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Resumo

Em Portugal, nos dltimos anos tém aumentado o numero de restaurantes tradicionais
japoneses. Estes restaurantes podem revelar algumas questdes de seguranca alimentar caso 0s
planos de HACCP ndo sejam bem delineados e as boas praticas de higiene ndo sejam

devidamente implementadas e executadas.

O pescado fresco € muito susceptivel a deterioragdo. O objectivo deste estudo consistiu em
conhecer a microbiota deteriorativa e patogénica e algumas caracteristicas fisico-quimicas das
refeicbes de Sashimi servidas em diversos restaurantes no Norte de Portugal, avaliando a sua

qualidade e seguranca sanitaria para o consumidor.

Neste estudo foi realizada a recolha de 61 refeicbes de Sashimi em 23 restaurantes
tradicionais japoneses do Norte do pais. Foram efetuadas as determinacdes microbioldgicas
de microrganismos mesoéfilos e psicotréficos, Enterobacteriaceae, Bactérias do acido latico,
Pseudomonas spp., Shewanella putrefaciens, Photobacterium phosphoreum, Coliformes
totais, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Listeria spp., Listeria monocytogenes, E. coli,
Clostridium spp., Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Vibrio spp. e Bolores e fisico-
quimicas (pH e ABVT). Os indices quimicos revelaram um bom grau de frescura do pescado
utilizado na preparacdo das refeicdes de Sashimi. Contudo, de acordo com os resultados
microbioldgicos 64% das 61 refeigdes analisadas foram classificadas como insatisfatorias.
Contribuiram para esta situacdo, os teores de Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus,
Bolores, Mesofilos, Bacillus cereus e Leveduras. Numa amostra detetou-se presenca de
Listeria spp., ndo se tendo contudo detetado Listeria monocytogenes. Os resultados obtidos

com este trabalho sdo indicativos de falhas de higiene na preparacao das refeicdes de Sashimi.

Neste trabalho foram ainda realizados inquéritos aos responsaveis de 23 restaurantes em
estudo, dos quais apenas 16 se mostraram disponiveis para responder. Das varias questdes
efetuadas, destacamos a referéncia as vantagens na utilizacdo de pescado fresco, cujos
inquiridos referiram preferir a sua utilizacdo em detrimento do pescado congelado, pois
consideram que o pescado fresco apresenta um melhor sabor, qualidade, textura e cor. Ao
nivel do sistema de HACCP consideram que o ponto de Controlo Critico é a refrigeracdo com
47% das respostas, tendo-se concluido que 35% dos inquiridos ndo sabem qual é o PCC g, em

alguns casos, até nem o que é o plano de HACCP. Este facto revela a necessidade de



implementacdo e melhoria nos sistemas de autocontrolo neste tipo de estabelecimentos de
forma a salvaguardar a seguranca das refeicdes de pescado cru para o consumidor.

Palavras-chave: Sashimi, Pescado cru, Seguranca alimentar, Analises microbiologicas,
HACCP.

Abstract

The number of traditional Japanese restaurants has increased greatly in Portugal in recent
years. These restaurants not only reveal some food safety issues related to HACCP plans if
not well defined but also to improperly implemented and enforced healthy hygienic practices.

Seeing that fresh fish is very likely to decay quickly, the aim of this study was to identify both
microbiota and some physicochemical properties in the Sashimi meals served at several

restaurants in the north of Portugal and assess the health and safety for consumers.

This study examined sixt-one Sashimi meals served at twenty-three traditional Japanese
restaurants in the north of the country. Microbiological determinations were performed such
as physicochemical properties, deteriorative and pathogenic microbes. Chemical indices (pH
and TVB-N) revealed a good degree of freshness in the fish used when preparing Sashimi
meals. However, according to the microbiological results, 64% of the sixty-one meals
analyzed were classified as unsatisfactory. Enterobacteriaceae, Staphylococcus Aureus,
Bacillus Cereus, mesophilic, moulds and yeasts contributed to this analysis. One sample
detected Listeria sp. whose results are indicative of hygiene problems in the preparation of

Sashimi meals.

The study established that only 16 out of the 23 restaurants reviewed were available to
respond to this survey. Despite the disadvantages of using fresh fish, restaurant officials
prefer its use in detriment to frozen fish since fresh represents better quality in flavour,
texture, and colour. The HACCP considers that the critical control point relates to chilling
with 47% of responses, thus concluding that 35% of respondents do not know what PCC is

and in some cases, they do not know what the HACCP plan is.

Keywords: Sashimi, raw fish, food security, microbiological analysis, HACCP
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Capitulo I: Reviséo Bibliografica

1.1. Introducéo

Na Unido Europeia (UE), é obrigatdrio por lei que todos os operadores das empresas do setor
alimentar identifique os riscos alimentares em todas as fases da sua atividade, assegurando a
seguranca sanitaria dos alimentos, garantindo que acbes de controlo em todo o processo
produtivo sdo implementadas, mantidas e revistas segundo o Regulamento 852/2004.
Independentemente do geénero alimenticio, quase toda a legislacdo nacional e internacional

esta direcionada numa perspetiva de avaliar e gerir os riscos dos alimentos para o consumidor.

A anélise de riscos no processo de produgdo e manipulagdo dos alimentos, deve identificar e
caracterizar 0S perigos no processo, assim como a exposi¢do e caracterizagdo dos riscos
(Mitchell, 2000). O HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points — Anélise de Perigos e
Pontos Criticos de Controlo), é um sistema de identificacdo e prevencdo de potenciais perigos
de seguranca alimentar, no processamento, distribuicdo e uso de alimentos (Baker, 1995). As
medidas preventivas adotadas por este sistema sdo a identificacdo de Pontos Criticos de
Controlo (PCC), onde um potencial perigo associado ao alimento, ao seu armazenamento e ao

seu processamento manual e/ou mecanico, pode ser controlado (Baker, 1995).

Os alimentos sdo heterogéneos, pelo que a deterioracdo é consequéncia da multiplicagdo e/ou
atividade microbiana e evolucdo quimica. No pescado em particular a multiplicacéo

microbiana leva a alteracdes sensoriais caracteristicas (Gram e Huss, 1996).

