuo foi extraida na
totalidade, bem como o cérebro.

Os extractos foram analisados por cromatografia liquida de alta-precisdo (HPLC) com
separacdo em coluna de fase reversa e detecgdio com detector de varrimento de diodos
(DAD) a 242 nm, de acordo com o descrito detalhadamente por Vale e Sampayo
(2001).

RESULTADOS

Na sardinha inteira o DA foi detectado, excedendo, por vezes, o limite regutamentar
empregue para moluscos bivalves, de 20 pg DA g (Decreto-Lei n® 293/98), até ao
méximo de 68 pg DA g’ encontrado numa estagéio da costa norte (Fig. ).

A toxicidade esta restringida ao conteido visceral e ndo se acumula no tecido
muscular. A concentragdo maxima encontrada na massa visceral de um individuo foi
de 637 pg DA g”. Em contraste, o valor médio encontrado para o tecido muscular dos
individuos amostrados na mesma estagio foi de 3,2 + 2,1 pug DA g% No tecido
cerebral os niveis foram geralmente inferiores a 1 ug DA g™ (Tabela 1).

O acido isodoméico D estava presente na sardinha inteira numa percentagem média de

2,6% da concentragdo de DA, enquanto que nas visceras este valor atingia os 4,3%.
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A contaminagdo com DA foi confirmada por espectro de ultravioleta obtido com um
detector de diodos. A amostra mais toxica foi confirmada, recorrendo a cromatografia
liquida acoplada com espectrometria de massa (Fig. 2).

As amostras toxicas foram encontradas somente na costa norte, coincidentes com a
contaminagio dos bivalves (Fig. 1). A observagido microscopica do contetido visceral
das sardinhas mais toxicas mostrou a presenga de numerosas frastulas de diatomaceas

do grupo Pseudo-nitzschia spp.

CONCLUSOES

O 4cido domoico foi a principal toxina amnésica encontrada na sardinha. Esta espécie,
ao contrario dos bivalves, ndo parece constituir uma ameaga para a saiide publica dos
consumidores, pois na parte edivel mais usual — o tecido muscular — foram
encontrados, somente, baixos niveis de acido domodico, mesmo em exemplares
fortemente contaminados.

No entanto, algumas pessoas consomem os juvenis de sardinha (o limite minimo de
captura ¢ de 11 cm) fritos sem evisceragdo, o que pode constituir um perigo para este
grupo de consumidores.

Como a toxicidade ASP na sardinha parece ser coincidente com a contaminagio dos
bivalves (ambos sdo colhidos relativamente proximo da costa), a monitorizagio destes
ultimos pode fornecer um indicador para a contaminagdo de outros recursos marinhos
da faixa costeira. Quando niveis anormalmente elevados de 4cido domédico forem
encontrados em bivalves, a sardinha capturada na area respectiva deveria ser analisada
para prevenir riscos para a saude humana,

O DA ¢ uma neurotoxina que pode atingir niveis elevados na cadeia trofica marinha
em Portugal, através de peixes e até aves ou mamiferos marinhos, na eventnalidade de
um futuro aumento de proliferagdes destas microalgas toxicas. Os baixos niveis de DA
encontrados no cérebro da sardinha ndo sugerem que esta espécie possa sofrer
facilmente efeitos comportamentais devido a ingestio de diatomaceas produtoras desta

neurotoxina.
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Tabela | - Concentragéio de acido domédico em tecidos de sardinha. Os resultados sio

a média de seis espécimens analisados individualments.

n° estagio data da peso corporal visceras msculo cérebro
do cruzeiro  colheita (g+sd) (ng DA/gtsd)  (ng DA/gtsd)  (ug DA/gsd)
Ericeira* 10-Mar 30,854 53,0+118 2919 17+14
1 14-Mar 40,8+ 10,3 225,9 % 80,9 0,6 +0,4 0.6 £03
4 17-Mar 21,1+ 18 492,4 + 199,9 3,221 0,2 40,2
5 18-Mar 14,2 £ 1,5 297,44+ 457 3.5+1,7 0, 5x#

* comprados no mercado da Ericeira.

** analisados em conjunto.
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Figura | - Toxicidade (pg DA/g) determinada em exemplares inteiros de sardinha. Os
mimeros dentro de quadrados representam as concentra¢des maximas de
DA encontradas em diferentes espécies de bivalves cothidos entre 20 e 27
de Marco de 2000 (os nimeros entre paréntesis referem-se 3 semana

anterior a este periodo).
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INTRODUCAO

A preocupagdo com a saiide, a boa forma fisica e um aspecto saudavel sdo prioridades
que t8m vindo a ganhar crescente importdncia na maior parte dos paises. E, por isso,
fundamental a ingestdo, em quantidade e qualidade, dos nutrientes necessarios a um
bom fincionamento do organismo.

O pescado e seus derivados sdo produtos alimentares saudaveis e muito nutritivos,
indispensaveis numa dieta equilibrada por serem, nfo s6, uma importante fonte de
proteinas de alto valor bioldgico, de gordura, constituida por acidos gordos
polinsaturados de cadeia longa, e vitaminas liposoliveis (1), mas também devido a
diversidade do substancias minerais que comportam, algumas das quais consideradas
inicas,

Nesta medida, tendo em conta que ndo existem estudos detalhados sobre a
concentra¢do mineral em espécies de pescado com interesse comercial em Portugal,
foi objectivo deste estudo determinar a composigdo mineral aproximada e a
concentragio de alguns macro e microelementos considerados essenciais e outros com
fungdes ainda desconhecidas. Pretendeu-se ainda aprofundar o conhecimento sobre a

influéncia de alguns pardmetros bio-ecoldgicos na concentragio desses minerais.
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METODOLOGIA

O estudo incidiu nas espécies: Phycis phycis (Ab-abrotea), Pagellus acarne (Be-
besugo), Argyrosomus regius (Co-corvina), Pagellus bogaraveo (Gz-goraz), Solea
vulgaris (L-linguado), Pagrus pagrus (Pa-pargo), Diplodus sargus (Sg-sargo),
Lophius piscatorius (Ta-tamboril) e Octopus vulgaris (Pol-polvo).

Apos chegada ao laboratorio, todos os exemplares foram eviscerados, aproveitando-se
apenas a parte edivel para analise. Foram feitas amostras compostas sempre que a
massa de um unico exemplar ndo era suficiente. As amostras foram homogeneizadas,
congeladas, liofilizadas e posteriormente, utilizadas na determinacgio dos elementos. A
cinza foi determinada segundo a Norma Portuguesa NP 2030 (2). Os teores de cobre
(Cu), cromio (Cr) e niquel (Ni) foram doseados de acordo com os métodos descritos
no AOAC (3), por espectrofotometria de absor¢do atémica com chama. Os teores de
potassio (K), enxofre (8), cloro (Cl), calcio (Ca), ferro (Fe), zinco (Zn), selénio (Se),
bromo (Br), estréncio (Sr) e rubidio (Rb) foram determinados por espectroscopia por

fluoresceéncia de raios-X.

RESULTADOS E DISCUSSAQ
O conteddo mineral total médio (Fig.1) foi de 1,3 %, tendo variado entre 1,1 %
(abrotea) e 1,4 % (linguado).

% de peso himido

{1 17 5124 {1.33 #1.39 f,zs Lzs $134 4132
1,00 - f‘-‘” '

0,00 ; T . : ' . . T !
Ab Be Co Gz L Pa Sg Ta Pal
Espécies de pescado

Figura 1 — Teor mineral total médio na parte edivel de algumas espécies.
A ordem de concentragio dos elementos analisados, numa escala decrescente,

encontra-se na tabela 1. De um modo geral, todas as espécies apresentavam uma série
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com ordem semelhante, sugerindo que um determinado elemento tem a mesma
importancia em qualquer organismo. O tamboril apresentava algumas diferencas em
relagdo a este padrdo comum e a grande excepgio era o polvo, em que os diferentes
elementos apresentavam uma ordem consideravelmente diferente.

A concentragdo de alguns microelementos analisados encontra-se descrita na tabela 2
e na figura 2, merecendo destaque as variagdes interespecificas nos teores de Se, Br,

Sr e Kb, por serem elementos de que se dispde pouca mformagio no pescado.

Tabela 1 — Ordem decrescente da concentragfio dos elementos analisados.

Espécie N*  Ordem decrescente de concentraciio
Pagrus pagrus 6  K>5>C>Ca>Br>Zn>Fe>5r>S5e>Rb>Cu>CroNi
Pagellus acarne 6 K>S>Cl>Ca>Br>Zn>Fe>Sr>Se>Rb>Cus>CrNi
Phycis phycis & K>5>0>Ca>Br>Zn>Fe>Sr>Se>Cu>Cr>NixRb
Lophius piscatorius 9  K»U>S$>Ca>Br>Zn>Fe>Sr>Se>Rb>Cr>Cu>Ni
Pagellus bogaraveo 5 K>5>C>Ca>Br>Zn>Fe»Sr>Se>Rb>Crs>Cus Ni
Diplodus sargus 7 K>5>C>Ca»Br>Zn>Fe>5r>Se>Rb>Cu>Cr>M
Solea vulgaris 6  K>S>U>Ca>Br>Zn>Fe>Sr>Se>Rh>Cr>CusNi
Argyrosomus regius 6  K>5>0>Ca>Br>Zn>Fex>Rb>Se>Sr>CuxCr>N|
Octopus valgaris 8 C>5>K>Ca»Fe>Br>Zn>Sr>Cu>Rb>Cr>Ni>Se

* Numero de amostras.

Considerando que o habitat pode influenciar a concentragio dos varios elementos,
foram efectuadas analises estatisticas entre grupos ecoldgicos de espécies, recorrendo
a métodos apropriados. A comparagio efectuada entrs os grupos de especies
pelagicas, de fundos rochosos, de findos moveis (areia/vasa) e de varios fundos,
indicou diferengas significativas (p<0,05) entre os quatro habitats estabelecidos para o
Cl, Fe, Zn, Br e Sr. Paralelamente, encontraram-se diferengas significativas (p< 0,05)
na concentragdo de S, K, Fe, Sr e Rb entre espécies neriticas (residentes dentro da

plataforma continental) e ocednicas (residentes fora da plataforma continental).
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Tabela 2 — Concentragdo de alguns microelementos em algumas espécies, expresso em

mg/kg de peso seco (valor médio, maximo e minimo).

N Fe Cu Zn Cr Ni
&
Abrétea (Ab) 6,43 0,97 15,92 0,94 0,11
Phyeis phycis 6 (557739  (061-161) (144417,11) (0,72-1,30) (0,08-0,14)
Besugo (Be) 16,00 1,07 19,75 0,66 0,14

Pagetlus acarne 6 (12,142267) (0,92-1,33) (14,86-24,76) (0,16-0,99) (0,08-0,25)

Corvina (Co) 9,39 0,96 15,34 0,81 0,25
ATRYTOSOmUS 1egius 6 (7,16-14,80) (0,63-1,25)  (14,85-16,10) (0,78-0,97) (0,09-0,32)

Goraz {Gz)

Pagellus bogaraveo 8,59 0,86 16,92 1,26 0,15

5 (666-9,74) (0,56-1,26)  (14,62-20,31) (0,61-1,66) (0,09-0,25)

Linguado {L} 8,97 0,92 22,39 111 0,15
Solea vulgaris 6 (6,63-10,78) (@.53-1,22) (19,51-24,51) (0,86-1,30) {0,05-0,30)
Pargo (Pa) 8,86 1,3t 14,30 0,79 0,14
Pagrus pagrus 6 (6,75-10,88) (0,71-2,99)  (12,15-20,39) (0,58-1,07) (0,09-0,26)
Sargo (Sg) 9,80 121 16,14 0,98 0,12
Diplodus sargus 7 {7,89-11,39) (0,90-1,44)  (13,67-18,89) (0,42-1,30) (D,09-0,18)
Tamboril (T2) 7,78 1,03 20,381 1,11 0,16
Lophius plscatorius 9 (594-10,38) {0,46-1,89)  (18,99-23,73) (0,00-2,07) {0,08-0,21)
Polvo (Pol) 109,48 10,33 70,85 1,45 0,24
Octopis vulgaris 8 (9,60-379,68) (6,58-16,20) (60,73-84.86) (1,14-2,13) (0,15-0,30)

* Numero de amostras.
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Figura 2 — Concentragdo média de Se, Br, Sr ¢ Rb (mg/kg de peso seco) presente na
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da investigagiio na area da biologia, nomeadamente na medicina
veterinaria, biotecnologia, zootecnia, etc., tem mostrado que os produtos da pesca sdo
importantes fontes da maior parte dos compostos essenciais aos vertebrados, animais
marinhos incluidos, sendo indispensaveis para uma dieta rica e equilibrada.

Alguns estudos efectuados (Saldanha, 1995) mostram que muitos dos problemas que
mais frequentemente ocorrem com animais marinhos, estejam em ambiente selvagem
ou controlado (cativeiro), podem estar relacionados com a alimentacio, seja por
deficiente qualidade dos produtos da pesca, seja porque ha grandes variagdes nos
valores caloricos de uma mesma espécie (Madrid et al., 1999), leva a que ocorram
flutuagdes no consumo de comida pelos animais o que influencia, consequentemente,
para além do peso, o seu comportamento. No entanto, com base no valor calorico de
um alimento, é possivel formular, com alguma seguranga, uma dieta correcta para o
animal.

A existéncia de parques com animais marinhos em cativeiro implica que seja

absolutamente necessario fomecer-lhes uma dieta equilibrada e adequada ao esforgo
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que desenvolvem, pelo que se impde o estudo alargado das necessidades energéticas
destes animais, envolvendo individuos adultos e em crescimento, de ambos os sexos,
bem como fémeas em diferentes estados de reprodugfo, na tentativa de obviar alguns
problemas de saide dos animais marinhos, geralmente relacionados com a

alimentagdo.

OBJECTIVOS

Este trabalho tem por finalidade determinar a composi¢do quimica ¢ o valor calérico
de alguns produtos da pesca utilizados na alimenta¢do de animais marinhos mantidos
em cativeiro ¢ submetidos a exercicio, a fim de se calcular uma dieta equilibrada e

adequada as suas necessidades fisiologicas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 110 amostras de 8 espécies diferentes de produtos da pesca - Phycis
phycis, Clupea harengus, Micromesistus poutasson, Mallotus villosus, Trachurus
trachurus, Scomber japonicus, Loligo vulgaris, Sprattus sprattus (Sanches, 1989) -
para determinagdo da sua composi¢io quimica (teor de proteina, matéria gorda,
humidade, cinza total e glicidos) e calculo dos respectivos contetidos caloricos.

Todas as determinagdes foram efectuadas segundo as técnicas indicadas nas
respectivas Normas Portuguesas (NP 1612 (1979), NP 1613 (1979), NP 1614 (1979) ¢
NP 1615 (1979)).

RESULTADOS

Os valores obtidos nas determuinagGes analiticas efectuadas para calculo da
composigao centesimal e a sua conversdo em valor caldrico sfo apresentados na
Tabela 1.

Na figura 1 mostra-se a variagdo do valor calorico das diferentes espécies de produtos

da pesca analisados.
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Tabela 1 - Composicio centesimal das diferentes espécies de produtos de pesca estudados.

oMIDapE | MATERIA PROTEINA CINZA GLUCTDOS VALOR
ospECIES i GORDA % TOTAL % " CALORICO
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Figura 1 - Valor calérico das diferentes espécies de produtos de pesca estudados.

DISCUSSAO E CONCLUSOES
A grande variagdo do teor em matéria gorda observada, de um modo geral, dentro de
cada espécie de produtos da pesca analisada, revela que as amostras se referem a

pescado capturado em diferentes épocas do ano e em diferentes estados fisiologicos.
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Os resultados mostram que para a formulacio de uma dieta para animais marinhos é
fundamental, independentemente da espécie, conhecer a época de captura dos
produtos da pesca a utilizar.

Julga-se da maior mmportincia aprofundar o estudo das matérias primas no que se
refere ao indice de frescura, para o que é necessario o conhecimento da data de captura

das espécies.
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AVALIACAO DO PERFIL MICROBIOLOGICO EM VARIAS FASES
DO PROCESSAMENTO DE SARDINHA ULTRACONGELADA

L. Pedroso*, F. Telles*, A. Lougid* M. Chagas**

* Unidade de Farmacoterapia, Nutrigdo e Estudos Biofarmacéuticos
Instituto Superior de Ciéncias da Satde-Sul, 2829-511 Monte da Caparica
** Gelpinhos- Peixe congelado, Lda, 2525-369 Atouguia da Baleia Peniche

OBJECTIVO
O presente estudo teve como objectivos a avaliagdo do perfit microbiolégico nas
diferentes fases de processamento de sardinha ultracongelada e a avaliagio de

diferentes métodos de preparagio da amostra para anélise microbioldgica.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 114 amostras de sardicha (57 amostras com pele ¢ misculo e 57
amostras de musculo), para contagem de microrganismos mesofilos aerdbios totais,
coliformes totais, E. coli, Staphylococcus aureus; 60 amostras para pesquisa de
Listeria spp., Listeria monocytogenes, Vibrio spp.; e 46 amostras para pesquisa de
Salmonelia spp. Foram ainda analisadas amostras da agua de salmoura e da agua de
vidragem para contagem de microrganismos mesofilos aerdbios totais, coliformes
totais, E. coli e S. aureus.