Os alimentos crus sdo inicialmente contaminados por uma variedade de microrganismos,
designados comummente por microbiota intrinseca, mas s6 uma parte destes consegue
colonizar o alimento e multiplicar-se em elevado numero (Gram e Huss, 1996). No caso do
pescado aplica-se 0 mesmo principio, em que uma fracdo da microbiota é responsavel pelo
processo de deterioracdo, sendo dependente de fatores intrinsecos ou extrinsecos
(Koutsoumanis et al., 1999), nomeadamente a temperatura, pH, atividade da agua (aw),
potencial redox (Eh), interacbes microbianas, entre outros fatores (Gram e Huss, 1996).
Pequenas alteragdes, que podem ocorrer no processamento ou embalagem dos produtos da
pesca, sdo causadores de alteracdes drasticas no desenvolvimento e composi¢do da microbiota
deteriorativa, condicionando assim diferentes tipos de degradacdo nos alimentos (Gram e
Huss, 1996).
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A microbiota deteriorativa, responsavel pela degradacdo do pescado (quando armazenados
sob condigOes de aerobiose e temperatura de refrigeracdo, aproximadamente 4°C), sdo na sua

maioria organismos psicotroficos (Ferreira Canas et al., 2010).

Quando um sistema aquatico esta contaminado com bactérias patogénicas, estas bactérias
posteriormente podem fazer parte da microbiota do pescado. Se associado a esta
contaminacdo prévia, houver um inapropriado processo de embalagem, carregamento e
preservacao do produto entdo as bactérias patogénicas proliferam exponencialmente de uma
forma perigosa, aumentando o risco de doenca de origem alimentar pelo consumo desses

alimentos contaminados (Colakoglu et al., 2006).

Para além deste facto, a falta de boas praticas de higiene no processo produtivo, podem
resultar na contaminacdo de bactérias patogénicas causadoras de doencas (ICMSF, 1998). A
qualidade do peixe fresco é a principal preocupacdo da industria e dos consumidores (Chytiri
et al., 2004). Assim sendo, torna-se necessario garantir a qualidade e a seguranca das suas
caracteristicas microbiologicas, bioquimicas e organoléticas, em conformidade com as
normas de qualidade microbioldgica dos alimentos prontos a consumir (Gilbert et al., 2000;
Santos et al., 2005). Refiram-se os padrdes bacterioldgicos de alimentos portugueses (Ribeiro,
1974) e os regulamentos e decretos estabelecidos pela legislacdo portuguesa e comunitéria
(Regulamento 2073 de 2005 e Regulamento 1414 de 2007).

1.2. Valor econdémico associado ao consumo de peixe em Portugal

A pesca é uma importante atividade econémica que, em Portugal, ao contrario de alguns
paises (Islandia e Noruega) tem um peso reduzido no Produto Interno Bruto (PIB) e no Valor
Amultiplica-sentado Bruto (VAB) do pais. Em Portugal, os valores destes indicadores
econdmicos situam-se abaixo de 1%. O Valor Amultiplica-sentado Bruto do setor (VAB
Pescas) representou, em 2005, cerca de 0,29% do VAB Nacional. A quebra de importancia do
setor na economia nacional deve-se, em grande parte, a tendéncia demultiplica-sente dos
precos de venda registados desde o ano de 2002. Assim, ndo e através destes indicadores
econdmicos que se poderd medir a importancia efetiva desta atividade. As novas tendéncias
do setor evidenciam a reducgéo das oportunidades da pesca e, consequentemente, das capturas.
Deste modo os governantes e os profissionais do setor, discutem a necessidade de uma gestéo

dos recursos e do meio marinho mais eficaz, equilibrada e sustentada. Assim sendo, estamos
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perante um enorme desafio, de forma, a garantir a sustentabilidade dos recursos, fomentar a
competitividade do setor e assegurar a sustentabilidade econdmica e social das comunidades
piscatorias (INE, 2008).

O emprego direto no setor (pesca/captura, aquicultura e industria transformadora dos produtos
da pesca) representa 0,6% numa populacgéo ativa de cerca de cinco milhdes e meio de pessoas.
Portugal destaca-se, no quadro da Unido Europeia, pela sua localizacdo periférica e pela sua
vasta Zona Econdmica (INE, 2008).

A localizacdo, que resulta de uma extensa linha de costa continental e da natureza dos
arquipélagos das RegiGes Auténomas dos Acores e da Madeira torna Portugal num pais com
uma Zona Econémica Exclusiva (ZEE) de 1656 mil km? e uma costa continental com cerca
de 942 km, a pesca constitui assim uma importante fonte de subsisténcia das populacGes
litorais (INE, 2008).

E por isso importante salientar que o consumo per capita dos produtos da pesca em Portugal
no ano de 2003 era de 33,5kg/pessoa/ano, dividindo-se em, peixe (fresco, refrigerado,
congelado ou em conserva) 22,5kg/pessoa/ano, bacalhau e outros peixes secos, salgados,
fumados ou em salmoura 5,5kg/pessoa/ano e crustdceos e moluscos (frescos, refrigerados,
congelados ou em salmoura) 5,9kg/pessoa/ano (Veiga et al., 2008). Os portugueses sé&o,

assim, os maiores consumidores de pescado no seio da Unido Europeia.

1.3. Fatores Histdricos com interesse no consumo de peixe cru

Ninguem sabe ao certo quando surgiu o Sushi, se bem que no século V a.C. ja se fizessem
conservas de peixe com arroz no Sudeste da Asia (Barber e Takemura, 2008). O Sushi
apareceu ha séculos como um modo de conservacao do peixe. Era um método proveniente
dos paises asiaticos que consistia na prensagem de peixe com sal, em que este fermentava
durante alguns meses antes de ser consumido. Alguns restaurantes em Tdquio ainda servem
esse Sushi original, chamado NareSushi, feito com carpa de dgua-doce. O seu sabor é tao forte

que acaba por encobrir totalmente o sabor do peixe (Barber e Takemura, 2008).

A histdria do Sushi remonta a necessidade de conservacdo de peixe cru, através de técnicas
desenvolvidas no Sudeste Asiatico e China. A cabeca e as visceras eram retiradas, os filetes

do peixe cru eram salgados e acondicionados num barril de madeira com camadas de arroz



Capitulo I: Reviséo Bibliografica

cozido entre eles. Com a fermentagdo natural do arroz, ocorria a libertacdo de &cido latico, o
que provocava a diminui¢do do pH do peixe e garantia a sua conservagao. O longo processo
de armazenamento entre um e trés anos do arroz tornava-o impréprio para consumo e apenas

0 peixe era aproveitado (Barber e Takemura, 2008).

Ao ser introduzido no Japdo, no inicio século VIII d.C., a técnica sofreu uma pequena
modificagéo, teve inicio a utilizacdo de pedras para prensar o peixe cru e o arroz. Deste modo,
foi assim criado um tipo de Sushi, o NareSushi, que tinha o odor e sabor fortes como
caracteristicas dominantes. Um exemplo actual desse tipo de Sushi é o FunaSushi, feito com a
carpa (Yoshino, 1997).

No seculo XV, um tipo de Sushi chamada NamanareSushi foi entdo desenvolvido.
Basicamente, tratava-se do NareSushi com um periodo de fermentacdo menor, cerca de um
més, 0 que ja permitia o consumo do arroz e do peixe juntos. E considerada a primeira forma
do Sushi moderno (Yoshino, 1997).

A introducdo do vinagre na preparacdo do arroz para Sushi ocorreu no século XVII, em Edo,
atual Téquio, pelo médico Matsumoto Yoshiichi. Isto possibilitou a reducdo do tempo de
preparacdo do Sushi para um dia. Com a abundéancia de pescado e de frutos do mar na baia de
Tbquio, o peixe passou a ser consumido cru e fresco. Além do ganho em tempo de preparacéao
do Sushi, o vinagre adicionou um sabor especial ao prato. Este tipo de Sushi é chamado de
HayaSushi (Yoshino, 1997).

Ainda no final do século XVII, um novo tipo de Sushi viria a ser criado na regido de Osaka:
ooshiSushi. Numa caixa de madeira, 0 arroz de Sushi e o peixe cru sdo colocados com um
peso por cima para induzir a respectiva compressdo. O Sushi é cortado em pedacos
retangulares. O estilo de Sushi de Osaka ficou conhecido como estilo Kansai (Yoshino, 1997).

No entanto, no inicio do século XIX surge aquele que é considerado o primeiro Sushi da
historia, através de um habil chefe chamado Hanaya Yohei (1799-1858), que resolveu
confecionar um Sushi que deixasse de ser apenas um método de preservacdo, e acabou por
desenvolver um Sushi parecido com o que actualmente se consome. Ele criou o tipo de Sushi
mais popular, o NiguiriSushi. Um bolinho de arroz de Sushi com uma fatia de peixe cru por
cima, para consumo imediato, que podia ser manuseado com as méaos, dispensando os hashis

(“pauzinhos”). Como nédo havia frigorificos, 0s peixes eram marinados em molho de soja ou
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vinagre e o tamanho era aproximadamente o dobro dos atuais (Barber e Takemura, 2008). Era
servido em yattai (barracas) nas ruas de Toquio. Ele trazia o peixe para a sua yattai em caixas

com gelo e os clientes podiam escolher o prato do dia.

Na verdade esta barraca era um tipo de carro¢ca com um balcdo e uma cortina. Até ao comeco
deste século, os yattais mais populares eram aqueles que tinham as cortinas mais sujas. A
cortina suja significava que a barraca tinha bastante movimento e portanto era boa. Os clientes
comiam o Sushi, mergulhavam os seus dedos em chas e enxugavam as maos na cortina
(Barber e Takemura, 2008).

O prato, rapidamente se tornou muito popular no Japdo em duas modalidades: o Kansai, da
cidade de Osaka, na regido de Kansai; e o Edo, de Téquio. Osaka sempre foi a capital
comercial do Japdo, e 0s seus comerciantes de arroz desenvolveram um Sushi que consistia
em arroz temperado misturado com outros ingredientes, servido numa embalagem comestivel
decorada. Téquio, localizada numa baia rica em peixe e frutos do mar, produzia o NigiriSushi,
que consistia numa pequena porcdo de peixe ou frutos do mar sobre um bolinho de arroz

temperado (Barber e Takemura, 2008).

Desde a década de 50 os restaurantes de Sushi mudaram para um estilo mais ocidental, com
instalacOes fixas e lugares para sentar, no entanto nalguns lugares do Japdo, ainda se pode
encontrar antigos restaurantes de Sushi, servindo refei¢Ges baratas, principalmente na cidade
de Kyushu (Barber e Takemura, 2008).

Outros tipos de Sushi também acabaram por se tornar populares, destacando-se o InariSushi,
OmakiSushi (nome genérico para o Sushi enrolado) e o ChirashiSushi. A grande inovacao
destes tipos de Sushi era a utilizacdo apenas da forca das méos para realizar a prensagem
(Barber e Takemura, 2008).

O NiguiriSushi também €é conhecido por EdomaeSushi, em funcdo de sua origem, e era
utilizado pescado, frutos do mar e algas retiradas da baia de Toquio. Além disso, a vida
“agitada” que tomava forma nas grandes cidades favorecia o estabelecimento de uma espécie
de “fast-food”, as pessoas petiscavam na entrada dos estabelecimentos, nas ruas ou a beira de
estradas. O estilo do Sushi de Toquio ficou conhecido como estilo Edo. Segundo a historia da
origem do Sushi, o quiosque de Yohei, no bairro de Ryogoku, foi o primeiro a vender o

NiguiriSushi. Em 1923, ap6s a cidade de Toquio ser atingida por um terramoto, muitos
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proprietarios de quiosques alimenticios voltaram para as suas regides de origem e

disseminaram a receita do Sushi por todo o Japdo (Barber e Takemura, 2008).

Finalmente, no século XX, com a globalizagcdo, o Sushi espalhou-se por todo o mundo. A
partir de 1980, nos Estados Unidos, difunde-se a ideia de que a cozinha japonesa,
especialmente o Sushi, é saudavel, o que causou o chamado “Sushi boom” por todo o mundo,
nomeadamente com a abertura de restaurantes de Sushi, rodizios de Sushi, entre outros. O
Sushi contemporaneo caracteriza-se pela oferta de novos tipos de Sushi com a adocdo de
elementos culinarios proprios de cada pais, aliados a técnica e a inspiracdo dos Sushiman
(Yoshino, 1997).