As amostras analisadas neste estudo foram colhidas entre Jutho e Setembro, num total
de seis lotes de fabrico de dois formecedores. As amostras foram retiradas em varias
etapas do processamento da sardinha- recepgfio da matéria prima, armazenagem da
matéria prima, estabilizagdo apos vidragem e embalamento- e divididas em dois

grupos. Num dos grupos (A) a amostra para analise incluiu a pele e o musculo, no
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outro grupo (B), a pele foi removida segundo a NP 3006:1985, Pescado- Preparagio
da amostra para analise microbiologica.

Na preparagao da amostra foram removidos, assepticamente, 25 g de misculo ou de
pele e musculo. As amostras foram colocadas em saco estéril ao qual se adicionou 225
ml de Triptona Sal (BKO14HA) e homogeneizadas em Stomacher (Lab Blender, Seard
Med, England), durante 2 minutos. Efectuou-se de seguida as dilui¢des decimais
necessarias. As contagens de bactérias mesofilas totais foram obtidas no meio de
cultura Plate Count Agar (bioMérieux 51072), incubado a 30°C durante 48 horas. As
contagens de coliformes totais e £ coli foram obtidas utilizando o meio Chromocult
Coliform Agar {Merck 1.10426) incubado a 37°C durante 48 horas. As contagens de
Staphylococcus aureus foram obtidas utilizando o meio Baird Parker Agar com Rabbit
Plasma Fibrogen (bioMérieux 44003) incubado a 37°C durante 48 horas. As contagens
foram expressas em log10 ufc/g para o calculo de médias e desvio padrio,

Para a pesquisa de Listeria spp, Listeria monocytogenes e Salmonella spp utilizou-se a
técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) no sistema automatico (mini Vidas
bioMeérieux 99090), procedendo & preparagio da amostra de acordo com o
recomendado pelo fornecedor. A pesquisa de Vibrio spp. foi efectuada em meio de
cultura TCBS (BK 040), segundo Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Na avaliagdo do perfil microbiologico das diferentes fases do processamento da
sardinha ultracongelada, os resultados obtidos para microrganismos mesofilos
aerobios totais, coliforines totais, E. coli e S. aureus, entre as fases de recepgio da
matéria prima até ao embalamento do produto final (Tabela 1), sugerem que o
processamento do produto, esta em conformidade com as boas praticas de fabrico e
higiene. Nag amostras de matéria prima e produto acabado, nunca foi detectada a
presenca de bactérias patogeénicas: Listeria monocytogenes, Salmonelia spp. e Vibrio
Spp.

O aumento de 0,9 log;, ufc/g para microrganismos mesofilos aerobios totais, 0,5 log,
ufc/g para coliformes totais e de 0,7 logy ufc/g para S. qureus, entre as fases de

recepgdo da matéria prima e o final da ultracongelagdo (Tabela 1) pode estar
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relacionado com o tempo de espera entre estas operagOes e/ou com a contaminagao do

produto pela salmoura (Tabela 2).

Tabela 1 - Avaliagdo microbiologica (media logy, ufc/g e desvio padrdo - dp) dos

resultados obtidos nas varias etapas do processo tecnologico da sardinha

vitracongelada.
Etapas do processe Microrganismos
tecnologico Mesofitos Coil;i;c:;;nes E. coli S. aureus

Recepgdo da matéria prima
n =36 (dp)
Ultracongelagfo apds
salmoura 37(06) 160, 1,10, 1,7 (0,1)
n = 30 (dp)
Estabilizagdo apos vidragem
n =24 (dp)
Embalamento
n =24 (dp)
n = numero de amostras.

2800 11(03) 1,000 1,0 (0,0)

35060 1103 1,0(00,0) 1,0(0,1)

37009 1,7(0,7) 1,0(0,2) 1,0 (0,0)

Embora nunca se tenham obtide contagens para E. coli e S. aureus nas aguas de
salmoura e de vidragem, os resultados obtidos para microrganismos mesofilos
aerdbios totais e coliformes totais (Tabela 2), evidenciam a importancia do controlo
nestes pontos do processo, por forma a garantir a salubridade e a seguranga do produto
final.

Na avaliagio dos dois diferentes métodos de preparagdo da amostra para analise
microbiologica, para um mesmo lote e etapas em estudo, os valores obtidos nas
contagens de microrganismos mesofilos aerdbios totais, em amostras de misculo e
sem pele (segundo a NP 3006:1985), foram significativamente inferiores (p<0,05) as
amostras analisadas com misculo e pele. Nio se verificaram diferencas significativas
para os outros microrganismos em estudo (Tabela 3). Os resultados sugerem que, para

a wverificagdo do processo de fabrico, as amostras de sardinha com pele e musculo
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reflectem, de uma forma mais eficaz, as variagdes do processo, pelo que nestes casos

ndo sera recomendada a preparagio da amostra de acordo com a NP 3006:1985.

Tabela 2 - Avaliagdo microbiologica (média do logye ufc/g e desvio padrio - dp) da
salmoura (n =10) e da agua de vidragem (n = 10) usadas no

processamento de sardinha ultracongelada durante o periodo

experimental.
) . Salmoura Agua de vidragem
Microrganismos -
Meédia (dp) Média (dp)
Mesofilos 3,7 (0,8) 5,0(.,9
Coliformes totais 1,2 (0,2) 1,2 (0,5)

n = numero de amostras.

Tabela 3 - Resultados microbiolégicos (média ufe/g, média do log;, ufc/g e desvio
padriio - dp) das amostras preparadas com pele e musculo (A, n = 57) on

musculo (B, n = 57).

A B A B t de Student
Microrganismos
ufc/g log ufc/g (dp)
Mesofilos 8,9x10° 52x10° 3,6 (0,6) 3,1 (0,8 P < 0,05
Coliformes ) P>0,05
, ,2x10° 6,7x10 14 (0,6) 1,3 (0,5

totais

Escherichiacoli 1,1x10 1,1x10 1,0 (0,1) 1,0 (0,1 P>0,05
S aureus LIx10 1,0x10 LO (01 1,0 (0,1 P>0,05

n = mimero de amostras.

Nio se verificaram diferengas estatisticamente significativas entre os dois métodos de
preparagdo da amostra para contagens de coliformes totais, E. coli ¢ S. aureus (Tabela
3). O aumento de apenas 0,5 logyy de ufc/g, obtido nas contagens de microroganismos

mesofilos aerébios totais aquando da preparagdo da amostra sem remogdo da pele,
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sugere que este método de preparagdo da amostra possa substituir, para o produto em
estudo, o recomendado na NP 3006:1985, dadas as vantagens em termos de tempo e
trabalho.
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P14

TEOR VITAMINICO DE PESCADO CONSUMIDO EM PORTUGAL

Dias, M.G.; Sanchez, M.V ; Romba, H.; QOliveira, L.
Centro de Seguranga Alimentar e Nutrigdo — Laboratorio de Bromatologia e Nutrigio
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, Lisboa

OBJECTIVOS
No ambito do projecto PRAXIS XXI 1747/95 “Composigdo e valor nutricional de
pescado consumido em Portugal e avaliagio dos efeitos biologicos de dleos de peixe”

determinaram-se os teores das vitaminas A, E, D, By, By, Bg e folatos em 21 espécies

de pescado. Estes valores, que na fase actual do estudo sfo indicativos pretendem
contribuir para colmatar a falta de dados sobre os teores vitaminicos de pescado
consumido em Portugal que, na sua maiona, nfo constam nas Tabelas Intemacionais

de Composigdo dos Alimentos.

MATERIAL E METODOS

Analisou-se a parte edivel, em cru, de uma amostra representativa de cada um dos 21
produtos. Foram também analisadas amostras de pescada cozinhada nas formas
cozida, frita e em filetes com polme fritos e de sardinha em conserva, em agua (sem
pele e sem espinhas) e em azeite (com pele e espinhas).

As vitaminas A, E, D, B}, B, e Bg foram analisadas por Métodos de Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) respectivamente, método de Brubacher er al.
(1985), EN 12822 (1999), EN 12821 (1999) e métodos descritos nos Anexos I, 11, I
do Journal Officiel de la République Frangaise (4.02.1999). Os folatos foram

analisados pelo método microbiologico em microplaca prEN 14131.
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diariamente. Relativamente 3 vitamina D verificou-se que 77% das espécies fomecem
entre 120% e 6420% da DDR e que em 23% das espécies estudadas (cagdo, maruca,
raia, choco e polvo) esta vitamina ndo foi detectada.

Para os produtos da pesca analisados apresentam-se na Tabela 1 os resultados

preliminares dos teores das vitaminas A, E, D, B;, B,, B¢ ¢ folatos.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A Tabela de composi¢io de alimentos portuguesa contém um reduzido nimero de
espécies de peixe e apenas para as vitaminas A, B;, B, e PP. E sabido que as espécies
consumidas em Portugal s3o diferentes das dos outros paises; por isso os dados das
tabelas de composi¢io inglesa, francesa e americana ndo contém os teores vitaminicos
da grande maioria do pescado consumido em Portugal. A importincia do presente
trabalho reside portanto em permitir conhecer o teor em algumas vitaminas de pescado
consumido em Portugal. Como se pode verificar a partir dos resultados obtidos ha uma
grande variagdo do teor vitaminico de espécie para espécie, o que aumenta a
necessidade de conhecimento destes valores.

E ainda de salientar a importincia da inclusdo de cozinhados neste trabalho o que

permitira, por exemplo, aos nutricionistas utilizar dados néo obtidos por calculo.
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Figura 1 — Teor vitaminico do pescado consumido em Portugal (produto cru).

DDR (Dose Diaria Recomendada)

Vitamina A 800 pg Vitamina B, 1,4 mg
VitaminaD 5 pg Vitamina B, 1,6 mg
Vitamina B;; 1 ug Vitamina B, 2 mg

Acido folico 200 g Vitamina E 10 mg
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Tabela 1 — Valores preliminares do teor vitaminico de pescado consumido em

Portugal.
Espécies Vit. Bl Vit. B2 Vit. B6 A E D Folatos
(mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g) | (ug/100g) | (mg/100g) | (ng/100g) | (ug/100g)
Bacalhau 0,05 0,068 0,07 4 0,28 5 6
Besugo 0,07 0,031 0,316 20 1,14 6 13
Cagio (0,04) 0,018 0,12 3 0,32 nd. 4
Carapau 0,15 0,072 0,26 37 0,74 37 9
Cavala 0,13 0,231 1,00 26 1,31 24 11
Choco {0,04) 0,030 0,06 3 0,65 n.d 6
Corvina 0,07 0,137 0,29 1 0,45 155 9
Enguia 0,28 0,262 0,15 387 237 16 7
Imperador 0,10 0,015 0,12 10 0,62 27 8
Lingnado 0,09 0,132 0,35 4 0,32 9 6
Maruca (0,04) 0,019 0,07 9 0,13 n.d. 5
Parge Leg 0,15 0,023 0,50 6 0,45 90 7
Pargo Mul 0,13 0,064 0,22 6 1,87 9 5
P Espada (0,03) 0,053 0,29 34 1,81 73 7
P Esp Pre {0,02) 0,038 0,16 23 1,12 21 6
Pescada 0,05 0,024 0,06 7 0,51 11 10
Pesc Cozi {0,03) 0,019 0,05 7 6,79 I1 11
Pesc Frita 0,05 0,031 0,07 13 3,82 3 10
Pesc Pol 0,05 0,058 0,05 10 3,90 n.d, 12
Polvo (0,02) 0,024 0,06 5 0,88 n.d. 6
Raia (0,03) 0,033 0,19 2 0,24 n.d. 9
Salmdo 0,18 0,041 0,45 33 4,00 110 7
Sarda 0,15 0,185 0,43 39 1,46 93 11
Sardinha nd 0,081 0,57 22 0,37 214 11
S Con Ag 0.02 0,039 0,19 8 1,96 10 11
S Con Az n.d. 0,036 0,10 9 1,47 9 16

n.d. ~ valor inferior ao limite de detecgfio;

() — valor inferior ao limite de quantificagdo e superior ao limite de detecgéo.

Pargo Leg — Pargo legitimo;

Pargo Mul - Pargo mulato;

P Espada — Peixe-espada;

P Esp Pre — Peixe-espada-preto;

Pesc Cozi — Pescada cozida;
Pesc Frita — Pescada frita;

Pesc Pol — Filetes de pescada com polme fritos;

S Con Ag — Sardinha de conserva em agua;

S Con Az — Sardinha de conserva em azeite.
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VALIDACAO DOS METODOS DE DOSEAMENTO DAS VITAMINAS
B1, B2, B6 E FOLATOS

Sanchez, M.V.; Dias, M.G.; Romba, H.; Oliveira, L.
Centro de Seguranga Alimentar e Nutrigio — Laboratério de Bromatologia e Nutricdo
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, Lisboa

INTRODUCAO

A validacio dos métodos de ensaio utilizados na produgio de resultados analiticos é
essencial a sua qualidade e ao seu reconhecimento pela comunidade cientifica, O
processo de validagdo visa evidenciar ¢ permite avaliar as caracteristicas de
desempenho do método de ensaio. Apresentam-se as caracteristicas das curvas de
referéneia, os limites de detecgfio ¢ de quantificagio (analiticos e na amostra), a
precisdo ¢ a exactidio dos métodos utilizados na determinagio do teor das vitaminas
Bl J.ORF, 4/2/99, anexo I), B2 (J.O.R.F., 4/2/99, anexo 1), B6 (J.O.RF., 4/2/99,
anexo IH) e folatos (prEN14131) em pescado. Este trabatho foi realizado no 4mbito do
projecto PRAXIS XXI “Composigio e valor nutricional de pescado consumido em

Portugal e avahiacdo dos efeitos bioldgicos de dleos de peixe”.

MATERIAL E METODOS

Curvas de referéncia

As curvas de referéncia sdo avaliadas através da representagio grafica da curva de
regressic com os correspondentes pontos experimentais e do coeficiente de
correlagéo, para verificagdo da qualidade do ajuste. O coeficiente de correlagfio é o
valor médio dos coeficientes de correlacio de 12-14 curvas de referéncia realizadas

em dias diferentes e respectivo desvio padrio.
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Para as vitaminas Bl, B2 e B6 o limite de detecgdo analitico & o valor médio dos
limites de detecciio obtidos a partir de 12-14 curvas de referéncia realizadas em dias
diferentes, determinados da seguinte forma: L.D. = 3,3 x Sy/x/b, em que: Sy/x ¢é o
desvio padrdo residual da curva de referéncia e b é o declive da mesma. Para os
folatos o limite de detecgdo analitico é o valor médio dos limites de detecgio obtidos a
partir de 12 microplacas realizadas em dias diferentes, determinados da seguinte
forma: L.D. = X0 + 3,3 x S0, em que: X0 ¢ a média aritmética do teor medido de uma
série de 12 brancos e S0 é o desvio padrio associado a X0.

O limite de deteccfio na amostra é calculado a partir do limite de detecgdo analitico e
tendo em conta a toma maxima de amostra para analise.

Limites de Quantificagdo (L.Q.)

Os limites de quantificacdo sdo determinados da mesma forma que os L.D.
substituindo o factor 3,3 por 10.Precisdo

A preciso € expressa em repetibilidade (r) e ¢ determinada de acordo com a norma
ISO 5725(1986), analisando-se, por dia, 5-6 réplicas de uma amostra homogénea, em
3 dias diferentes.