Juntamente com o Sushi veio o consumo de Sashimi que consiste em peixe cru cortado em
fatias finas, cubos ou tiras, servido com 0Oleo de soja e wasabi (pasta de rabano-bastardo)
(Barber e Takemura, 2008).

Globalmente pode dizer-se que, além do sabor, a preocupacao do ser humano moderno com

uma alimentacdo saudavel fez do Sushi um sucesso mundial.

1.4. O atual interesse no consumo de peixe cru em Portugal

Ao contrario do que era habitual na cultura gastrondmica portuguesa, € hoje frequente o
consumo de pratos preparados & base de peixe cru resultante da recente popularidade de
pratos tradicionais japoneses como Sushi e Sashimi e também a multiplica-sente globalizacéo
e movimentacédo de diferentes racas e etnias por todo o mundo (Agéncia LUSA, 2006).

Lisboa e Porto sdo as metropoles com maior concentracdo de restaurantes orientais, mas
podem ser encontrados por todas as cidades do pais. E encontra-se de tudo. Restaurantes
chineses que foram obrigados a encerrar pela ASAE e que se especializaram na tradicdo
japonesa noutros locais, e outros que limitaram-se apenas a renovar 0S espacos onde se
encontravam e a alterar menus, outros ainda passaram a apresentar os dois tipos de

restauracao, japonesa e chinesa (Neves, 2008).

Com a multiplica-sente popularidade de restaurantes e “fast-food” especializados em cozinha

tradicional japonesa e 0s sinais de apeténcia dos portugueses para 0 consumo de peixe cru
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tém-se vindo a desenvolver estudos no sentido de registar a ocorréncia de surtos pelo

consumo deste tipo de prato (Ramos, 2011).

Mas estas alteracGes dos habitos alimentares também tém gerado certas preocupacdes por
parte de alguns consumidores que se questionam sobre a seguranca de se consumir pescado
que ndo foi previamente confecionado. A verdade, € que estas novas praticas tém a elas
associados alguns riscos para o consumidor final que resultam de o peixe ndo ser submetido a
uma temperatura elevada que possa destruir bactérias ou outros microrganismos

potencialmente perigosos presentes no peixe cru (Veiga et al., 2008).

Estes microrganismos podem ter origem tanto no préprio peixe como podem resultar de uma

eventual contaminagéo cruzada ocorrida durante a sua manipulagéo e preparagéo.

Um dos dramas da seguranca alimentar no consumo de pescado cru passa pela presenca de
Anisakis que é um pequeno parasita esbranquicado que tem como principais hospedeiros
mamiferos marinhos, tais como baleias e golfinhos, mas que pode também ser encontrado em
peixes quando estes ingerem pequenos crustaceos contaminados com a larva deste parasita.
Até ha alguns anos este parasita sO preocupava regides com pratos tradicionais & base de peixe
cru como o Japdo, a Escandinavia, a Holanda e a Costa Ocidental da América do Sul, mas
devido & globalizagdo referida anteriormente, cada vez existem mais regifes a estarem
alertadas para a eventual presenca deste parasita, e algumas ja tomaram medidas preventivas
de modo a diminuir o risco para a satde do consumidor (Veiga et al.,2008).

E o caso da nossa vizinha Espanha em que o governo aprovou um Decreto-Lei que obriga
todos os restaurantes deste tipo de culindria a congelar todo o peixe destinado a ser
consumido cru. Isto porque o parasita morre apés alguns dias congelado a 20°C negativos.
Convém referir que este método vai contra a tradicdo preferindo a maior parte dos
restaurantes confiar num Sushiman treinado para detetar o peixe infetado, ndo sendo no

entanto, como sabemos este procedimento completamente eficaz (Veiga et al., 2008).

Segundo fonte oficial do Ministério da Agricultura (2006) ndo ha necessidade de alarme, uma
vez que, ao contrario de Espanha, Portugal tem controlo na descarga de peixe na lota, onde o
pescado é devidamente inspecionado. Sendo que o primeiro controlo do peixe a chegada é da
competéncia da Direcdo Geral de Alimentagdo e Veterinaria, passando depois para a ASAE

guando comercializado.
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Segundo dados da ASAE a infecdo com este parasita atinge cerca de duas mil pessoas por ano
em todo o mundo, e esté relacionada com os habitos alimentares sendo mais frequente em
paises asiaticos, em particular o Japdo, onde ocorrem mais de 95% do total de casos
denunciados. Na Europa registam-se cerca de 3,5% do total de casos. No entanto devido ao
aumento da popularidade da culinéria asitica a nivel mundial, a incidéncia deste tipo de
infeccdes tem tido tendéncia para aumentar na Europa (Agéncia LUSA, 2006).

1.5. Deterioracao do Pescado

Pescado fresco segundo a Legislacdo Comunitaria sdo os produtos da pesca nao
transformados, inteiros ou preparados, incluindo os produtos embalados a vacuo ou em
atmosfera modificada, que ndo tenham sofrido qualquer tratamento destinado a sua
conservacao, exceto a refrigeragdo (Regulamento n° 853/2004). O peixe fresco deve
apresentar as seguintes caracteristicas: escamas brilhantes bem aderentes a pele e barbatanas
com certa resisténcia aos movimentos; carne firme e de consisténcia elastica; coloracao
propria a espécie; visceras integras perfeitamente diferenciadas; musculatura da parede
abdominal ndo deve apresentar autolise; odor especifico, a fazer lembrar o de plantas
marinhas; superficie do corpo limpa, com relativo brilho metalico; olhos transparentes,
brilhantes e convexos, ocupando completamente as Orbitas; branquias rosaceas ou vermelhas,
hamidas e brilhantes; ventre roli¢o e firme, ndo deixando impressdo duradoura a pressdo dos
dedos; e anus fechado (Brasil, 1997).

A qualidade do pescado deve ser entendida como um conjunto de propriedades, caracteristicas
e atributos, que atenda as exigéncias do mercado e do consumidor, mesmo que
inconscientemente deste ultimo (Barros, 2003). Assim a qualidade do pescado deve abordar
desde sua composicdo intrinseca e grau de deterioracdo, passando pelas etapas de
manuseamento, armazenamento, distribui¢do e venda, até as propriedades sensoriais que irdo
fazer com que o consumidor tenha o prazer de comer um peixe de boa qualidade (Barros,
2003).

Essa qualidade pode estar comprometida ja no momento de sua captura, devido ao método de
pesca utilizado e, também, & manipulagdo inadequada a bordo. Esses dois fatores sdo de
fundamental importancia para a futura conservacdo do pescado. O primeiro por ter uma

grande influéncia em relagcdo ao intervalo de tempo necessario para que O rigor mortis se
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instale e o segundo por evitar e/ou retardar alteraces autoliticas e microbianas do pescado
(Barros, 2003).

Como o pescado é uma das matérias-primas alimentares mais pereciveis devido as suas
caracteristicas, pouco tecido conjuntivo, alta atividade de agua, elevado teor de gorduras
insaturadas e de nutrientes disponiveis, € necessario tomar certos cuidados relativos a sua
manipulagdo, abrangendo toda a cadeia de obtencdo. O pescado passa por trés fases desde a
sua captura até a putrefacdo: pré rigor mortis, rigor mortis e pos rigor mortis (Barros, 2003).
O pré rigor caracteriza-se pela glicolise anaerdbica, que se distingue pela formacao de acido
latico e consequente diminuicdo do pH do musculo. Além disso, ocorre degradacdo do ATP
por desfosforilagdo e desaminacdo levando & fusdo da actina e da miosina, formando o
complexo ato-miosina, estabelecendo assim o rigor mortis. O valor final do pH do mdsculo
em peixes de carne vermelha cai para valores em torno de 5,6 a 5,8, e em peixes de carne
branca e peléagicos o limite inferior chega a 6,0-6,2 (Barros, 2003). O rigor mortis ocorre apds
a decomposicdo do ATP, produzindo-se ADP (adenosina difosfato), acompanhada da
desfosforilacdo de creatina-fosfato (CP) cujo fosforo inorganico é utilizado para a regeneracao
do ATP.

Quando ndo ha mais CP disponivel, essa degradacdo do ATP ocorre de forma irreversivel.
Esse gasto do ATP ocasiona 0 aumento da rigidez muscular devido & formacéo do complexo
actina-miosina. Outra caracteristica dessa fase é a desoxigenacdo da hemoglobina,
evidenciada pelo escurecimento das branquias e aglutinacdo das franjas branquiais (Barros,
2003).

Com o objectivo de aumentar o tempo de instalacdo do rigor mortis, sdo utilizados varios
métodos no momento da captura e abate para garantir um maior prazo de vida de prateleira.
Desses métodos é de salientar as praticas higio-sanitarias da embarcacdo pesqueira, agua e
gelo de boa qualidade e suficientes para todos 0s processos sanitarios a bordo, isolamento
térmico adequado dos pordes, método adequado para a captura da especie desejada,
evisceracdo imediata e retirada da cabeca e guelras a bordo, lavagem com agua clorada (50

ppm) e o “stock” de gelo até & chegada ao porto (Vieira et. al, 2003).

Diversos autores (Vieira et. al, 2003, Guimaraes, 2000, Ogawa e Maria, 1999 e Mayer e
Wand, 1991) destacam a importancia da refrigeracdo e do congelamento no incremento do
periodo de vida util do pescado, permitindo que produtos frescos de elevada qualidade

10
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sensorial estejam disponiveis em locais distantes dos de captura. Além disso, sabe-se que
fatores como producdo de histamina e o aparecimento de “black spot” (mancha negra) sdo
inibidos pela rapida colocacdo em gelo apos a captura, aumentando a qualidade higio-sanitaria

desse pescado.

O pds rigor mortis caracteriza-se pela decomposicdo de aminoacidos, ocorrendo o
desdobramento do ATP e formagdo de amonia a partir da ureia. Essa reacdo é chamada de
autolise, e deve-se a acdo de protéases proprias do musculo e a acdo de exopeptidases de
origem microbiana, devido principalmente ao facto de apesar do pH baixar no pescado nédo ser
suficiente para inibir o desenvolvimento de microrganismos proteoliticos (Barros, 2003,
Beato, 2002 e Ogawa e Maria, 1999). De entre estes destacam-se Pseudomonas, Vibrio,
Flavobacterium, Micrococcus, e Bacillus. Dessas reacGes, o azoto é a base volatil mais
representativa, medido através da analise do Azoto Base Volatil Total (ABVT). Dessa forma
constitui-se um indice quimico utilizado para estimar o grau de frescura das espécies de
pescado. Existem trés categorias de espécies para as quais se encontram estabelecidos valores
limites de ABVT, sendo os limites de: 25mgN/100g de tecido muscular para as espécies
Sebastes spp., Helicolenus dactylopterus e Sebastichthys capensis; 30mgN/100g de tecido
muscular para as espécies que pertencem a familia Pleuronectidae (a excepcdo do alabote:
Hippoglossus spp.); e 356mgN/100g de tecido muscular para Salmo salar, espécies que
pertencem a familia Merluccidae e espécies que pertencem a familia Gadidae. Estes limites
estdo estabelecidos no Ponto 1, Capitulo I, Seccdo Il, Anexo Il do Regulamento (CE) N.°
2074/2005 da Comissdo de 5 de dezembro de 2005. Esses valores sdo adotados pelos 6rgaos
oficiais de inspeccdo de paises como Alemanha, Argentina, Austrélia e Brasil. Aléem dos
microrganismos deteriorativos, o pescado pode constituir-se como um importante veiculo de
microrganismos patogénicos para o ser humano, responsaveis por diversas enfermidades.
Sabe-se também que a contaminac¢do por manipulacdo e processamento inadequados ou
mesmo utilizacdo de equipamentos e utensilios contaminados sdo fatores importantes como

veiculos de contaminacdo dessas bactérias para o pescado (Muratori, 2000).

De entre 0s agentes potencialmente patogénicos, associados ao consumo de carne de peixe,
estdo Salmonella e Staphylococcus aureus. Ambos sdo decorrentes de fatores externos ao
pescado, provenientes também da contaminacdo das aguas das bacias pesqueiras pelas

descargas de efluentes de esgotos (Germano et al., 1993).