Exactidéo

A exactiddo ¢ avaliada através da participagdo nos programas intemnacionais de
ensaios interlaboratoriais de aptiddo BIPEA - Bureau Interprofessionel d’Etudes
Analitiques — Produits Dietetiques et de Regime — Franga e FAPAS — Food Analysis
Performance Assessment Scheme — Reino Unido. O desempenho do laboratorio foi
avaliado, utilizando a expressio z = (Xlab-Xv)/s, em que Xlab € o valor obtido
experimentalmente pelo Laboratorio, Xv & o valor aceite como verdadeiro e s o desvio

considerado pela entidade organizadora.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos métodos de ensaio,

Vit. By Vit, B; Vit. B, Folatos

Coeficiente correlacio 0,9993 0,999¢6 0,9995 0,997

(s=0,0003) (s=0,0003) (s=0,0004) (s=0,001)
L.D. analitico (ug/ml) 0,002 0,004 0,007 0,000009
L.Q. anatitico {pg/ml) 0,005 0,013 0,021 0,00001
L.D. na amostra 0,02 0,004 0,01 0,00009
(mg/100g)
L.Q. na amosira 0,05 0,013 0,04 0,0001
(mg/100g)
Precisio
Teor médio na amostra 0,05 0,017 0,09 0,016
(mg/100g) 0,01 0,003 0,01 0,006
Repetibilidade (1)
(mg/100g)
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Figura 1 - Cromatograma de doseamento de vitamina. B1 em filetes
de pescada fritos com polme.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os métodos utilizados para a determinagdo das vitaminas By, B,, B¢ e folatos em
pescado revelaram ser adequados ao fim em vista, permitindo quantificar o teor das
vitaminas By, By e folatos em todas as amostras analisadas. Quanto ao teor de vitamina
B, foram quantificadas mais de 60% das amostras ¢ 92% das amostras apresentaram

uma concentragdo superior ao limite de detecgdo.
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DIVERSIDADE E OCORRENCIA NATURAL DE VIBRIO SPP.
ISOLADO DE ALIMENTOS MARINHOS PORTUGUESES

M. F. Pereiral, T. Semedoz, R. 'I‘enreira:a2 eF. M. Bemardo]

'CIISA/FCT/ Laboratorio de Inspecgdo Sanitaria — Faculdade de Medicina Veterinaria
— Rua Prof. Cid dos Santos, Polo Universitario da Ajuda, 1300-477 Lisboa
"Departamento de Biologia Vegetal ¢ Centro de Genética ¢ Biologia Molecular,
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa, Campo Grande, 1749-016 Lisboa

INTRODUCAO

Os alimentos de origem marinha sfo frequentemente referidos como importantes
veiculos de doengas provocadas por bactérias indigenas pertencentes & familia das
Vibrionaceae. Vibrio ndo-colera, Virus tipo Norwalk e Vibrio cholerae sio os trés
principais agentes causadores de doengas transmitidas por este tipo de alimentos
(Wittman e Flick, 1995).

Vibrio spp. varia sazonalmente (sensibilidade a temperatura) e geograficamente
(sensibilidade & salinidade) no ambiente marinho, o que -indicia elevados niveis de
diversidade. Apesar do consumo de mariscos ter aumentado de forma significativa nos
ultimos anos em Portugal (4% nos Ultimos 10 anos), a ocorréncia e a diversidade de
Vibrio spp. sdo desconhecidas em Portugal.

Objectivos: Estudar a ocorréncia e a diversidade de Vibrio spp. em 73 amostras de

alimentos de origem marinha recolhidas no mercado retalhista durante 18 meses.

MATERIAL E METODOS
Isolamento e Identificagdio de Vibrio spp.
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“M13 PCR- fingerprinting”

As reacgdes de amplificagdo ocorreram num volume de 25 pl com 4 U de T aq
polymerase, 2,5 ul de tampdo, 1 pl de amostra de DNA, 1 pl ‘primer’ M13 em 2,5
mM de MgCly e 400 uM de dNTP.

PCR -5 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 1 min, 36 °C durante 2 min
e 72 °C durante 1 min, com uma extens3o final de 7 min a 72 °C.

Os produtos de amplificagdo foram visualizados apés electroforese a 90 V durante 3

horas num gel a 1 % de agarose, seguido de coloragdo com brometo de etidio.

RESULTADOS

Ocorréncia Natural de Vibrio spp. em Alimentos Portugueses de Origem Marinha.

As contagens de V. parahaemolyticus em TCBS, variaram entre 103 UFC/g (Junho)
em Venerupis (Veneropsis) corrugata (améijoa-macha) e 109 UFC/g em V.
rhomboides (Junho) e Mytilus edulis (mexilhdo) (Agosto). As células viaveis de V.
vulnificus variaram entre 103 UFC/g (Janeiro, Fevereiro, Abril e Novembro) em

Cerasthoderma edule (berbigdo) e Crassostrea angulata (ostras) até 100 UFC/g em
Donax trunculus (cadelinha) (Agosto).

Ocorréncia de Vibrio spp. em alimentos de origem marinha

Vibrio spp.
6% V. vulnificus

V. alginolyticus 29%

24%
V. parahaemolyticus
Ph. damsela 32%
9%
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Para avaliar a diversidade genomica dos isolados de Vibrio foram calculados para cada
espécie os Indices de Shannon e Stmpson. As repeti¢es, para alguns isolados, de
“MI3 PCR fingerprinting”, levaram a que se assumisse um nivel de semelhanca
maximo de 86 %, sendo assumido como o nivel de reprodutibilidade. Como
consequéncia, assumiu-se que os isolados com uma semethan¢a superior a 86 %
representavam a mesma estirpe. O nivel de 70% foi escolhido de forma arbitraria para

avaliar a diversidade e definir grupos em cada um dos dendrogramas.

Indice de Diversidade

Espécies N®de |N°deestirpes | N°de grupos | J (Shannon) | D (Simpson)
isolados | R.L. 86% LD.A 70%

Vibrio alginolyticus 23 19 12 1,02 0,94
V. vulnificus 27 23 14 1,10 0,95
V. parahaemaolyficus 30 19 10 1,11 0,80
Ph. damsela 8 7 5 0,67 0,90
Vibrio spp. 6 6 5 0,57 0,72

R. L. - Nivel de Reprodutibilidade

L. D. A. -~ Nivel de Diversidade

Indice de Simpson (Hunter e Gaston, 1988)
indice de Shannon (Zar, 1996)

CONCLUSOES

Apesar da identificacdo fenotipica de isolados de Vibrio com galerias API 20E e API
20NE ser potenciada com a analise numérica taxondmica, através do uso de
dendrogramas e estirpes tipo, os métodos moleculares revelaram-se cruciais para a
identificagdio de alguns isolados.

Uma vez que “MI3 PCR fingerprinting” revelou niveis elevados de
diversidade intraespecifica, ter-se-4 que estudar regibes gendmicas mais
conservadas (e.x. 16S rDNA e ITS).

* Foi detectada a ocorréncia de varias espécies de Vibrio no mesmo tipo de alimento,
apesar de V. parahaemolyticus sé ter sido encontrado em Gastrépodes e Bivalves e o
V. alginolyticus parecer ausente de Crustaceos

» V. vulnificus, para além da sua ocorréncia em todas as amostras, foi igualmente

detectado durante os meses mais frios do ano {Novembro a Fevereiro).
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+ Foram encontrados niveis elevados de diversidade intraespecifica, ndo so dentro do
mesmo tipo de animal mas também dentro das proprias espécies, com particular
relevancia para o V. vulnificus. Os niveis de diversidade intraespecifica variaram entre
0,72 € 0,95 (indice de Simpson) e de 0,57 a 1,11 (indice de Shannon).

*A plasticidade genémica revelada por estas espécies aponta para a necessidade de
estudos posteriores de viruléncia por forma a avaliar o seu real risco em termos de

saude pablica.
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Ocarrénciade Vibriospp em Gastropodes Ocorrénda de Vibrio spp em Cefalopodes e Peixe
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B Bivaves 77%
Ocorrénda de Vibrio spp. em Bivalves

Oconéncdia de Vibrio spp. em Crusticeos
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Diversidade Genomica ao Nivel Intraespecifico

P son comeiason (Ot 1 00%) 0.0%1000%]
M13 M3
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1 V.parahaemolyticus s5 Tapes decussatus
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IDENTIFICACAO DE VARIAS ESPECIES DE PEIXE, UTILIZANDO
A TECNICA DE RFLP

L. Gomes', R. Quinta’, C. Rosa’, A.T. Santos’, G.L. Hold?, S.E. Pryde, H. Rehbein®, J.
Quinteiro’, M. Rey-Mendez*, C.G. Sotelo’, R.1. Pérez-Martin®

‘Instituto de Investigagio das Pescas e do Mar, Lisboa, Portugal; “Rowett Research
Institute, Aberdeen, Scotland, U K.; *Bundesforschungsanstalt fiir Fischerei, Institut fiir
Biochemie und Technologie, Hamburg, Germany; ‘Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular, Facultad de Biologia, Universidad de Santiago de Compostela,
Spain; “Instituto de Investigaciones Marinas (CSIC), Vigo, Spain.

INTRODUCAO

A importancia de identificar e distinguir espécies de pescado utilizadas nas industrias
transformadoras tem vindo a aumentar consideravelmente, com o objectivo de evitar
fraudes e defender o interesse do consumidor. O desenvolvimento de técnicas de DNA,
como a RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), permitiu ja a identificagfio
de produtos da pesca processados industrialmente, mas apenas de um grupo particular
de peixes, como algumas espécies de tunideos e salmonideos.

Com o intuito de se aplicar esta técnica na distingfio de um maior mimero de espécies
de peixe, realizou-se este trabalho, desenvolvido no dmbito do projecto CT97-3061
(“Identification of species in processed seafood products using DNA-based diagnostic
techniques™), onde foi efectuado um ensaio em colaboragiio com os varios parceiros do
projecto, no qual se utilizou a técnica de RFLP.

Para cada uma das espécies utilizadas foi amplificado, com um “primer” universal, um
fragmento de DNA de aproximadamente 464 pb, do gene do citocromo & e,
posteriormente, tratado com enzimas de restrigdo, das quais se destaca, nesta

apresentacdo, o resultado da Hinfl.

229



MATERIAL E METODOS

Extracgio do DNA: O DNA foi extraido segundo o método CTAB de Rogers e
Bendich, descrito em Hold ef al. (2001).

Amplificacio do PCR: Foram utilizados os “primers”, descritos por Burgener, L14735
57 - AAA AAC CAC CGT TGT TAT TCA ACT A - 3’ ¢ H1514%9ad 5° - GCI CCT
CAR AAT GAY ATT TGT CCT CA - 3°, que amplificam um fragmento de ~ 464 pb
do gene mitocondrial do citocromo b.

Preparagiio das reacges de PCR: 2,0 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP (Bioline),
1,25 unidades de Tag DNA Polimerase (Bioline), 25 pM de cada “primer” e 50 -100 ng
de DNA, num volume final de reac¢do de 50 pL.

Condigdes de PCR:

1° Ciclo: 3 min a 96 °C.

2° Ciclo (40 vezes): 3052 96°C,605a63°C, 6052 72 °C.

Ciclo final de extensdo: 3 min a 72 °C.

Reacgdes de RFLP: 10 pL de cada produto de PCR foram digeridos, durante a noite a
37 °C, com 10 unidades da enzima de restrico Hinfl, num volume fina! de reacgdo de
25 pL, de acordo com as indicagdes do fornecedor. A enzima foi mactivada a 65 °C
durante 10 minutos.

Os fragmentos obtidos foram aplicados num gel de poliacrilamida “Cleangel 48S”
{Pharmacia Biotech) e apos a electroforese, revelados com nitrato de prata “Pharmacia
Plus One Silver DNA staining kit”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho, confirmam a facilidade e fiabilidade deste método, que
podera ser aplicado e optimizado noutras espécies.

Os perfis obtidos com a enzima de restricio Hinfl, permitiram distinguir 36 espécies
de peixe diferentes.

E ainda de salientar que as mesmas espécies tratadas com outras enzimas de restrigéo

(Acil, Ddel, Haelll, Hincll, Mspl, Nialll) mantiveram a mesma diferenciacio.
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Figura 1 - Perfis de RFLP (1-36) obtidos para as 36 espécies de peixe, digeridas

com a enzima de restrigio Hinfl.

1 - Merluccius merluccius
2 - Merluccius hubbsi

3 - Merluccius polli

4 - Merluccius senegalensis
5 - Merluccius gayi

6 - Merluccius australis

7 - Merluccius bilinearis

8 - Merluccius albidus

9 - Merluccius productus
10 - Anguilla rostrata

11 - Anguilla australis

12 - Anguilla anguilla

13 - Sardina pilchardus

14 - Sardinella aurita

15 - Sardinops sagax

16 - Sailmo salar

17 - Oncorhynchus keta
18 - Oncorhynchus kisutch

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

19 - Oncorhynchus gorbuscha
20 - Oncorhynchus nerka

21 - Oncorhynchus tshawytscha
22 - Oncorhynchus mykiss

23 - Salvelinus alpinus

24 - Salvelinus fontinalis

25 - Salmo trutta

26 - Solea solea

27 - Glyptocephalus cynoglossus
28 - Pleuronectes platessa

29 - Scophthalmus maximus

30 - Lepidorhombus boscii

31 - Lepidorhombus whiffiagonis
32 - Scophthalmus rhombus

33 - Platichthys flesus

34 - Hippoglossoides elassodon
35 - Limanda ferruginea

36 - Limanda limanda

Hold, G. L.; Russell, V. L; Pryde, S. E.; Rehbein, H.; Quintero J.; Vidal, R ; Rey-
Mendez, M.; Sotelo, C. G.; Pérez-Martin, R. I.; Santos. A. T.; Rosa, C., 2001,
Development of a DNA-Based Method Aimed at Identifying the Fish Species
Present in Food Products. J. Agric. Food Chem., 49(3): 1175-1179.
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P18

CARACTERIZACAO NUTRICIONAL DE ESPECIES DE
AQUICULTURA

Lourengo, H. M.; Bandarra, N. M.; Delgado, N.; Martins, M. F_; Nunes, M. L.
IPIMAR - Instituto de nvestigagio das Pescas e do Mar
Av. Brasilia 1449-006 Lisboa

INTRODUCAO

Actualmente o pescado € considerado um produto alimentar indispensavel numa dieta
equilibrada e as espécies de aquicultura podem contribuir para aumentar a
disponibilidade destes produtos no mercado nacional. Assim, reveste-se de grande
interesse caracterizar estas espécies de aquicultura no sentido de promover o seu
consumo. Com o presente trabalho pretende-se contribuir para a caracterizagiio
nutricional de algumas espécies produzidas em exploragdes aquicolas portuguesas,
designadamente a truta (Oncorhynchus mykiss), a dourada (Sparus aurata) e o robalo
(Dicentrarchus labrax), apresentando-se os resultados das determinacBes de

macronutrientes, perfil de acidos gordos e de aminoacidos totais.

MATERIAL E METODOS

As amostras analisadas eram constituidas pela parte edivel de 5 peixes, excepto
quando cada exemplar excedia 0,5 kg, situagio em que eram apenas constituidas por
dois individuos. A composigdo quimica aproximada — humidade, proteina, gordura,
cinza — foi determinada segundo normas portuguesas (1, 2, 3) e técnicas descritas no
AOQAC (4), o valor energético calculou-se segundo a FAO (5). O perfil de acidos
gordos foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Bandarra et al. (6) e
a sua conversdo em g/100g de parte edivel segundo Weihrauch et al. (7). Na analise

dos aminoécidos totais seguiu-se a metodologia descrita no AOAC (4).
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RESULTADOS E PISCUSSAO

Os resultados obtidos para a composi¢ido quimica média (Fig. 1) sdo idénticos aos das
espécies marinhas, revelando um elevado teor proteico. No que se refere ao teor
lipidico, este & vanavel, tendo-se obtido valores entre 2 e 6%, no caso da truta, e de 5-
12% na dourada e robalo. Na tabela 1 pode observar-se os teores de acidos gordos das
trés espéctes. Verifica-se que as amostras apresentam um perfil em que se destacam os
niveis elevados de monoinsaturados e polinsaturados em especial o 18:109 (ac.
oleico) e os acidos 20:5@3 (EPA) e o 22:603 (DHA) o que é vantajoso tanto em
termos nutricionais como para a saude em geral. Na figura 2 apresenta-se ¢ perfil dos
aminoacidos destas espécies, observando-se uma distribuigdo semelhante entre elas,
sendo o acido glutdmico (GLU), aspartico (ASP), lisina (LYS), leucina (LEU),
arginina (ARG), alanina (ALA) e valina (VAL) os mais abundantes. Relativamente a
composi¢io em aminoacidos essencials, a sua presenga estd numa proporgio
equilibrada, do ponto de vista da nutrigio humana (8). Verifica-se ainda que sdo
espécies ricas em LYS, aminoacido indispensavel ao organismo, sobretudo durante a

fase de crescimento (9).
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Figura 1 — Composi¢do quimica média de: A - truta (N=23); B - dourada (N=23); C
robalo (N=10).



Tabela | - Acidos gordos na parte edivel de truta, dourada e robalo.