11
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Alguns autores tém relatado a importancia de Salmonella nas Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTA), especificamente nos pescados. Vieira et al., (2003) cita autores relatando
que no Japdo, onde é muito comum o consumo de pratos a base de frutos do mar, 70% das
DTA que ocorrem nos meses de verdo sdo originarias de produtos da pesca. Mohamed Hatha
e Lakshmanaperumaisamy (1997) encontraram Salmonella em 14,25% das amostras de
peixes e 17,39% nas de crustaceos em mercados de peixes em Coimbatore, Sul da India.

1.6. Perigos microbioldgicos em Seguranca Alimentar no pescado cru

1.6.1. Caracterizacdo da Microbiota mais frequentemente encontrada no pescado

Os peixes e 0s crustaceos podem ser capturados de fontes naturais e de zonas de aquacultura.
Na sua generalidade, sdo ricos em proteinas e compostos azotados ndo proteicos, sendo 0s
seus conteudos de gordura variaveis consoante o tipo de peixe e a sua sazonalidade (Ray e
Bhunia 2008). A populacdo microbiana nestes produtos varia muito com o nivel de poluicéo e
temperatura da agua. De uma forma geral, os musculos dos peixes e mariscos sao estéreis, no
entanto as escamas, as guelras e os intestinos abrigam microrganismos, entre 0s quais
bactérias pertencentes a diversos grupos taxondmicos, virus, parasitas como protozoarios,

podendo estar presentes no alimento cru (Ray e Bhunia 2008).

Devido ao facto dos produtos de pescarias, nomeadamente o peixe fresco, serem um alimento
basico de consumo frequente, torna-se necessario saber qual a microbiota presente no mesmo.
No caso dos produtos alimentares pescados em ambientes marinhos, encontram-se
microrganismos hal6filos do género Vibrio spp., bem como, coliformes, microrganismos dos
géneros Pseudomonas, Alteromonas, Flavobacterium, Enterococcus, Micrococcus e agentes
patogénicos como Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus e Clostridium botulinum tipo E,
Aeromonas hydrophila e Plesiomonas shigelloides estes ultimos sendo patogénicos
oportunistas (Ray e Bhunia 2008).

Quando os produtos da pesca sdo capturados em aguas poluidas, ha grande probabilidade de
conterem microrganismos que podem multiplicar-se rapidamente, porque a a, € 0o pH
elevados do tecido, disponibilizam grandes quantidades de compostos azotados nao proteicos
(Ray e Bhunia, 2008).

12
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Muitas das espécies bacterianas referidas sdo psicroéfilos, pelo que podem multiplicar-se a
temperatura de refrigeracéo e os agentes patogenicos podem permanecer viaveis por um longo

periodo de armazenamento (Ray e Bhunia, 2008).

1.6.2. Microrganismos no Pescado

Os microrganismos indicadores sdo espécies ou grupo de microrganismos que indicam a
possivel presenca de agentes patogénicos, cuja presenca em niveis elevados, refletem pontos
de seguranca inadequados durante o tratamento do pescado (Mossel et al., 1995). De uma
forma geral, estes microrganismos sdo frequentemente utilizados para avaliar o estado
sanitario dos produtos alimentares (Jay, 2002). Embora nao haja especificacdes sobre quais 0s
microrganismos indicadores mais uUteis, atualmente sabe-se que algumas destas bactérias sdo
encontradas no trato digestivo e fezes dos animais e dos seres humanos. Bactérias como 0s
coliformes totais, coliformes fecais, Enterococos e mais recentemente Escherichia coli (E.
coli), foram estabelecidos como indicadores preferenciais (Noble et al., 2003).

1.6.2.1. Microrganismos mesofilos

A contagem de colonias aerdbias representa o numero total de bactérias encontradas nos
alimentos. Esta contagem engloba microrganismos, cuja temperatura ideal de multiplicagéo
varia entre os 25 e 40°C (Ray e Bhunia, 2008). Em produtos frescos, a contagem destes
microrganismos indica a eficacia ou ndo das boas praticas de higiene usados, durante o seu
processamento, manuseamento e armazenamento (Ray e Bhunia, 2008). Para além, dos
fatores anteriormente descritos, contagens elevadas destes microrganismos podem estar

associados a longos processos de refrigeracdo ou a ndo refrigeracdo dos mesmos.

1.6.2.2. Microrganismos psicotroficos

Os microrganismos psicotroficos tém a capacidade de se multiplicarem a temperaturas que
vao dos 0°C aos 20°C, mas a sua temperatura 6tima de multiplica¢do é 15°C, sdo encontrados
nos alimentos mas também nos solos e no ambiente. S&o responsaveis por terem uma agdo
deteriorativa nos alimentos. Algumas estirpes podem ser toxicas para 0 homem, animais e
plantas (Ray e Bhunia, 2008).
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1.6.2.3. Enterobacteriaceae

Esta familia engloba varios géneros e espécies de bastonetes Gram-negativos, com muitas
propriedades comuns. Embora possam ser encontrados de forma ampla na natureza, a maioria
¢ encontrada no intestino de animais e homem. S&o identificadas através de provas
bioquimicas. A forma de prevencéo da sua presenca passa pelas boas praticas na manipulacéo
e preparacdo dos alimentos assim como na ingestdo de agua fervida e filtrada. Devido a
riqueza de membros desta familia, optamos por somente assinalar as principais espécies que
podem estar envolvidas nas patologias humanas, como Salmonella e Escherichia coli (Ray e
Bhunia, 2008).

As Enterobacteriaceae ocorrem em produtos do pescado como resultado de contaminagéo do
Homem ou dos animais. Esta contaminagdo tem sido normalmente associada a contaminagéo
fecal ou a poluicdo das &guas naturais ou de ambientes aquéaticos, onde estes organismos
podem sobreviver durante um longo periodo de tempo, ou a contaminacao direta dos produtos

durante o processamento (FAO, 1997).

Uma boa higiene pessoal e uma educacao sanitaria dos manipuladores de alimentos séo, por
isso, essenciais no controlo das doencas causadas por Enterobacteriaceae. Um tratamento
adequado da agua e a eliminacdo sanitaria dos esgotos constituem, igualmente, aspetos

essenciais num programa de controlo (FAO, 1997).

1.6.2.4. Bactérias do acido lactico

As Bactérias do acido latico (BAL) sdo um grupo morfologicamente heterogéneo com cocos
e bacilos que podem apresentar-se individualmente ou em cadeia, sdo Gram-positivas, ndo
esporuladas, anaerobias facultativas, ou seja, capazes de fazer a fermentacdo quer em
anaerobiose quer em aerobiose, mas nesta ultima de forma mais lenta, sdo capazes de se
multiplicar em ambientes com um intervalo de temperaturas entre 5°C e 45°C e com pH 3,8
(Lima et al., 2009). O principal produto final da fermentagcdo de aclcares, como o proprio
nome indica é o &cido latico, estando presentes na acidificacdo dos produtos alimentares

destinados ao consumo humano e animal.

1.6.2.5. Clostridium spp.

O Género pertence a familia Clostridiaceae. Sdo anaerdbios formadores de esporos

resistentes, tendo como habitat natural o trato intestinal de animais e homem. De maneira
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geral sdo bastonetes moveis, Gram-positivos, grandes e longos, com comprimento variando
entre 3 a 8 um. Os esporos sdo geralmente mais largos e de dificil coloracdo (Delazari et al.,
1984).

A contaminacdo do pescado por esporos de Clostridium spp. ocorre principalmente no
intestino, na superficie da pele ou nas branquias a partir da 4&gua ou dos sedimentos (Delazari
etal., 1984).

1.6.2.6. Clostridium perfringens

Este pertencendo também a familia Clostridiaceae diferencia-se por ser formador de toxina.
Este apresenta-se isolado ou aos pares, e pode produzir varias toxinas, causando quadros
clinicos diversos. Entre eles, intoxicacdo alimentar, gangrena gasosa (mionecrose), infecdes

intra-abdominais, cutaneas e subcutaneas.

Clostridium perfringens € encontrado disperso no ambiente, em locais como o solo, estando
mais difundido no meio ambiente que qualquer outra bactéria patogénica, nos intestinos de
animais domesticos, animais selvagens e humanos. Também pode ser encontrado em esgotos
e em regides propensas a contaminagdes por animais. Multiplica-se bem em alimentos ricos
em proteinas como carne bovina, aves, molhos, alimentos secos ou pré-cozidos e leite. Em
menor quantidade também em produtos avicolas, carne de porco, cordeiro, peixe, camarao,

caranguejo e leguminosas (Schneider, et al., 2010).

As infecdes por Clostridium perfringens ocorrem normalmente em alimentos que foram
preparados em grandes quantidades e mantidos em local quente antes de servir. Os surtos
acontecem frequentemente em instituicbes como hospitais, cantinas escolares, prisdes e

asilos, ou em eventos com alimentos servidos (Grama, et al., 2010).

1.6.2.7. Coliformes totais

Coliformes totais sdo bactérias aerdbias facultativas, Gram-negativas, ndo formadoras de
esporos e fermentadoras da lactose, produzindo acido e gas em apenas 48 horas a 35°C
(Kornacki, et al., 2001). Podem multiplicar em pH entre 4,4 e 9,0 e em temperaturas que
variam entre -2°C e 50°C, sendo no entanto a multiplicacdo muito lenta em alimentos

refrigerados (Jay, 2005).
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O grupo é composto principalmente por bactérias dos géneros Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter e Klebsiella (Franco e Langarf, 2005; Jay, 2005). Destes apenas E. coli tem como
habitat o trato intestinal do homem e de animais de sangue quente (Feng, et al., 2002; Franco
e Langarf, 2005; Jay, 2005), os restantes géneros para além de serem encontrados nas fezes
também estdo presentes em outros ambientes como o solo e vegetais. No entanto é de
salientar que a presenga de coliformes totais em alimentos ndo representa necessariamente

uma contaminacao recente ou a presenca de enteropatogénicos (Franco e Langarf, 2005).

Os Coliformes totais sdo utilizados frequentemente como indicadores da qualidade higiénica
do pescado, como ndo se multiplicam nem se mantém vidveis na agua por muito tempo a
contaminacdo do pescado ocorre essencialmente através dos manipuladores (Cardoso et al.,
2001).

1.6.2.8. Pseudomonas spp.

A familia das Pseudomonadacea a qual pertence o género Pseudomonas spp. apresenta um
critério para que uma bactéria em forma de bastonete direito ou ligeiramente curvo com 0,5 —
1,0 um por 1,5 — 4,0 um, Gram-negativo, aerobio, ndo formador de enddsporos, esse critério
reside no modo de insercdo dos flagelos que é polar, simples ou multiplos. S&o no entanto
critérios de valor limitado conduzindo por isso a uma excessiva extensdo dos elementos desta
familia. As referidas caracteristicas sdo partilhadas por mais de duas dezenas de géneros
atualmente aceites, sendo entdo o grupo de bactérias genericamente conhecido por
“Pseudomonas”. Os membros do género Pseudomonas multiplicam-se a pH neutro e a
temperaturas na gama das bactérias mesoéfilas (entre 25 e 40 °C), no entanto multiplicam-se
bem a temperaturas de refrigeracdo e sdo resistentes a muitos desinfetantes usados na
Industria Alimentar. Desencadeiam a formacdo de diversos produtos que afetam
negativamente o aroma e o sabor dos alimentos. Podem ainda ser usadas como parametro
indicador de higiene (Sa-Correia, 2000)

O género Pseudomonas é constituido por microrganismos psicrofilos (Ferreira et al., 2010)
responsaveis por perdas econémicas significativas (Braun e Sutherland, 2003), pelo facto de
serem bactérias importantes na degradacdo do peixe ou produtos de pesca, armazenados em
aerobiose sob condicdes de refrigeracdo (Hubbs, 1991; Gram e Huss, 1996; Koutsoumanis e
Nychas, 1999). Espécies de Pseudomonas juntamente com microrganismos da espécie

Shewanella putrefaciens fazem parte da microbiota degradativa especifica de peixes
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(Gillespie, 1981; Lima, 1981; Gram e Huss, 1996). Geralmente a deterioracdo da qualidade
do peixe fresco é detetavel através da perda de sabor (sabor doce) (Gram e Huss, 1996).
Odores e sabores frutados, sulfidricos e de podriddo sdo caracteristicos de espécies de
Pseudomonas presentes nos peixes armazenados em gelo (Miller 111 et al., 1973; Edwards et
al., 1987).