TRUTA DOURADA ROBALO
Ac. Gordos Média (%) g/100g Média (%) g/100g Média (%) g/100g
14:0 2,76 0,025 4,32 0,299 3,89 0,201
15:0 0,38 0,004 0.45 0,031 0.42 0,021
16:0 16,27 0,150 15,55 1.077 15,15 0,783
16: 19 0,05 <0,001 0,13 0,009 0,25 0,013
16:107 477 0,044 6,94 0,481 561 0,2%0
16:1@5 0,15 0,001 - - . -
17:0 0,17 0,001 0,78 0,054 0,59 0,030
18:0 4.63 0,043 3,28 0,227 2,63 -0,136
18: l{o%+07) 20,38 0,190 21,11 1,462 21,66 1,120
18:2006 9.87 0,091 6,88 0,477 5,84 0,302
18306 0,09 0,001 0,13 0,009 0,16 0,008
1833 1,20 0,011 1,37 0.095 1.43 0,074
18:4m3 0,89 0,008 1,42 0,098 144 0,074
20:1 2,98 0,028 4,19 0,290 6,80 0,352
20406 1,02 0,009 0,75 0,052 0,71 0,037
20:3wm3 0,16 0,001 0,14 0,010 0,14 0,007
20:403 0,84 0,008 0,81 0,056 0,26 0,013
20:5w3 4,57 0,042 5,67 0,393 5,61 0,290
22:1(w 1 1+e9) 1,89 0,017 4,02 0,278 3,59 0,289
22:406 0,22 0,002 0,32 0,022 0,29 0,015
22:503 1e3 0,015 2,34 0,162 1,09 0,056
22:6w3 18,04 0,167 11,77 0,815 12,81 0,663
24109 0,16 0,001 0,14 0,009 0,11 0,005
Total:
Saturados 2419 07222 24,49 1,697 22.86 1,182
Mounoinsaturados 30,58 0,282 36,45 2,525 40,26 2,083
Polinsaturados 38,50 0,356 31,52 2,183 29,76 1,539
N Ident 6,73 0,062 7,54 0,522 7.12 0,368
®3 2731 0252 23,51 1,629 22,78 1,178
o6 10,88 0,100 7.63 0,529 6,55 0,339
@306 2,51 - 3,08 - 3.48 -
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Figura 2 - Perfis de aminoacidos de: A - truta (N=2); B - dourada (N=2); C - robalo
(N=2); *Aminoacidos essenciais.
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NiVEIS DE MERCURIO TOTAL EM ESPECIES DE AQUICULTURA
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Av. Brasilia 1449-006 Lisboa

**¥ FCUL — Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa

INTRODUCAO

O mercirio é um metal pesado que, mesmo em quantidades muito pequenas, pode
apresentar efeitos toxicos. Tal facto foi constatado apés os incidentes em Minamata e
Niigata, no Japdo, nos anos 50 e 60 do século XX (1,2). Desde entdo, os niveis de
mercurio no meio aquatico tém sido monitorizados, tendo-se estabelecido limites de
concentragdo para varios produtos da pesca (3,4).

No meio aquatico, a acumulagéo deste metal ao longo da cadeia alimentar, leva a que
os produtos da pesca e aquicultura possam apresentar teotes de mercirio mais
elevados do que outros alimentos. Contudo, ¢ dificil prever o teor deste contaminante
no pescado pois depende da espécie, da idade e tamanho e ainda das condiges
ambientais (5,6). Assim, o objectivo deste trabalho foi quantificar o teor de mercurio
total nas espécies de aquicultura mais importantes em Portugal - truta, dourada e

robalo.

MATERIAL E METODOS

As trés espécies em estudo foram provenientes de aquiculturas portuguesas. A maior
parte das amostras era constituida por cinco peixes, excepto no caso de exemplares
que excediam 0,5 kg, em que as amostras eram constituidas apenas por dois
individuos. A idade de cada individuo foi indicada pela unidade de produgio. O
mercurio total foi determinado no musculo ¢ no figado por absorcio atomica em fase
de vapor frio (CV-AAS) (7).

239



RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os niveis de mercirio no musculo das trés espécies estudadas estiveram
compreendidos entre 0,01 e 0,20 mg/kg (Tabela 1). No que se refere as amostras de
figado, a truta apresentou os valores mais elevados, mas todos os resultados se
situaram abaixo do limite proposto pela UE (0,5 mg/kg, peso humido) (Tabela 1).

Estes valores estio de acordo com resultados obtidos por outros autores (8,9).

Tabela 1 — Niveis de mercurio total nas amostras de truta, dourada e robalo.

Espécies estudadas Musculo (mg/kg) Figado (mg/kg)
Media (min, — max.) Média (min. — max.)
Truta (N = 40) 0,07 (0,01-0,18) 0,10 (0,01-0,29)
Dourada (N = 24) 0,07 (0,01-0,13) 0,03 (0,01-0,10)
Robalo (N = 20) 0,09 (0,02-0,20) 0,04 (0,01-0,11)

Nas figuras 1, 2 e 3 apresenta-se a distribui¢o deste contaminante, por classe de
comprimento e de idade, nas trés espécies. De um modo geral, a truta apresentava no
figado teores mais elevados do que no misculo, enquanto que na dourada e no robalo
os resultados sugerem uma situagdo inversa. Os resultados obtidos nio permitem
também estabelecer, em nenhuma das espécies, uma relagdo entre os teores de

mercurio e a idade ou o comprimento dos exemplares analisados.
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Figura 2 — Niveis de merctirio total (mg/kg, peso himido) em dourada versus
classes de compnimento (cm) (A) e de idade (meses) (B).
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Figura 3 - Niveis de mercurio total (mg/kg, peso humido) em robalo versus classes

de comprimento (cm) (A) e de idade (meses) (B).

CONCLUSOES

¢ Os niveis de mercirio no musculo e figado de truta, dourada e robalo foram
sempre inferiores ao limite proposto pela UE (0,5 mg/kg, peso hiimido).

» Nio foi possivel estabelecer relagdes entre o teor de mercirio e a idade ou o

comprimento das trés espécies estudadas.
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PREPARACAO DE CONCENTRADOS DE ACIDOS GORDOS
POLINSATURADOS POR VIA ENZIMATICA
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Departamento de Inovagio Tecnologica e Valorizagdo dos Produtos da Pesca.
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RESUMO

A preparago de concentrados de cidos gordos polinsaturados por acgdo enzimatica,
usande uma lipase da Pseudomonas cepacia PS foi efectuada seguindo diferentes vias
reaccionais. hidrolise, etandlise e glicerélise. O estudo comparativo das trés
abordagens permitiu obter produtos finais com diferentes perfis de acidos gordos e
avaliar as vantagens e inconvenientes da via enzimatica bem como a selectividade da
lipase usada. Na hidrolise atingiu-se 53,41 % de polinsaturados enquantc que na
etandlise a percentagem atingida foi ligeiramente superior (55,66 %). E ainda de
referir que nestes dois processos, a fracgio enriquecida em 4cidos gordos
polinsaturados ¢ constituida por mono, di e triacilglicerdis o que pode apresentar
algumas lmitagdes na sua utilizagdo como suplemento alimentar. Na ghicerdlise
obteve-se 63,88 % de polinsaturados na fracgiio dos triacilglicerdis, mas é de salientar
que o oleo de partida era um concentrado de ésteres metilicos de Acidos gordos
polinsaturados, obtido do dleo inicial por complexagdo com ureia o qual pode
apresentar alguns inconvenientes (aumento do nivel de contaminantes e de colesterol
presentes no 6leo inicial). Os resultados obtidos por estas trés vias evidenciaram ainda
a sclectividade da lipase usada para catalisar as reacgoes  envolvendo,

preferencialmente, os acidos gordos saturados e monoinsaturados.
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INTRODUCAO

A preparagéo de concentrados de acidos gordos polinsaturados pode ser realizada por
via quimica ou enzimatica. As duas alternativas possuem vantagens e inconvenientes,
existindo, no entanto, variantes possiveis no mbito de cada altemativa que permitermn
superar alguns dos inconvenientes e aproveitar os aspectos positivos (Shahidi e
Wanasundara, 1998). A via quimica consiste na exclusio dos acidos gordos
polinsaturados da complexagdo com a ureia, permitindo produzir concentrados muito
ricos em polinsaturados (Haagsma er al., 1982). Contudo, eventuais contaminantes ¢ o
colesterol presentes no oleo inicial nfio sdo complexados pela ureia, mantendo-se na
fracgdo de acidos gordos polinsaturados (Breivik e Haraldsson, 1999). Além disso, o
solvente da ureia geralmente empregue - o etanol - reage com a ureia, formando-se
carbamato de etilo, uma substincia carcinogénica (Canas e Yurawecz, 1999). Assim, a
via enzimatica constitui um processo sem concentragio de substincias perigosas, em
virtude da especificidade da lipase, que actua apenas sobre os lipidos esterificados,
deixando os demais componentes intactos. A selectividade da enzima, em funcéio do
grau de insaturag3o, garante ainda a concentragdo dos polinsaturados, seja na parcela
que ndo reage no caso da lipase favorecer a reacgdo de saturados e monoinsaturados,
seja nos produtos da reacgio no caso contrario (Breivik e Haraldsson, 1999), Porém, o
nivel de concentragio de polinsaturados alcangado é modesto (teores pouco acima de
50%) quando comparado com os resultados obtidos por via quimica. Adicionalmente,
a accdo enzimdtica conduz a misturas lipidicas (mono, di e triacilglicerdis, #cidos
gordos livres e, na etandlise, ésteres etilicos) que levantam problemas de separagdo e
uma implementagfo industrial com novos problemas tecnoldgicos. Por estas razdes, ¢
de grande importancia o aprofundamento do conhecimento da acgio enzimaética, de

modo a conseguir-se tirar o maior partido das capacidades de cada enzima.

MATERIAIS E METODOS
Nos varios ensaios realizados, utilizou-se o éleo de salmdo “Natiirlich” da firma
Henry Lamotte como 6leo de partida. Nos ensaios com enzimas, fez-se uso da lipase

PS da Amano Pharmaceutical Co., Ltd. e nos ensaios com enzima imobilizada
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empregou-se, como suporte, a resina Amberlite XAD-7™ da Fluka. A preparagio das
misturas reaccionais para a hidrolise, etanolise e glicerdlise, bem como a imobilizagdo
enziméatica foram realizadas de acordo com os protocolos experimentais apresentados
por Breivik ¢ Haraldsson (1999). A evolugdo da hidrélise foi monitorizada através dos
indices de acidez e de saponificagdo, determinados segundo as Normas Portuguesas
NP 903 (1987) e NP 940 (1985), respectivamente. A evolugio das reacgdes de
etandlise e glicerdlise foi seguida recorrendo a cromatografia em camada fina. Os

reagentes quimicos aplicados nos varios métodos eram de grau analitico.

Tabela 1 - Condiges reaccionais dos varios ensaios enzimaticos realizados.

Tipo de reacgo Estado da enzima Composigio da mistura inicial Temperatura (°C) Tempoth)
Hidrétise Livre 12 g de dleo +18 mi de tampio 35 72
fosfato
. Imobilizada* em .
FEtanolise Amberfite XAD-7™ 5 gdeOleo + 0,8 g de etanol 20 26
2 g de conc. de &st. met. de dc
Glicerolise Livre gordos @3 + 1 g de glicerol -+ 2 ml 40 43
de isooctano

* Na etandlise escotheu-se um ensaio com a enzima imobilizada pelo facto de apresentar methores
resultados.
T Obtido por complexagdo com ureia, ! pressdo reduzida (200 mbar).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Hidrolise

Registou-se um enriquecimento em &cidos gordos polinsaturados na fracgdio ndo
hidrolisada (Fig. 1), atingindo-se 53,41 % a partir de um teor no oleo inicial de 42 84
%. Este facto mostra que a selectividade enzimatica incide, preferencialmente, sobre
os acidos gordos saturados e monoinsaturados, o que leva a concentragio dos
polinsaturados na fracgdo de oleo que ndo foi hidrolisada. Contudo, a concentragio
dos 4cidos polinsaturados @3 ndo foi tio acentuada como a dos 6, visto que a razio
®3/w6 diminviu de 7,72 no éleo de partida para 4,54 no concentrado obtido apéds
hidrolise. A enzima foi particularmente activa na hidrélise, remanescendo 43.6 % de
frac¢do ndo hidrolisada no final da reacgdo.

Etanolise

A concentragdo de acidos gordos polinsaturados na fraccio ndo transesterificada

atingiu 55,66 % (Fig. 2), sendo o seu valor no éleo inicial 42,84 %. Na ctandlise, a
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lipase apresentou, em relagdo aos acidos polinsaturados 3, uma maior selectividade
do que na hidrolise. Assim, a razio ©3/w6 aumentou relativamente ao valor do dleo
inicial (7,72), alcangando o nivel de 13,81 enquanto que na hidrolise se registou uma
diminui¢io da razdo. Por outro lado, a fracgdo dos acilglicerdis, mais rica em
polinsaturados, representa 27,5 %, um resultado inferior ao atingido no concentrado
obtido na hidrdlise.

Glicerdlise

A glicerélise permitiu produzir triacilglicerdis ricos em polinsaturados (63,88 %), o
que & vantajoso, pois os triacilglicerdis sio melhor absorvidos pelo aparetho digestivo.
Este facto compensa a reducdo relativamente ao teor de polinsaturados do dleo usado
como substrato da enzima (88,57 %). Esta redugdo pode ser atribuida 4 maior
propensdo da lipase para catalisar, preferencialmente, a esterificagio dos acidos
gordos saturados e monoinsaturados. Do mesmo modo, registou-se uma diminuigdo da
razdo ®3/w6 de 25,55 para 12,12 nos triacilglicerdis, que pode ser devida a uma
catalise preferencial dos acidos w6. Adicionalmente, o nivel de EPA no produto da
reacgdo enzimatica foi semelhante ao de DHA (Fig. 3), ao passo que no substrato o
teor em EPA excedeu claramente o teor em DHA (Fig. 4). Este facto indica que a
lipase usada incorpora mais facilmente o DHA do que o EPA, o que constifui uma
excepglo na tendéncia da enzima para ser menos activa quando aumenta o grau de
insaturagio dos acidos gordos. Finalmente, a percentagem de triacilglicersis obtida
(25,4 %) é positiva, indicando a viabilidade da obtengdo de triacilglicerdis por acgio
enzimatica, um processo com condigdes menos drasticas do que a glicerélise quimica
(Noureddini e Harmeier, 1998) e que assegura uma menor degradagio dos acidos

polinsaturados.
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¥IPIMAR - Instituto de Investigagio das Pescas e do Mar, Av. Brasilia, 1449-006
Lisboa

**Escola Superior de Biotecnologia — Universidade Catolica Portuguesa, Rua Dr.
Antonio Bemardino de Almeida, 4200-072 Porto
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Salazar, 2, 4099-003 Porto

INTRODUCAO

No pescado, o teor em H,S tem sido considerado um pardmetro indicador do grau de
frescura e, por seu lado, a presenga de aminas biogénicas, além de indicadoras de
deterioragfo, constitui também um risco para a saude publica. Efectivamente, a
histamina ¢ susceptivel de originar quadros alérgicos graves enquanto que outras
aminas como a putrescina e cadaverina parecem potenciar a toxicidade da histamina e
conduzir & formagio de nitrosaminas carcinogénicas’. As aminas biogénicas sio
produzidas a partir da descarboxilagdo de aminoacidos livres por acgiio bacteriana.
Neste contexto, realizaram-se estudos da microflora de bacalhau salgado (verde),
salgado/seco e respectivos produtos demolhados, caracterizando-se os isolados em

termos de produgdo de H,S e de aminas biogénicas.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo usaram-se 12 amostras de cada um dos seguintes produtos: bacalhau

salgado, salgado demothado, salgado seco e salgado seco demothado. A produgio de

H,S foi verificada directamente através de cartas GNI+ (Vitek®, bioMérieux, F ranga).
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As bacterias produtoras de putrescina e cadaverina foram identificadas através das
referidas cartas com base na presenca das enzimas omitina descarboxilase, arginina

diidrolase e lisina descarboxilase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das cerca de 130 estirpes isoladas nos 4 produtos analisados, apenas 7 espécies
(Enterobacter  cloacae, Morganella  morganii, Shewanella putrefaciens,
Staphylococcus  auricularis, Staphylococcus warneri, Vibrio alginolyticus e
Xanthomonas maltophilia), 3 grupos (deromonas hydrophilia/caviae e Psendomonas
fluorescens/putida) e 3 estirpes ndo identificadas possuiam potencial produgsio de H,S

e/ou de aminas biogénicas (Tabela 1).

Tabela 1 - Microrganismos isolados de bacalhau produtores de H,S efou de aminas
biogénicas (NI - estirpe Néo Identificada).

Detentor das enzimas:

Bacalhau Produtor de H2S Qrnitina Lisina Arginina
descarboxilase descarboxilase dihidrolase
Salgado AR hRrean enranin Sy
Salgado demothado Xenthomonas maltophilia  Xanthomonas makophilia Psaudomonas fuor fpuitid
Vibrio alginolyticiis
Nt n't
NI n®2
Saladofsaco NI n®1 NI n®1 Nin™ Staphylococcus auricularis
Staphylococcus auricularis Staphyiococcus warmneri
Staphylococcus warneri Asromonas hydrophilieleaviae
EhfeFobacter cleacas o -
Salgado/sece demalhado aremoni Morganolia morganii f as fivrescensiputida
Shewanella putrefacians NI '3

Algumas das espécies atrs mencionadas t8m sido igualmente isoladas em pescado
fresco’, o que podera sugerir que o processo deteriorativo do bacalhau, principaimente
apds demolha, ndo seja muito diferente do observado em pescado fresco no que

respeita a produgdo de H,S e aminas biogénicas.
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CARACTERIZACAO BACTERIANA DOS PRODUTOS DE
BACALHAU
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INTRODUCAO

O bacalhau salgado seco foi objecto de numerosos estudos, em especial na primeira
metade do século passado, tendo sido considerado um produto estavel cujo
processamento industrial ndo envolvia riscos elevados, devido ao baixo teor de
humidade e elevadas concentragbes de sal. Assim, posteriormente, os estudos
incidiram, essencialmente, em termos da microflora haléfila extrema. Contudo, o
processamento alterou-se e, actualmente, o bacalhau salgado/seco evidencia
caracteristicas diferentes, em particular, maior teor em dgua o que toma a sua
conservagao mais dificil.

No sentido de contribuir para uma methor caracterizagio dos produtos actualmente
disponiveis no mercado, realizaram-se estudos da microflora de bacalhau salgado
(verde), salgado seco e respectivos produtos demolthados no que respeita a presenga de

bactérias isoladas em meio com baixo teor em sal.
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MATERIAL E METODOS

Neste estudo usaram-se 12 amostras de cada um dos seguintes produtos: bacalhau
salgado, salgado demolhado, salgado seco e salgado seco demothado. Os
microrganismos foram isolados de PCA (Plate Count Agar) com 1% de NaCl. A
caracterizagdo foi efectuada com base na observagdo microscopica, teste de Gram,
reacgdo a catalase ou oxidase e em cartas GNI, GNI+ e GPI (Vitek®, bioMérieux,
Franga)'.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos, construiu-se uma matriz composta por dados
binarios e nominais. A fungdo DAISY do programa R’ executou a transformagéo da
matriz dissemelhante, tendo sido posteriormente aplicado o algoritmo “UPGMA”
(Unweighted pair-group matching coefficient)’. Os agrupamentos foram determinados
a partir do “agglomerative coefficient™.

Através dos 69 fendtipos Gram-positivos encontrados (Fig. 1), foi possivel identificar
61 estirpes, perfazendo um total de 15 espécies, salientando-se os Staphylococcus sp.
Do conjunto dos 111 fendtipos Gram-negativos isolados (Fig. 2), identificaram-se 93
estirpes, ainda que em 61 destas haja dividas quanto a espécie, destacando-se as
Pseudomonas sp. e a Shewanella putrefaciens.

Tais resultados indicam que a microflora encontrada nos quatro tipos de produto esta
ndo s6 relacionada com a matéria prima’, mas também com a manipulagiio directa e
transferéncia ambiental **°.

Nos produtos demolhados observou-se maior variedade de Gram-negativos do que

Gram-positivos, ao contrario dos produtos salgados e salgados secos.
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INTRODUCTION

Liquid ice or binary ice is a new food chilling technique that requires less time to chill
products and acts more uniformly than other types of ice. Liquid ice application on
crustaceans immediately after catch provokes a stronger muscular contraction, which
improves processing of individuals.

The aim of this study was to evaluate the effect on ATP and derivatives formation of
chilling deepwater pink shrimp, red shrimp and Norway lobster with liquid ice

onboard immediately after catch.

MATERIALS AND METHODS

Crustaceans source. The studied crustaceans were deepwater pink shrimp
(Parapenaeus longirostris), red shrimp (Aristeus antennatus) and Norway lobster
(Nephrops norvegicus) caught off the Algarve coast (Portimio) by the bottom trawler
Costasul (Cardiopeixe, Lda)

Treatments.  Flake ice lots were treated with commercial antimelanosic product
based on sulphite by spreading, while liquid ice lots were introduced during 7 minutes
in an insulated container filled in with 30% liquid ice as recommended by the
commercial supplier. For each species, both lots were chilled and stored during 80
hours in cold stores (2 + 1°C) with flake ice on them.
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Analyses performed. ATP and their breakdown products were extracted according to
Ryder (1985). K value (as a percentage of the ratio between Ino+Hx to all ATP related
products) was calculated according to Saito ef al. (1959).

RESULTS

FFlake ice
ZLiquid ice

Temperature {°C)

Pink Read Narway Pink Red Norway
shrimp  shelmp  lobster shrtmp  shrimp  lobster

oh 80h

Fig. 1. Temperature of pink shrimp, red shrimp and Norway lobster chilled with flake

ice or liquid ice immediately after catch and stored up to 80 hours.
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Fig. 2. Inosine monophosphate (IMP) of pink shrimp, red shrimp and Norway lobster
hours.
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red shrimp and Norway lobster chilled with flake ice

or liquid ice immediately after catch and stored up to 80 hours.

Fig. 3. K value of pink shrimp,



CONCLUSIONS
The use of liquid ice to chill the studied species reduced significantly the temperature
of the individuals.
When liquid ice was applied to chill pink shrimp, red shrimp or Norway lobster
immediately after catch, the spoilage measured as K value evolved more slowly and

reached lower final values after 80 hours of chilled storage.
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INTRODUCAO

A poluigdo do ambiente marinho por contaminantes orgénicos e inorgénicos
tem sido identificada como sendo um dos factores de maior impacte em fendémenos
toxicologicos que ameagam a sobrevivéncia dos organismos marinhos. Os fendmenos
biogeoquimicos regulam a transmissdo de mercurio aos niveis troficos e, deste modo,
levam a bioacumulagio nos peixes. Esta concentragio de mercirio ao longo da cadeia
alimentar representa um risco toxicoldgico, particularmente no fim da cadeia trofica,
ou seja, o0 Homem que consome o pescado.

O merciirio ¢ um dos metais que apresenta maior diversidade de efeitos
adversos correspondentes &s diferentes formas quimicas. O merciirio pode encontrar-
se sob a forma elementar, orgénica e inorgnica, cada um com toxicocinética e efeitos
toxicos diferentes. O metilmerciirio é a forma mais importante de merciirio em termos
de toxicidade e efeitos adversos.

O ciclo biolégico do peixe-espada-preto (4phanopus carbo) pode predispor a
acumulacdo deste metal a nivel dos seus tecidos ¢ deste modo pode influenciar, por
via da cadeia alimentar, a salide do consumidor. Visto que é um produto de grande
valor economico no mercado portugués, sobretudo na Itha da Madeira, este trabalho
tem como objectivo determinar o teor de mercuirio total, organico e inorginico em

exemplares desta espécie capturados ao largo da Ilha da Madeira.
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MATERIAL E METODOS
Neste trabalho os exemplares de peixe-espada-preto estudados foram capturados
ao largo da Itha da Madeira (N=50). Depois de efectuada a medigdo e pesagem, foram
separados, para posterior analise, a pele e tecido adiposo subcutaneo, o figado e a
parte muscular.
Os teores de mercurio foram determinados pelo método de Espectrofotometria
de Absor¢io Atomica em fase de vapor frio. O mercirio total foi doseado de acordo
com a Norma Portuguesa NP 2928 (1). O método de determinagdo do mercurio

organico e inorganico foi baseado no método descrito por diversos autores (2 e 3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os comprimentos dos individuos estudados encontravam-se compreendidos
entre 98 ¢ 126 cm, gama frequentemente comercializada (5 e 6}, e pesavam entre 1,4 e
3,0 kg (Tabela 1), sendo tedos os exemplares adultos.

Os niveis médios de mercirio total no figado foram mais elevados do que os
verificados na pele e no misculo. Os resultados obtidos permitiram constatar que a
concentragdo média de mercurio total foi de 0,9+0,3, 0,6+0,3 e 4,5+2.5 mg/kg,
respectivamente, no musculo, pele e figado. Por outro lado, o teor maximo de

mercurio observado no muasculo e pele foi de 1,4 mg/kg e no figado de 11,3 mg/kg.

Tabela 1 - Caracterizagdo do peixe-espada-preto no que respeita a valores médios de

comprimento, peso e teor de mercurio total nos varios tecidos.

N=50 Comprimento Peso Hg (mg/kg)
(cm) {kg) Musculo Pele Figado
Média + D.p. 1116 2,1+0.4 0,9+0.3 0,630,3 4,542 5
Mediana 111 2,2 0,9 0,6 4,3
Valor maximo 126 30 1,4 1.4 11,3
Valor minimo 98 1.4 0,2 3,1 0,3

A figura 1 ilustra a relagdo entre o teor médio de mercirio total nos diferentes
tecidos analisados & as classes de comprimento. A analise dos resultados ndo permitiu
obter nenhuma correlagio entre o teor de mercario nos varios tecidos e o
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comprimento. Os coeficientes de correlagio foram -0,11, -0,18 e 0,09,
respectivamente, para o musculo, pele e figado os quais apresentam um nivel de

significancia inferior a 95%.
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n=1 n=7 n=15 =13 n=7 n=4 n=2 n=1

Classes de comprimento {cm)

Figura 1 — Teor médio de mercurio {misculo, pele e figado) por
classes de comprimento.

Na figura 2 esta representada a relagio entre a percentagem de individuos que,
nos diferentes tecidos, apresentavam teores de mercirio inferiores ou superiores 20
teor maximo legislado pela U.E. (3) que é de 1 mg/kg. Os resultados obtidos indicam
que o teor de mercirio no misculo era igual ou superior 2 1 mg/kg em 46% dos
individuos. No que respeita & pele e ao figado, estas percentagens cifravam-se em 10 e
98%, respectivamente,

A determinacio dos teores de mercirio orginico e inorgénico revelou que
cerca de 81% do mercario total existente no musculo se apresenta sob a forma
organica e somente 19% era inorganico (Fig. 3). Tal como verificado para o masculo,
a percentagem de mercirio orginico no figado foi superior a do inorgénico, sendo
estes valores médios, respectivamente, 83% e 17%. Percentagens semelhantes as

encontradas foram referidas, para outras espécies, por diversos autores (3, 7 ¢ 8).
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Figura 2 - Percentagem de individuos em fungio do teor de

mercurio nos tecidos (musculo, pele e figado).

B1%

Percentagem de Hg

19%

20 +

17%

nerganico Organico norgénica Organico

Figura 3 - Percentagem de mercirio inorginico e organico em masculo e

figado de peixe-espada-preto.

CONCLUSOES
=> Atendendo aos resultados obtidos no doseamento do mercirio total no figado (98%

das amostras continham valores superiores ao limite legislado pela U.E.), deve
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considerar-se que este & um tecido de risco elevado, pelo que 0 seu consumo deve
ser excluido da dieta alimentar.

= A especiagdo do mercurio total em algumas amostras de musculo e figado
demonstrou que a maior fracgdo de mercirio total se apresentava sob a forma
organica (>80%).

= Em relagdo ao potencial risco associado a0 consumo do tecido muscular e pele do
peixe-espada-preto, pode concluir-se que este é seguro se o seu consumo for
moderado,
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CONSERVACAO DE BACALHAU DEMOLHADO REFRIGERADO
EMBALADO A VACUO

S. Pedro; C. Pestana; N. Magalhdes; I. Batista; M. M. Albuquerque;, M. L. Nunes
Instituto de Investigagio das Pescas e do Mar; Departamento de Inovagio Tecnologica
e Avenida de Brasilia, 1449-006 Lisboa

RESUMO

Neste trabalho estudou-se a qualidade do bacalhau demolhado, conservado em
refrigerado e embalado a vacuo através de analises fisicas, quimicas, sensoriais e
microbiologicas. Os teores de ABVT, TMA ¢ pH aumentaram apés o 21° dia de
armazenagem. A evolugdo do TBA ndo indiciou alteragdes ao mnivel dos lipidos.
Ocorreu um ligeiro anmento da firmeza durante a armazenagem, embora, de um modo
geral, a textura se tenha mantido caracteristica para este produto. O bacalhau foi aceite
por mais de 50% dos provadores até ao 21° dia de armazenagem. Na flora
halotolerante observou-se, até a0 3° dia; um aumento de 2 ciclos log, atingindo-se
teores de aproximadamente 5x10%ufc/z. No restante periodo de armazenagem
detectou-se um crescimento menos acentuado, registando-se teores proximos de 1x10°
ufc/g aquando da rejeigdo sensorial do produto (28° dia). A flora produtora de H,S
aumentou 3,5 ciclos log entre os dias 3 e 7, detectando-se no 7° dia teores de
aproximadamente 6x10*ufc/g. A partir dessa data, torou-se dominante e constituida,
maioritariamente, por estirpes produtoras de TMA. Assim, o tempo de conservagio do
bacalhau demolhado refrigerado, embalado a vacuo, foi de 21 dias, com base nas
caracteristicas organolépticas, porém, atendendo aos pardmetros microbiologicos,

devera ser encurtado para 7 dias.
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INTRODUCAO

O bacathau salgado seco tem uma longa tradigdo em Portugal, sendo consumido
normalmente, apds demolha de um a dois dias e cozinhado de multiplas maneiras. A
necessidade de uma preparacgdo prévia {demolha) toma-o pouco adequado ao estilo de
vida e estrutura familiar actuais, exigindo o desenvolvimento de produtos prontos a
consumir, Existem ja no mercado alguns produtos a base de bacalhau demolhado cujo
consumo tem vindo a popularizar-se dada a sua comodidade de utilizagdo. Contudo,
sdo comercializados em congelado, ndo respondendo totalmente as exigéncias do
mercado. Assim, no sentide de estudar novos tipos de apresentagdo de bacalhau
demolhado, realizaram-se ensaios de conservagdo, em refrigerado, deste tipo de

produto embalado a véacuo.

MATERIAIS E METODOS

O bacalhau foi demolhado a 4°C durante 48 horas, com 2 mudas de agua da tomeira,
apds o que foi embalado a vacuo e conservado a 4°C durante 28 dias. A evolucio da
qualidade durante a armazenagem foi sepuida através de analises sensoriais, fisicas
(PH e textura), quimicas (ABVT, TMA, TBA e¢ humidade) e microbiologicas
(bactérias halotolerantes e produtoras de H,S). A textura foi determinada no
equipamento Instron 4301, usando a célula de Kramer wr2944, e uma carga de 1kN; o
pH foi medido no pH Meter Methrom 691. Na determinagio do teor de humidade, a
secagem das amostras, até peso constante, fol realizada em estufa a 105 °C ou num
forno de microondas com uma poténcia de 800 W ¢ uma temperatura de 160°C
durante 10 min; o azoto basico volatil total (ABVT) foi determinado por destilagio no
aparelho Kjeltec Auto Sampler System 1035 Analyzer da Tecator; o teor em Azoto de
Trimetilamina (ATMA) foi determinado pelo método descrito por Cobb et al. (1973) e
o indice TBA de acordo com a norma portuguesa NP 3356 (IPQ, 1990). Na realizagio
da analise sensorial utilizou-se o Método do Indice de Qualidade (QIM) para a
apreciagdo do bacalhau demolhado cru. A qualidade microbiolégica foi avaliada
através da contagem de bactérias halotolerantes (PCA +3% NaCl; 15°C, 10d) e da
contagem de bactérias produtoras de H,S (Iron agar; 15°C, 10 d).
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Apds o 20° dia, os valores de ABVT ¢ TMA aumentaram de forma acentuada, mas o
teor de 35 mg N/100g (limite maximo indicado na Decisio 95/149/CEE (1995) para o
valor deste indice em peixe fresco para espécies da familia Gadidae) nunca foi
atingido no periodo em que decorreu o ensaio (Fig. 1). A flora halotolerante aumentou
2 ciclos log até ao 3° dia, detectando-se depois um crescimento menos acentuado (Fig.
2). A flora produtora de H,S aumentou 3,5 ciclos log entre os dias 3 e 7; a partir do 7°

dia, tomou-se dominante.

A textura do produto ficou ligeiramente mais firme (Fig. 3), tendo-se observado, a
partir do 11° dia (Figs. 3 e 4), um aumento da firmeza e uma diminuigiio do teor de

agua no bacalhau que podera ser responsavel por aquele aumento.

Bactérias lotais
prodiforas de HyS em ron Agar

T T T T 3
o 5 1¢ 15 20 25 3

Dias do armazenagem Dias de aimazenagem
Figura 1 — Evolugiio do ABVT e TMA  Figura 2 - Evolugdo microbiolégica ao
ao longo do periodo de longo do periodo de armaze-
armazenagem. nagem.
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Huridade

0,15
C,10

Figura 3 — Evolugio da textura ao longo Figura 4 — Evolugio da humidade ao

do periodo de armazenagem, longo do periode de
armazenagem

O pH variou entre 6,38 e 6,8, tendendo durante a armazenagem para valores préximos

da neutralidade (Fig. 5). Os valores do indice TBA foram sempre inferiores a 0,3 mg

de aldeido malénico/kg de amostra. Estes resultados situaram-se muito abaixo da

gama referida por Connell (1975) (1-2 mg de aldeido maldnico/kg de amostra) que

este autor considera como os valores a partir dos quais o pescado pode apresentar

cheiro e sabor a rango.

Das de amezenagem D chamasregpy

Figura 5 — Evolugdo do pH ao longo do  Figura 6 — Evolugio do indice TBA
periodo de armazenagem. ao longo do periodo de
armazenagem.

Até ao 7° dia o bacalhau foi considerado, por 100% dos provadores, com qualidades
organolépticas caracteristicas deste tipo de produtos (Fig. 7). Apos 21 dias apenas
50% dos provadores consideraram o bacalhau cru aceitavel, tendo sido o cheiro

desagradavel a principal causa de rejeigao.
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CONCLUSAO Aceitagio de bacahau demolhado cru

O tempo de conservagdo do 1o s
bacalhau demolhado refrigerado
TEd —— — e e o N
embalado a vacuo foi estabelecido
4 J SO

em 2} dias com base nas

caracteristicas organolépticas do | Py oo omsoso oo oo

produto. Porém, atendendo aos o :

n e e 0 5 10 15 20 25 30
parametros  microbiologicos, o Dlas do armazenagsm
periodo de conservagdo devera ser Figura 7 - Aceitacio de bacalhau
considerado de 7 dias. demothado cru ao longo do

periodo de armazenagem.
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SALMONELIA EM MOLUSCOS BIVALVES DE AGUAS MUITO
CONTAMINADAS
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INTRODUCAO

Os moluscos bivalves vivos sdo considerados produtos de elevado risco especialmente
nas épocas mais quentes, sendo a Salmonella o microrganismo que coloca mais
problemas. Para a sua detecgiio tém sido propostos diversos protocolos mas a propria
composig¢do intrinseca dos bivalves interfere na pesquisa deste patogénico e aquando
da presenca de niveis elevados de contaminagdo fecal podem surgir interferéncias que
condicionam a metodologia. Com o objectivo de encontrar uma forma de detecgio
mais rapida e fiavel da Salmonella nestes produtos da pesca, estudou-ge a aplicacao de
um método de imunofluorescéncia, com e sem imunoconcentragio {esquema A e B
respectivamente), e compararam-se os resultados obtidos com o da metodologia
descrta na prEN 12824 (1997). Embora esta ultima metodologia dé resultados
coerentes, as muitas reacgdes positivas que depois da confirmagdo em placa e
serologia correspondem a amostras sem Salmonella, vém introduzir a necessidade de
encontrar uma metodologia que permita eliminar os resultados negativos mais

rapidamente.
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MATERIAL E METODOS

Agua peptonada tamponada (BPW), Caldo Rappaport Vassiliadis (RVB), Caldo
Selenito Cistina (SCB), Caldo M (MB), Agar para identificacio de Salmonelia
(SMID}, Tubos Kligler, Vidas Salmonella{Vidas SLM), kit de imunoconcentragio
Vidas (Vidas ICS), Analisador automatizado Vidas, Vitek 32 e cartas de identificacio
para bactérias gram-negativas(GNI+ } de bioMérieux.

Meio para teste rapido de Salmonella (SRTEM), Discos de Novobiocina, Agar de
Verde Brilhante (BGAM), Teste rapido de Salmonella (SRT) e Agar Salmonella
Shigella (SS) de Oxoid. Anti-serum Salmonella O Poli A-I ¢ ViDIFCQ). A
embalagem para o teste rapido de Salmonella (Oxoid) foi re-hidratada e preparada de
acordo com as instrucgOes do fabricante. O kit Vidas SLM, o kit Vidas ICS, o

analizador Vidas e o Vitek foram usados de acordo com as instrucgdes do fabricante.

Protocolo validado AFNOR (BIO-12/1-04/94) - IS0 6579 ()Np-1828, 1982, (2)

As metodologias foram desenvolvidas nas seguintes etapas: pré-enriquecimento com
agua peptonada tamponada (APT) que foi incubada durante 1h a 20 °C +1 °C seguida
de 18-24 h a 37 °Cxl °C; enriquecimento selectivo, confirmagdo dos resultados
suspeitos por sementeira em placa em dois tipos de agar diferentes (Agar verde
brithante modificade, Salmonelia-Shigella Agar e/ou SMID Agar, selecgio de
colonias suspeitas que foram submetidas a testes serologicos e bioquimicos (5
colonias por placa) e respectiva identificacdo por carta Vitek GNI+. As amostras so

foram consideradas positivas apos confirmagéio.
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A B

259+ 225ml APT 259+ 225mtAPT

1h~-20°C£1°C, 18-24 h—37°C +1 °C Th~20°C+1°C, 18-24h - 37°C +1 °C

M e \
08 mi
%L Vidas IC$ /+ 45 min 0,1 mi 1 mi H

0,4 mi do pogo n°.1 Caldo Rappaport-Vassiliadis Caldo selenito-cistina
41°C31°C/ 18 h 37°C+1°C/{18h
Caldo ICS

68h41°Ci1 °C

tmi 1ml
1 mi
T
Caldo M an Caldo M
— 41 °CH1 °C/ 18 h ~a ’— A~ 37°C£1°C/6h
1S min/ 100 °C 15 min/ 100 °C
% Vidas SLM % Vidas SLM
\ \
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos: com os métodos Vidas ICS e Vidas SLM sdo comparaveis
com os do método Rapid Oxoid na detecgdo da Salmonella em moluscos bivalves
de zonas com -elevada contaminagdo fecal, normalmente superior a 5400
coliformes fecais (resultados ndo apresentados aqui).

A técnica de imunofluorescéncia permitin eliminar os resultados negativos mais
rapidamente e evitou a necessidade de confirmagdo sistematica. A
Imunoconcentragdo prévia da amostra permitiu obter os resultados negativos em
apenas 24 h. No caso de amostras positivas ou suspeitas em que é necessaria a
confirmagéo, o periodo total da analise pode ser encurtado (24 h).

Nos métodos A e B obtiveram-se 3 e 2 falsos negativos o que esta de acordo com

os resultados de outros autores para produtos alimentares.
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»  Pretende-se prosseguir o trabalho, em particular no aperfeigoamento da fase de
confirmagdo, uma vez que a presenga de muita flora contaminante (nomeadamente
Proteus, Citrobacter) toma particularmente moroso o trabalho de confirmacgo das
amostras suspeitas. Neste trabalho as agaroses SMID e SS revelaram-se mais

eficazes do que o agar BGAM para seleccionar as colonias suspeitas para

confirmagao.
A B c
Métados Vidas ICS Vidas SLM Rapid Ox
Até obtencéo de resultado positivo ou suspeito 23-27 40-44 48-48
Confirmacgdo de resultado positivo ou suspeito 81-103 92-114 106-124
N? amostras 35 96 96
Amostras negativas 17 49 46
Amostras positivas confirmadas 15 47 50
Amostras falso-negativas .3 2 NA
% amostras falso-negativas 9 2 -
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PERSPECTIVAS FUTURAS
1° ENCONTRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DO IPIMAR

Marcelo de Vasconcelos, Presidente do IPIMAR

Quando se tenta esbogar o que poderdo ser perspectivas de futuro e, sobretudo, os
grandes desafios que se nos podem colocar, é, obviamente, itil ter uma nogéio do que
pensa a indistria, porque se colocam numa “linha da frente”, balizada pela
dispombilidade de matéria-prima, de um lado, e pelo consumo, do outro, possuindo
uma experiéncia concreta, tanto em fermos de know how e de tecnologia como de

mercado.

Esse contributo ajuda-nos a compreender melhor as aspiragdes, os caminhos que se
deseja percorrer ¢ as dificuldades que se colocam. Todavia, sendo ele inestimavel, ndo
nos dara, porventura, a visio mais completa dos desafios que se colocam num mundo
em que a matéria-prima se vai revelando escassa e vulneravel, em que tradigdes de
consumo aparentemente solidificadas estio em mudanga e em que as fronteiras se

abrem.

Neste mundo que sernpfé se procura julgar sélido cresce a necessidade de sustentacdo,

mas a sustentag¢éio implica equilibrio, qualidade e seguranga.

E verdade que os Ultimos anos tém registado, genericamente, progressos assinaldveis
em diversos dominios, mas ¢ igualmente notorio que resta muito a fazer, alterando
habitos e descobrindo outros caminhos. Por tudo isto e porque o objectivo desta mesa
redonda ¢ o de contribuir para um debate sobre perspectivas futuras gostaria de, muito
rapidamente, chamar a atengdo para um conjunto de questdes, algumas certamente
abordadas nestes dois dias - e que t8m sido objecto de investigagio e de uma
colaboragdo frutuosa com a Indistria — mas outras nem sequer ou apenas afloradas.

Em primeiro lugar, parece evidente que qualquer que seja o segmento da indistria

envolvido ha que caminhar no sentido de:
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¢ pugnar por indices mais elevados de qualidade tanto ao nivel das
matérias-primas como da produgdo de transformados,

¢ contribuir para uma maior rentabilidade do processo produtivo,
reduzindo as perdas e convertendo desperdicio em mais-valia,

¢ afinar e desenvolver métodos e técnicas que permitam, qualquer que
seja a transformagio, identificar as espécies, determinar a origem dos

produtos e avaliar a sua qualidade.

Sendo nos altamente dependentes da importagio de produtos da pesca para consumo
directo ou para a industria, parece evidente a necessidade de nfo subestimarmos a
importincia destes pontos e a necessidade de sobre eles continuar a incidir um
acrescido esfor¢o por parte de uma investigacio interdisciplinar em estreita

parceria com o sector.

Em segundo lugar, vamos tendo consciéncia de que neste novo século XXI — e a
prazo ja ndo muito distante — dois dos grandes desafios que se colocam & Humanidade

(para além do alimentar) tém a ver com dgua e energia.

Quer isto dizer que, também nestes dominios ha que apostar em processos fabris
menos desperdigadores destes dois bens comuns que estdo desigualmente distribuidos
e vio evidenciando tendéncia para maior escassez. Se as energias alternativas sio uma
saida possivel ainda insuficientemente explorada e em uso, ja a agua representa hoje

um problema que tende a agravar-se muito rapidamente, bastando pensar que:

+ 2 agua potavel representara qualquer coisa como cerca de 1% de toda a
agua disponivel,

¢+ metade da humanidade vive hoje concentrada em areas urbanas e

¢ em mais de metade das cidades europeias, as necessidades de consumo

actual sdo satisfeitas através da sobrexploragdo de lengdis de agua
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subterranea, sendo que parte dessas reservas se encontrara poluida em

muitos paises.

A racionalizagdo dos usos (que implicam um sentido de responsabilidade colectiva) e
a busca de solucdes justificam que também aqui se estreitem, ainda mais, as relagdes
de colaborag@o estreita entre a industria e a ciéncia — com a vantagem adicional de se

poderem minimizar custos.

Em terceiro lugar, nem todas as unidades de producio da industria dispSem de
idéntica capacidade para enfrentar, por si s6s e com éxito, os constantes desafios de
um mercado aberto que — a sua escala — se caracteriza pelo forte dinamismo e por

uma concorréncia que tende a:

¢  diversificar-se, com o aparecimento de novas espécies que ameagam
por em cheque as tradicionalmente implantadas no mercado e a

+ aumentar com a entrada de novos interventores,

A conjugagio de esforgos, a complementaridade e a definicio do Servigos comuns
pode ser uma solugfo inteligente, orientando-se a natural concorréncia entre empresas
para os momentos e locais onde essa luta nfio contribua para a sua destruigio. Por
outras palavras, defendo uma estratégia de organizagio e convergéncia de
interesses que, livremente aceite, permita reforcar a capacidade de defesa e

intervengdo da industria nacional.

Em quarto lugar, uma maior wmobilidade e abertura de fronteiras e,
consequentemente, de mercados abre portas a novos e muito sérios desafios em
matéria de sadde piblica. A biotecnologia pode contribuir para que no futuro o
sistema de produgdo pesqueira (que engloba a aquicultura) alcance, dentro de certos
limites, melhores indices de rentabilidade e sustentabilidade, mas temos de reconhecer

que, no estadio actual do conhecimento, as margens de incerteza — e, portanto, de real
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ou potencial risco — sdo demasiado elevadas, ndo sendo indiferentes as questdes de

natureza ética.

Em todos os casos se exige uma completa transparéncia na informagao que se presta a
sociedade e um cuidadoso confronto com uma experimentagdo cientifica idonea,

rigorosa e independente.

Em quinto lugar, ha que reconhecer o papel chave da ciéncia e o contributo que ela
pode prestar em todos os dominios, que ndo s6 os de natureza puramente técnica. O
estreitamento de relagbes e o alargamento de um clima de confianga entre a
investigacdo e o Sector abre camunho para melhores formas de governanga,
assegurando o reforgo do processo participativo e responsabilizando todos os agentes

ou actores intervenientes no processo que termina na tomada de decisdo.

Em sexto e tltimo lugar, os desafios da sociedade de informagio que se vai
construindo implicam a necessidade de adopgdo de regras estritas e de harmonizagao
de critérios e procedimentos, a alteragdo dos modelos tradicionais de relagdo,
comunicagio e transacgdo e a construcdo de uma base de confianga solida entre

produgdo, comércio € consuimo.

A valorizagio da ética, a adopgdo de um Cddigo de Conduta de boas praticas entre
Estados e entre produtores, nas suas relagdes de mercado, e o dever de formar e
informar o consumidor sdo pontos essenciais deste exercicio. Se & certo que compete
aos Estados uma larga fatia de responsabilidades nesta matéria, também é bom que se
esteja convicto que a industria e as estruturas organizadas de cidadania cabe igual

parcela de responsabilidade.
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BACALHAU SALGADO SECO, EVOLUCAO DE UM PRODUTO
TRADICIONAL FACE AS EXIGENCIAS DO CONSUMIDOR DO SEC.
XXI

Jodo Vieira
Pascoal & Fithos
Apartado 12 3834-908 Gafanha da Nazaré

A PESCA
Os Portugueses terdo chegado & Terra Nova em 1502 comegando at a pesca do
bacalhau. Do século XVI ao final do XIX a pesca teve periodos de altos e baixos,
sendo a produgéo irregular. O iicio do século XX traz um desenvolvimento continuo
baseado em alguma programagdo. Desenvolvem-se os métodos e as técnicas:
- Pesca 3 linha:
1) Lugre a vela;
ii) Navios motores.
- Pesca em rede de emalhar.
- Pesca de arrasto lateral.
- Pesca de arrasto pela popa.
Existem locais de captura distintos consoante a espécie:
- Gadus morhua: Noruega, Islandia e Canada (NAFO)

- Gadus macrocephalus: Pacifico

A CONSERVACAO POR SALGA
A agua é o elemento fundamental para a vida, mesmo para os microrganismos
responsavels pela decomposigdo do peixe. Reduzindo a percentagem de agua no

bacalhau (até 52%) diminui a velocidade de decomposigdo microbiana.
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Durante a pesca longingua os portugueses necessitavam de produtos que nfo fossem
perecivels e que aguentassem as longas viagens que demoravam por vezes mais de 3
meses de travessia pelo Atlantico, sendo o bacalhau salgado a bordo.

MELHORIA DAS CONDICOES DE CONSERVACAO POR SECAGEM

A secagem constitui um método adicional para reduzir a percentagem de agua por
evaporagdo.

O teor de humidade no bacalhau dependendo do produto e do mercado particular a que

se destina, varia entre 35 a 47%.

O BACALHAU SALGADO NA CLASSE DOS PRODUTOS CURADOS

O bacalhau salgado seco apresenta caracteristicas organolépticas sui generis.

A sua textura devera ser ligeiramente fibrosa, o sabor ligeiramente salgado, a cor
branca/amarelada e o odor tipico.

O BACALHAU SALGADO SECO — PRODUTO TRADICIONAL

MERCADO: Um produto alimentar “3ncora” na dieta portuguesa.

CONSUMO: Cerca de 70 000 toneladas (30 kg per capita).

VANTAGENS:
- Confecgdo variada
- Facil conservagio
- Alto valor nutritivo
» 1 kg bacalhau salgado seco <> 3 kg peixe fresco

» Produto rico em proteinas ( pobre em gorduras)

DESVANTAGENS:
- Planeamento da refeigdo (24 a 48 horas de antecedéncia)
- Demolha prévia do bacalhau (conhecimento do processo)
eDificuldade em obter postas com teor de sal uniforme e ao gosto do
consumidor

- Congelagdo em arca frigorifica {(diminui¢do da qualidade)
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*Processo lento que, apos descongelagio, origina a perda de agua que afecta a

qualidade do peixe

AS TENDENCIAS DO MERCADO

DECRESCIMO DO CONSUMO DEVIDO A
- Falta de conveniéncia (de caracter definitivo)
- Prego (de caracter temporario)

+Preco da matéria prima muito elevado devido a escassez

0 BACALHAU DEMOLHADO ULTRACONGELADO COMO
ALTERNATIVA PELA SUA CONVENIENCIA
- Pronto a cozinhar

- Conveniéncia de escotha (postas ou lombos)

SUBSTITUICAO DO METODO DE CONSERVACAO: PRODUTO SALGADO
VERSUS PRODUTO DEMOLHADO CONGELADO

Associado a conveniéncia de um produto pronto a cozinhar, houve necessidade de
ntroduzir no processo um método de conservagio que mantivesse as caracteristicas

organolépticas do bacalhau demolhado tradicional, tendo-se optado pela congelagéo.

A QUESTAO DA SEGURANCA NO NOVO PROCESSO PRODUTIVO
A PASCOAL & FILHOS, S.A. é uma empresa da drea alimentar que se preocupa com
a seguranga e higiene dos seus produtos, de modo a responder adequadamente 3s
exigéncias dos seus clientes e consumidores.

A implementagio do HACCP, baseada na legislagéio vigente e nos sete principios
fimdamentais do sistema, teve por objectivo a identificagdo e analise de pontos criticos
nas diferentes fases dos processos produtivos e o estabelecimento de meios
necessarios para controlar esses pontos.

Nesse sentido, a empresa efectua um rigoroso controlo dos processos ao nivel do

binémio tempo/temperatura (nomeadamente nas etapas de demolha e congelagdo} por
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forma a apresentar um produto tradicional, conveniente e seguro do ponto de vista

alimentar.
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INVESTIR NA QUALIDADE

Humberto Carrapato
DOCA PESCA, PORTOS E LOTAS, S. A, Direcgdo de exploragio
Av. Brasilia, 14060 Lisboa

Em Portugal, a primeira venda de pescado fresco e refrigerado & feita,
obrigatoriamente, em lota. A DOCAPESCA compete a gestio de todas as lotas do
Continente; nos arquipélagos da Madeira ¢ dos Agores esta competéncia é de outras
instituigoes.

Nas lotas, processam-se as vendas em leildo de todo o pescado descarregado
das embarcagbes que o capturam. A gestio integrada de todas as lotas por uma \Onica
entidade - a DOCAPESCA, permite garantir dados estatisticos fiaveis, indispenséveis
para garantir a correcta gestdo das quotas de algumas espécies e dos stocks existentes.

Actualmente, a DOCAPESCA tem uma estrutura descentralizada, composta
por catorze DelegagSes (das quais dependem as lotas principais e os postos de
vendagem) e pelos Servigos Centrais, em Lisboa. Estd actualmente em curso um
estudo de reestruturagdo da empresa que ndo afectara, no entanto, o principio da
estrutura descentralizada.

Em termos econémicos, a DOCAPESCA, necessariamente, reflecte a actual
situagdio de crise em que o sector das pescas esta mergulhado.

Ha ja muitos anos que todas as vendas se processam por meios informatizados
nas lotas principais, e até ja em alguns postos de vendagem. Durante bastantes anos, as
vendas eram contabilizadas nas sedes das Delegagbes e, posteriormente, aglutinadas
na sede da empresa, em Lisboa. A partir de 2001, todas as vendas sdo contabilizadas
em tempo real, sendo acessiveis todos os dados em todas as Delegages da empresa,
simultinea e imediatamente. Foi um passo importante, apenas tormado possivel apos a
implementagdo de um novo sistema informatico de gestio da empresa.

A actividade da DOCAPESCA nio se limita, no entanto, 3 primeira venda do

pescado nas lotas. Efectivamente, tem sido preocupagio da empresa intervir em areas
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complementares & venda em lota propriamente dita, no intuito de facilitar o
desenvolvimento de todo o sector das pescas e, simultaneamente, garantir para si
outros proveitos que lhe permitam minimizar os prejuizos provenientes da primeira
venda de pescado e fazer face as dificeis condigdes econdmicas actuais.

Estdo neste caso varias prestages de servigos que a DOCAPESCA ja
disponibiliza (nalguns casos ha j4 bastante tempo) e que a empresa tem vindo a
desenvolver e a melhorar, sempre com o objectivo de caminhar firmemente no sentido
da melhoria da “QUALIDADE”.

No que respeita a prestagdes de servico tradicionais que a DOCAPESCA ja
pratica ha muito tempo, para além da primeira venda, destacamos:

- Em algumas delegagdes, a descarga das embarcagdes e a escolha e

classificagdo do pescado, por espécies e tamanhos;

- Em alguns portos de pesca, a gestio de armazéns para comerciantes de

pescado (UMAP - Unidades de Manipulagio e Acondicionamento de
Pescado) e para armadores, compreendendo todas as vertentes, desde a
emissdo de licengas de ocupagio até a conservagdo e realizagio de obras de
adaptagio e melhoramentos;

- O abastecimento de agua potavel e o fornecimento de energia eléctrica as

embarcagdes, quando solicitado;

- O financiamento de aquisicdes de novos equipamentos para a pesca e de

melhorias a introduzir nas embarcages;

- Nas DelegagOes de Lisboa, Peniche e Matosinhos, a conservagio de pescado

congelado e, nas duas ultimas, também a congelagdo de pescado em tunel.
Para desenvolver esta actividade, estas DelegagGes dispdem de entrepostos
frigorificos dotados de varias camaras de manutencio de congelados ¢, em
Peniche e Matosinhos, de tineis de congelagdo. Brevemente, apds a
realizagio de obras que se encontram praticamente concluidas, os
entrepostos de Peniche e de Matosinhos estardo em condigdes de obter os
respectivos niimeros de controlo veterinario definitivo, tomando-se duas das

primeiras unidades frigorificas a cumprir todos os requisitos legais nacionais
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e comunitarios. No entreposto frigorifico de Lisboa também estio em curso
trabalhos que visam, numa primeira fase, a obtengdo do niimero de controlo
veterinario numa das suas maiores cimaras frigorificas, ficando para uma
segunda fase o licenciamento de todas as outras. Todos estes processos de
licenciamento, com excepgio da segunda fase do entreposto frigorifico de

Lisboa, estardo concluidos antes do final do ano em curso.

No que respeita a novas prestagdes de servigo, a DOCAPESCA disponibiliza

ainda, entre outros;

- Cémaras frigorificas para conservagio de pescado fresco, para permitir aos
armadores e pescadores a armazenagem do pescado eventualmente
descarregado fora das horas de leildo;

~ Comercializagio de gelo de qualidade para as embarcagdes e para os
comerciantes de pescado, a pregos sempre inferiores ou iguais aos da
concorréncia;

- Nas delegacdes de Lisboa e de Matosinhos, mercados de revenda, onde os
comerciantes grossistas podem vender o sen pescado aos comerciantes de

menor dimensio.

As condi¢bes higio-sanitirias das lotas (e, nos portos geridos pela
DOCAPESCA, de todas as instalagdes existentes) tém vindo a ser consideradas a
primeira prioridade para a empresa, nomeadamente em termos de investimento. Foram
ja concluidos todos os estudos das situagdes de todos os portos e decididas as medidas
tendentes 2 modernizar, a curto prazo, os armazéns utilizados pelos comerciantes para
a preparagdo das suas encomendas (UMAP), com vista a tornar possivel a obtengio
dos respectivos numeros de controlo veterinario, sendo partilhados, entre a
DOCAPESCA e os utilizadores, os respectivos custos.

No que respeita as lotas, nos ultimos quinze anos, a evolugio qualitativa foi de
tal modo importante, que ndo hesitamos em afirmar que estas infra-estruturas sofreram

uma auténtica “revolugdo”, quer ao nivel dos procedimentos, quer ao nivel das
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instalagdes e equipamentos disponiveis em todas elas. Ao nivel dos procedimentos,
podemos afirmar que, hoje, tudo é completamente transparente e a informatizagio ¢
uma realidade constante em todas as lotas importantes, até em alguns pequenos postos
de vendagem. Ao nivel das instalagOes, hoje todas as lotas importantes sio novas
(exceptua-se a lota de Lisboa, que apenas foi remodelada, dado que o edificio onde
esta instalada ja tinha muito boas condigBes) e o mesmo comeg¢a a acontecer com
alguns pequenos postos de vendagem, onde estdo em curso ou em vias de se iniciar
obras de beneficiagdo e de construgdo. Finalmente, ao nivel dos equipamentos, todas
estdo dotadas de modemos meios {eléctricos) para elevagio e movimentagdo de cargas
e fabricas de gelo, entre outros.

Podemos, pois, afirmar que todas as lotas importantes estdo hoje devidamente
licenciadas, e existe um conjunto de outras, muito menos importantes, onde se estdo a
criar as condigdes para, num prazo que prevemos relativamente curto, se possa
solicitar o respectivo licenciamento as entidades competentes. A titulo de exemplo,
referimos que as lotas que ja estio devidamente licenciadas foram, em 2000,
responsaveis pela primeira venda de 94% do pescado fresco transaccionado em lota;
apenas 6% do pescado fresco, todo proveniente de pesca local (capturado horas antes
da descarga), ¢ vendido em instalagdes que ainda nfo estdo dotadas de namero de
controlo veterinario e, ainda assim, acreditamos que, durante o ano de 2002, esta
percentagem se vai reduzir ainda mais.

Sobre esta questio, ndo podemos deixar de afirmar que todas as incorrecgdes
que, por vezes acontecem, derivam, em grande parte, de alguma legislacio inadequada
existente (por exemplo, a atribuigio da responsabilidade da classificagio de pescado a
entidades que ndo sdo posteriormente responsabilizadas).

A partir de 1 de Abril de 1999, foi progressivamente implementada, em todas
as lotas licenciadas, a inspec¢do higio-sanitaria do pescado, existindo desde 2000, em
permanéncia, uma equipa de mspecg¢do higio-sanitaria, dependente da Direcgio Geral
de Veterinaria, que acompanha todas as operagOes anteriores 3 venda e que
inspecciona todo o pescado, antes de se proceder ao leildo. A qualidade do pescado

transaccionado em lota esta, assim, totalmente garantida.
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Em consequéncia da prioridade dada aos investimentos na area da
“Qualidade”, a DOCAPESCA investin, no ano de 2000, cerca de 100.000 contos, e
mvestira, até final de 2001, mais de 500.000 contos nesta area. Estes nimeros sio
bons indicadores da importincia atribuida ao vector “Qualidade” e o esforgo
financeiro que este representa.

A DOCAPESCA esti agora empenhada em mais uma “batalha™ pela
qualidade dos produtos comercializados sob sua responsabilidade - trata-se da
rotulagem do pescado comercializado em lota, por forma a garantir uma correcta
informagdo ao consumidor, sobre a sua origem e qualidade.

Para tal, a DOCAPESCA iniciou em 2000 os estudos necessirios e vai
antecipar-se a entrada em vigor da directiva comunitaria que val tomar obrigatéria a
rotulagem do pescado, em 1 de Janeiro de 2002, prevendo-se que a informacgio ao
consumidor entre em funcionamento regular antes do final do corrente ano.

Entretanto, no principio de 2001, entrou em funcionamento experimental e
para os comerciantes que o requeiram, um rotulo simples para acompanhamento de
pescado para exportagdo ou troca intracomunitaria, que, no entanto, Jja obedece a
regulamentagiio comunitaria que entrara em vigor em 01 de Janeiro de 2002, e que até
contém muito mais informagio que a que vai ser tornada obrigatoria. A partir do
terceiro trimestre de 2001 este rétulo passou a estar disponivel em todas as lotas
licenciadas.

Finalmente, admitimos que em 2002, podera entrar em vigor um rotulo muito
mais completo e elaborado, que possa atestar a origem e a qualidade do pescado que o
ostentar. Para tal, a DOCAPESCA iniciara, oportunamente, os contactos necessarios,
nomeadamente com as Organizagdes de Produtores que, eventualmente, se mostrem
mteressadas na certificagdio dos seus produtos, para que seja possivel a implementacio

deste tipo de rétulo, ja relativamente conhecido em outros produtos alimentares.
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PREPARACAO E TRANSFORMACAO DE PESCADO CONGELADO:
EVOLUCAO RECENTE E PERSPECTIVAS DE FUTURO

Manuel Tarré ~ Associago da Indistria Alimentar pelo Frio (ALIF)
Largo de Sao Sebastido da Pedreira, n® 31, 1050-205 Lisboa

O sector dos congelados ¢, sem qualquer divida, o mais recente e também o
mais dindmico de todo o conjunto da actividade transformadora de produtos da pesca.

Pode afirmar-se, com seguranga, que foi a partir da segunda metade da década
de 80 que se passou a assistir a um rapido crescimento da produgdo e do nimero de
empresas, sendo certo que, simultaneamente, muitas outras cessaram a actividade.

E nessa época que se inicia um longo e dificil processo de reestruturacio e
reconversdo, ainda ndo concluido, visando a moderniza¢io das unidades, a melhoria
da qualidade dos artigos processados e, consequentemente, a obtenciio de uma maior
competitividade.

Na sequéncia da adesio de Portugal a Comunidade Europeia, em 1986,
miciaram-se processos de licenciamento dos estabelecimentos que muito contribuiram
para assegurar a estabilidade e confianga‘no sector,

Na viragem a que nos referimos, assumiram inegavel importincia os
financiamentos recebidos pela generalidade das empresas ao abrigo das disposigdes
dos Regulamentos (CEE) n.° 355/77 e Regulamento (CEE) n.° 4042/89.

A década de 90, bem como a recentemente iniciada, tem assistido a wma
concentragdo do sector em estabelecimentos industriais de maior dimensio,
procurando-se economias de escala e de capacidade de intemacionalizagio, do mesmo
passo que os niveis tecnologicos e de controle de qualidade tém registado um enorme
progresso, podendo dizer-se que as empresas nacionais de topo fornecem produtos de
indiscutivel qualidade e seguranga, que nada ficam a dever aos processados por
empresas estrangeiras que comercializam em Portugal.

O consumo de pescado per capita em Portugal, como é sabido, assume valores
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muito significativos, ocupando o primeiro lugar no conjunto dos paises da UE e das
primeiras relativamente a todos os paises do mundo.

Relativamente a este consumo, o de pescado congelado tem assumido uma
posicio crescente, tendéncia que ndo se devera alterar. Na verdade, cada vez mais o
consumidor necessita evitar perdas de tempo na organizagio e preparagio dos
alimentos, sendo certo que ja é reconhecido manterem estes toda a qualidade e teor
nutritivo que séo caracteristicos de um produto fresco.

Desde que estejam asseguradas temperaturas estaveis (-18° C) e a protecgio
do alimento da acgdo directa do frio, a congelacdo dos alimentos tem a
importantissima particularidade de permitir um longo periodo de armazenagem.

Todo este circunstancialismo levou os produtos congelados da pesca a ocupar
um lugar de destaque como artigos de grande consumo e com extraordinaria
adequagiio & vida moderna, destacando-se o posteado, os filetes, os cefaldpodes ¢ as
preparagoes alimentares.

Quanto a vendas no mercado externo, ha que assinalar que diversas empresas
ja se encontram viradas para o exigente mercado externo, promovendo transac¢des em
boa parte do mundo.

E de salientar que é previsivel a expansio desta actividade exportadora,
encontrando-se as empresas a preparar-se para tal desafio.

A participagdo de uma significativa representacio portuguesa nos mais
importantes certames europeus nesta area, como a ESE. de Bruxeclas e¢ a
CONXEMAR de Vigo, que pela primeira vez ocorreu em 2001 sio mostras desse
animo, desse desejo de alargar a actividade.

Esse punhado de empresas tem o confessado objectivo de conquistar novos mercados,
novos clientes, novos fornecedores e novos canais de distribuigéo.

Varios problemas, no entanto, se colocam aos industriais do sector,
destacando-se a falta de clareza na concorréncia, por parte dos agentes que violam, por
sistema, as regras estabelecidas muitas vezes nem se encontrando legalizadas ou
operando em Portugal a partir do exterior.

A actuagio das entidades fiscalizadoras e do sistema punitivo tem-se revelado
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bem pouco eficaz, para o que contribui, decisivamente, 0 amontoado de legislacdo
comunitaria e nacional, com frequéncia pouco clara e contraditoria, amontoado esse
que ndo para de crescer,

Do ponto de vista dos drgdos de fiscalizagio é ainda uma incognita o sentido
da actuagfo da recém criada Agéncia da Qualidade Alimentar, de todo o modo para as
empresas da fileira do pescado o ndo estar previsto, desde logo, um lugar que seja para
o seu representante no Conselho Nacional, é um mau principio. ..

Tragada muito sumariamente a evolugdo recente do sector dos congelados
pode-se concluir, com seguranga, que o futuro é prometedor.

Terd de se apostar, no entanto, fortemente na capacidade de resposta das
empresas no que conceme a inovagdo e diversificagio, fandamentalments, isto no
respeitante ao proprio produto mas também quanto ao mercado, havendo que tomar
iniciativas,

O dinamismo tera de renovar-se sempre.
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FUTURO DA INDUSTRIA DA PESCA

Anténio Oliveira
Grupo Miradouro

Seria sem duvida extremamente interessante e gratificante poder contribuir
para o tema desta mesa, propondo a plateia a elaboragio conjunta de um diagrama
casualmente designado “em espinha de peixe” {também designado “causa-efeito™),
com o objectivo de tentar listar, ordenadamente, os principais factores (ou causas) que
condicionardo o futuro da indistria da pesca (efeito). Aufeririamos assim, neste
exercicio, da experiéncia e do vasto conhecimento pluridisciplinar aqui reunido e as
conclusdes a extrair seriam, com certeza, muito abrangentes e enriquecedoras para
todos.

Na impossibilidade de o fazer no tempo disponivel, sintetiza-se seguidamente
© que poderia ser o ponto de partida para a génese desse diagrama, no qual se
encontram listados os principais factores que condicionardo, de forma mais ou menos
acentuada, o futuro da inddstria da pesca. De igual forma se perspectivam as que

poderdo ser as principais caracteristicas de sucesso desta indistria, no futuro.
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 Disgrama emespinha de pebe Cavsanfeto)

Principais Caracteristicas de Sucesso da Industria da Pesca, no futuro:

» Fortemente orientada para a satisfacdo das necessidades implicitas e explicitas dos

clientes

» Com uma forte integracdo vertical com fornecedores de matérias primas

« Com uma eficiente estrutura de distribuicdo (até ao cliente)

« Com uma forte componente de comunicagdo

«  Com um eficiente servigo de apoio ao cliente

»  Com uma forte cultura organizacional
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Com uma fortissima envolvente humana

Flexivel e com grande capacidade de inovagio

Com sistemas rapidos ¢ fidveis de avaliagiio da qualidade

Com processos produtivos tecnologicamente evoluidos
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PERSPECTIVAS FUTURAS DO SECTOR DAS CONSERVAS DE
PEIXE

Castro ¢ Melo
Associacio Nacional dos Industriais de Conservas de Peixe (ANICP)
R. Conde S. Salvador 352 — 6° Salas 26/30, Apartado 2006, 4451-9901 Matosinhos

Antes de mais queremos agradecer ao IPIMAR a oportunidade que nos da
para podermos falar um pouco da industria de conservas de peixe ¢ do seu futuro,
neste forum.

E comecaremos por dizer que a inddstria conserveira 6 um dos sectores mais
antigos da economia portuguesa - com mais de século e meio de existéncia - que
exporta uma fatia consideravel dos seus produtos e que adquire entre 40% a 50% das
capturas a frota do cerco.

As conservas de sardinha da espécie Sardina pilchardus (Walbaum) sio o
produto por exceléncia desta indistria, sendo o mais produzido em termos de
quantidade, seguindo-se-lhe as conservas de atum, as conservas de cavala , as
anchovas e outros produtos com menor expressio.

Com base em cada uma daquelas matérias primas (sardinha, atum, cavala,
biqueirdio, polvo, lulas, bacalhau, mexilhdo, truta, etc.) a indistria conserveira fabrica
uma gama imensa de produtos, muitos deles, alias, desconhecidos da generalidade dos
consumidores e, nomeadamente, no mercado interno portugueés,

A exportagdo ¢ o principal destino das nossas conservas, sendo a vnica
indistria do sector das pescas que apresenta um saldo positivo na balanga comercial.

O mercado intemno também tem uma importancia consideravel, tendo-se até
verificado algum crescimento, estando hoje fortemente concentrado na grande
distribuigio.

No que respeita ao aprovisionamento do sector hi que ter em atengdo a

importancia decisiva do segmento da frota do cerco no abastecimento da indistria de
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conservas de peixe e vice-versa também, o papel decisivo da industria conserveira no

escoamento dos produtos da pesca, nomeadamente da sardinha.
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QUALIDADE DO PESCADO NA VENDA AO CONSUMIDOR

Nuno Lima Dias
DECO, PROTESTE
R. Attilharia 1, 79, 4°, Lisboa

Sendo os portugueses os maiores consumidores de pescado na Unido
Europeia, a qualidade deste alimento ¢ um tema que muito interessa as associagdes
que os representam. A DECO-PROTESTE realiza, regularmente, estudos ou testes
comparativos a pescado, que publica nas suas revistas. Nas paginas seguintes fazemos
uma breve abordagem de como preparamos os nossos iestes e apresentamos alguns

dos resultados obtidos.
Como preparamos um teste comparativo?

Regularmente sdo realizados inquéritos que nos permitem conhecer os temas
que os consumidores gostariam de ver publicados. Também consultamos os
consumidores apds publicagdo para saber se a forma como abordamos os assuntos vai
de encontro as suas expectativas. A informagdo que publicamos nas nossas revistas &
fruto de uma colaboragdo estreita entre varias equipas, tendo cada uma a sua funcio.
Assim, antes de se realizar um teste, o departamento de estudos de mercado, o

departamento técnico e a redacgdo refinem-se. Comecemos pelos estudos de mercado.

+ Estudos de mercado

Os analistas de mercado t8m por missfo verificar o que os consumidores
encontram nas lojas quando o teste for publicado. Gragas a um estudo aprofundado do
mercado, esta equipa esforga-se por abranger o maior namero possivel de produtos
elou estabelecimentos. Uma vez definidla a amostra, os nossos compradores

encarregam-se de comprar os produtos de forma anonima, tal como faria o
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consumidor. O objectivo é obter o produto nas mesmas condi¢bes de outra pessoa
qualquer que se deslocasse ao estabelecimento. Recusamos quaisquer amostras
gratuitas. Desta equipa faz igualmente parte uma vasta rede de inquiridores que faz

inquéritos e mais tarde recolhe pregos no terreno.

*  Departamento técnico

Enquanto o analista de mercado prossegue o seu trabalho, o técnico
encarregue do dossier prepara o seu esquema de teste. Este esquema & a lista de
perguntas as quais o laboratorio devera responder, a definicio dos métodos usados e as
normas e critérios utilizados para interpretar os resultados. Nido temos quaisquer
laboratorios nas nossas instalagdes. Recorremos a laboratorios nacionais ou
estrangeiro, com independéncia em relagdo aos fabricantes e de competéncia
indiscutivel. Uma vez terminadas as analises e provas (realizadas de forma anénima),
o técnico interpreta os resultados e elabora um relatorio técnico. O técnico tem
igualmente por missdo enviar os resultados aos responsaveis pelas marcas efou
estabelecimentos, analisar as respostas obtidas e julgar a necessidade de serem ou ndo

realizadas novas analises.

* Aredacgio

De nada serve um relatorio realizade segundo os mais rigorosos critérios e
com o maior detalhe, se ndo for compreensivel para a generalidade dos consumidores,
Tomar a mensagem acessivel e pratica, separar o essencial do acessorio, eis o papel
que assume a nossa equipa de jomalistas, devidamente acompanhada por técnicos.
Nas nossas publicagdes recusamos qualquer publicidade, o que nos permite reivindicar
a nossa independéncia. Mas esta exigéncia tem o seu prego. E unicamente gragas s
cotas dos associados, a colaboragdo com outras organizagbes europeias e subsidios
comunitarios conferidos a alguns estudos, que podemos informar e defender os

consumidores,
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. Depois da publicaciio

O nosso objectivo ndo se prende apenas com a publicagio de informagdes
simples e objectivas, embora elas também sejam Viteis. Para dar a conhecer a nossa
actividade, para chamar a atengdo dos consumidores e para fazer pressdo sobre os
poderes publicos, realizamos com regularidade comunicados e conferdncias de
imprensa. Por outro lado, representamos os consumidores em diversas instincias
nacionais e europeias. Exemplo: a intervengdo junto do Governo e do Parlamento e a
participagfo no BEUC (organismo europen das organizages de consumidores). Esta

actividade visa dar a conhecer as reivindicagdes dog consumidores.

Quais os testes realizados e os resultados obtidos?

Os resultados dos testes realizados nos wltimos 10 anos sdo apresentados nos
quadros 1 a 9. Nestes apenas salientamos alguns dos varios pardmetros analisados,
indicando para cada caso, segundo critérios utilizados por nds, as percentagens de

amostras que obtiveram uma apreciagio negativa.

*  Teste a pescada congelada

Ano de publicagio: 1993

Amostragem: 5 marcas de pescada em posta n°2; 5 marcas de pescada em posta n°® 3;

>

pescada inteira a granel em 16 pontos de venda

Quadro 1. Resultados

Produto Amostras com apreciagio negativa (%)
Peso liguido Aguade Frescura Microbiologia
vidragem
Pescada pré- 27 10 0 0
embalada
Pescada a granel - 30 0 0
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* Teste a camario congelado

Ano de publicagdo: 1994

Amostragem: 13 marcas de camardo inteiro; 8 marcas de miolo inteiro a granel em 11

pontos de venda

Quadro 2. Resultados

Produto Amostras com apreciagiio negativa (%)
Peso liguido Agua de Frescura Microbiologia Aditivos
vidragem
Camardo inteiro 338 15 0 o
pré-embalado
Miolo de camardo 75 75 0 0
pré-embalado
Camario a granel - 27 0 0

»  Teste a améijoa e berbigio

Ano de publicagdo: 1995

Amostragem: 3 marcas de améijoa e 1 de berbigdo, com casca congelados; 6 marcas

de miolo de améijoa ¢ 7 de miolo de berbigdo, améijoa e berbigdo vivos em 6 pontos

de venda.
Quadro 3. Resultados
Produto Amostras com apreciagio negativa (%o)
Peso Aguade | Frescura | Microbiologia | DSPe | Bivalves
liquido | vidragem PSP morios
Améijoa e
berbigdo inteiros 75 50 0 0 25 -
pré-embalados
Miolo de améijoa
e berbigio pré- 38 46 0 15 15 -
embalados
Améijoa ¢ - - 17 83 17 34
berbigio vivos
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*  Teste a peixe fresco e congelado

Aro de publicacdo: 1995

Amostragem. 10 marcas de filetes de pescada; peixe inteiro fresco (pescada, carapau o

peixe espada) em 50 pontos de venda.

Quadro 4. Resultados

Produto Amostras com apreciacdo negativa (%)
Peso Agua de Frescura | Microbiologia | Espinhas
Liquido vidragem
Filetes de
pescada pré- 50 20 10 0 10
embalados
Peixe fresco - - 1 43 -

¢  Teste a sardinha em lata

Ano de publicagdo: 1997

Amostragem: 12 marcas de sardinhas em 6leo; 12 marcas de sardinhas em tomate.

Quadro 5. Resultados

Produto Amostras com apreciacio negativa (%)
Exame da Exame do . . .
embalagem contendo Frescura | Microbiologia Sal
Sardinhas em 6leo e 12 0 0 29 8
tomate

¢  Teste a bacalhau
Ano de publicagdo: 1998

Amostragem: 4 marcas de bacalhau salgado seco em postas; 6 marcas de bacalhau
salgado seco desfiado; 3 marcas de bacalhau demolhado ultracongelado; bacalhau
crescido inteiro a granel em 22 pontos de venda.
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Quadro 6. Resulfados

Produto Amostras com apreciagio negativa (%)
Peso Agua de Defeitos de Defeitos de
liquido vidragem | Humidade 8al preparagio conservagio Microbiologia
g;‘fga;gg‘gm 0 - 2 | 2 6 12 34
Bacalhan
demolhado 67 33 0 0 - - 0
«  Atum em conserva
Ano de publicagdo: 1999
Amostragem: 19 marcas de atum em Olec vegetal.
Quadro 7. Resultados
Produio Amostras com apreciagiio negativa (%)
Exame da Exame do L . BADGE e
embalagem contetdo Frescura Micrebiologia Sal BEDGE
Atum em posta
¢ sangacho 27 0 0 0 37 9

+  Améijoa

Arno de publicacdo: 2000

Amostragem: 5 marcas de ameéijoa com casca congelada, 8 marcas de miolo de

améijoa congelada; améijoa viva em 12 pontos de venda.
Quadro 8. Resultados

Produto Amostras com apreciagdo negativa (%)
Peso liquido Aguade Frescura Microbiologia DSF, PSP e Améijoas
vidragem ASP mortas
Améijoa
inteira pré- 40 60 25 0 -
embalados
Miolo de
améijoa 50 50 20 0 -
pre-
embalado
Améijoa - - 17 75 8 33
viva
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s  Truta e dourada

Ano de publicagdo: 2001

Amostragem: truta e dourada fresca em 30 pontos de venda,

Quadro 9. Resultados

Produto Amostras com apreciagio negativa (%)
Frescura Microbiologia | Fungicidas Hormonas | Antibibticos
Trutac
dourada a 0 0 0 0 0
granel

Que conclusdes tirar?

* No peso liquido do pescado congelado t8m subsistido, ao longo dos anos,

numerosos problemas. O peso indicado na embalagem frequentemente ndo é

respeitado: uma boa parte da dgua de vidragem ndo é descontada e os desvios para

menos chegam a atingir os 30%.

« Com alguma frequéncia, a dgua de vidragem ndo estd presente em quantidade

suficiente ou, pelo contrario, é excessiva.

*  Em geral, o pescado apresenta bons indices de frescura.

* A qualidade microbioldgica:

v" no pescado congelado & geralmente boa, apesar de no miolo de bivalves

surgirem contagens elevadas de meséfilos e S. aureus;

v' no pescado fresco aparecem igualmente contagens elevadas de mesofilos,

estando estas normalmente associadas a temperaturas elevadas nos locais de

venda;

v" nos bivalves vivos surgem nimeros altos de coliformes fecais, S\ aureus e

Vibrio alginolyticus;,

v' no bacalhau salgado seco, encontram-se quantidades significativas de bolores
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e leveduras;
¥ no teste de sardinhas em lata tivemos oportunidade de encontrar problemas de

estabilidade e esterilidade.

O problema das biotoxinas (DSP e PSP) encontradas em 1995, parecem ter-se
minimizado, de acordo com os resultados do nosso ultimo teste.

No teste realizado a atum em conserva encontramos quase sempre residuos de
BADGE - éter bis (2,3 - epoxipropilico) de bisfenol A e BFDGE - éter bis (2,3 -
epoxipropilico) de bisfenol F e derivados, sobre os quais existem suspeitas de

serem cancerigenos.
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A PESCANOVA: SITUACAO ACTUAL E PERSPECTIVAS

Carlos Henrigues
PESCANOVA
Docapesca Armazém 2, Av. Brasilia, 1400 Lisboa

AGRADECER

Compromisso de responsabilidade social da Pescanova para com os clientes, o

publico e as autoridades, no tocante a seguranga e controlo de qualidade.

A mmportincia da seguranga alimentar para todos. Para as Empresas, tal como para

as pessoas individualmente, representa proteger o valor mais apreciado de uma

Companbhia, que é a sua credibilidade e a sua reputago.

A evolugdo do Pescado congelado em Portugal:

a) a mudanga de atitude do consumidor nos ultimos 15 anos, de peixe barato
(antigamente s6 na falta de pescado fresco...), para qualidade e
conveniéncia;

b) O mercado de ultracongelados, que continua a crescer 5% ao ano em volume e
a influéncia da adesfio 4 Unido Europeia;

¢} O contributo da Pescanova para o dinamismo de mercado, pela qualidade/
pela inovagdo/ pela educagfio (formas de uso, espécies, bancos de pesca
forigem, campanhas publicitarias institucionais) e prestigio (somos uma
referéncia).

Uma Indistria e um Sector no seu conjunto, mais sensivel a qualidade. Exemplo

ISO, que no caso do Grupo Pescanova temos implementados, ndo sé o HACCP

desde 1993, como actualmente a ISO 9001 (versio ano 2000) ¢ a ISO 14000 do

Meio Ambiente. As primeiras Normas de Qualidade da Pescanova datam do inicio

dos anos 60,

Envolvente:
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Um consumidor cada vez mais preocupado com a satide

Um enquadramento legal cada vez mais exigente

Uma crescente capacidade de influéncia dos meios de comunicagdio e das

associagdes de consumidores

A importancia da seguranga alimentar para o consumidor, mais ainda com as

recentes experiéncias das carnes, em mercados sem fronteira e onde o produtor e o

consumidor sfo impessoais. Mas evitando os alarmes sociais, quando nfo sejam

NEeCcessarios.

Em Portugal, poderemos e deveremos melhorar, no tocante & qualidade, em

conjunto: Autoridades, Consumidores, Comércio e Indisttia:

a) HACCP - sua implantagdo na Industria Nacional. Desde 1995 que ¢
obrigatorio, tendo sido reforcada durante o ano 2000 pela Comunidade
Europeia, a necessidade de validar pelas Autoridades locais o seu
seguimento pela Industria;

b) Controlo do Peso Liquido Escorrido - em tudo, mas em especial nos
individuais e no marisco - Decreto-Lei 560/99;

c¢) Controlo de temperaturas em todo o circuito, nos camides, nas descargas, nas
lojas, vital para a segurancga e qualidade.

Esta aposta nas melhorias vai favorecer o consumo e o comércio Internacional.

No tocante a inovagio, temos:

a) A adaptagio de todos os produtos ao Microondas e 4 conveniéncia, ndo

perdendo o sabor;

b) Precisamos de apoio de todas as Entidades, para a introdugdo de novas
espécies, que estdo a ser colocadas no mercado pela primeira vez e que
temos 2 altemativas:

i- serem comercializadas e consumidas como oufras espécies
"com que se parecem”;

ii-  acrescentar valor ao mercado, comercializando-as com o0g seus
novas designagdes e apresentagles, o que ira incrementar o

consumo atraves desta oferta mais alargada (mais variedade).
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SEMINARIO SOBRE RECURSOS HALIEUTICOS, AMBIENTE, AQUACULTURA, E QUALIDADE DO PESCADO
DA PENINSULA DE SETUBAL - Setibal, 26 - 27 Abril 1994

CATALOGO DOS PEIXES DO ARQUIPELAGO DE CABO VERDE - F. Reiner

MANUAL SOBRE DOENGCAS DE PEIXES OSSEOS - Jaime Menezes
CLASSIFICACAO DE ARTES E METODOS DE PESCA - Fernando Rui Rebordao
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Martins; Fernando Rui Reborddo; Miguel Cameiro
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