1.6.2.9. Shewanella putrefaciens

Esta bactéria foi isolada pela primeira vez em produtos lacteos por Dreby em 1931 e
classificada como Achromobacter putrefaciens, mais tarde em 1985 foi renomeada por
MacDonell e Colwell com o nome pelo qual é hoje em dia conhecida, Shewanella
putrefaciens (Richards, et al., 2008). As espécies deste género estdo todas associadas ao meio
aquatico, particularmente oceéanico. E esta por isso associada ao aparecimento do cheiro a
podre em peixes. Sdo bacilos oxidativos e ndo oxidativos, Gram-negativos, aerébios estritos e
apresentam como principal atributo a producdo de H,S (Sulfureto de Hidrogénio) gasoso que
Ihes confere uma coloracdo negra. Podem ser ocasionalmente associados como um
microrganismo patogénico para 0 Homem, mas é mais frequente encontra-lo em reservatorios
aquaticos (Khashe et al., 1998).

1.6.2.10. Photobacterium phosphoreum

Esta bactéria pertence a familia Vibrionaceae. Sdo bactérias Gram-negativas, anaerdbios
facultativos, moveis com trés flagelos, com um didmetro que varia entre 0,8-1,3 pm,
multiplica-se a temperaturas entre 4-35°C mas com uma temperatura 6tima de 18-25°C.
Photobacterium phosphoreum distingue-se de outros géneros de bactérias por apresentar uma
caracteristica especifica, a luminescéncia. E responsavel por causar deterioracio em peixe
embalado em atmosfera modificada com CO,, sdo resistentes ao didéxido de carbono
reduzindo por isso o 6xido de trimetilamina a trimetilamina, caracteristica que explica a sua

importancia na deterioracdo do pescado (Daalgard et al., 1997).
1.6.2.11. Bacillus cereus

Bacillus € a espécie tipo da familia Bacillaceae, compreende espécies facultativas e
formadoras de esporos. Sdo na sua maioria saprofitas, sendo apenas duas espécies

consideradas importantes clinicamente para o0 homem, Bacillus anthracis e Bacillus cereus.
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Séo bacilos Gram-positivos de largas dimensdes, podendo ter 1x3-5 pum, produtores de
esporos quando colocados a se multiplicar em aerobiose (Lopes 2000).

Bacillus cereus é frequentemente associado a diferentes situacdes de natureza patologica
como infecBes cutdneas sendo no entanto a toxi-infecdo alimentar a que apresenta maior
significado a nivel clinico, por serem resistentes a confecdo dos alimentos e as méas condicGes
de armazenamento, 0s esporos desta espécie podem germinar e produzir enterotoxinas (Lopes,
2000).

Bacillus cereus esta difundido na natureza, encontra-se no solo e pode ser veiculada pelo p6 e

pela 4gua, podendo desta forma contaminar o pescado (Portal de Seguranca Alimentar, 2013).

1.6.2.12. Staphylococcus aureus

Staphylococcus sdo bactérias que vivem em contacto intimo com o Homem, numa relacéo
habitual de mutualismo. Constituem parte da populacdo microbiana indigena da pele e
mucosas, sendo Staphylococcus aureus um dos principais microrganismos patogénicos.
Staphylococcus aureus pertence a familia Micrococcaceae, sendo cocos Gram-positivos, com
didmetro de 0,5 a 1,5 um, imdveis, capsulados e ndo esporulados. S&o anaerobios facultativos,
oxidase negativos e catélase positivos (Melo, 1989). Sdo capazes de se multiplicar a
temperaturas compreendidas entre 18°C e 40°C com uma temperatura 6tima de multiplicacédo
de 35°C, o pH 6timo de multiplicacdo encontra-se entre 6 e 7, mas consegue perfeitamente
multiplica-se na faixa de 4,0 a 9,8 (Jay, 2005). S6 Staphylococcus aureus produz a enzima

coagulase.

Sdo organismos que podem ser encontrados, na &gua, ar, poeira, leite, esgotos, chdo,
superficies e todos os materiais que entram em contacto com o Homem, sendo no entanto a
sua principal origem e habitat o nariz, garganta e pele do Homem e de outros animais (FAO,
1997). Os esgotos quando perto da zona costeira poluem as aguas e estas por sua vez
contaminam o pescado que vai ser posteriormente consumido. O pescado pode estar
contaminado com Staphylococcus aureus provenientes de manipuladores infetados ou do
ambiente. Mais frequentemente, a contaminacao tem origem num individuo com uma infecéo

nas maos, uma constipacdo ou dores de garganta (FAO, 1997).
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A dimensdo de portadores humanos de Staphylococcus aureus pode atingir 60% de individuos
saudaveis, havendo cerca de 25 a 30% da populacdo portadora de estirpes produtoras de
enterotoxinas (Ahmed, 1991).

1.6.2.13. Listeria spp.

Geénero pertencente a familia Listeriaceae. Sdo bastonetes curtos, de 0,5 por 0,8 a 2,5 pm,
considerados por muitos autores como coco bacilos, podem variar morfologicamente,
tendendo algumas vezes para formas cocoides ou mesmo filamentosas. N&o formam esporos,
sdo catalase positivos, oxidase negativos e fermentam a glicose produzindo acido, mas néo
gas. Das diferentes espécies que constituem o género, atualmente, a mais importante é a

Listeria monocytogenes (Exposto, 2000).

Esta por ser uma espécie que se adapta bem em diferentes habitats, como sendo um
microbiota normal em diferentes animais e homem, assim como em fontes ambientais, tais
como agua e solo. A sua transmissdo acontece por contacto direto com o animal ou fezes
infetadas e/ou pelo consumo de alimentos contaminados. A ingestdo de Listeria
monocytogenes pode levar a casos de infe¢do alimentar com situagfes de morte em casos néo
tratados (Ben Embarek e Huss, 1992).

Pode ser isolada do solo, vegetacdo, produtos alimentares, incluindo o peixe e produtos
derivados, e cozinhas domésticas. A maior parte das estirpes de Listéria é, provavelmente,
ndo patogénica. O isolamento frequente desta espécie bacteriana a partir do pescado (Weagant
et al., 1989; Rarvik e Yndestad, 1991) e a demonstracdo da sua potencial proliferagdo em
salmdo fumado conservado em refrigeracdo (Ben Embarek e Huss, 1992; Guyer e Jemmi,
1991; Rarvik et al., 1991) mostra que o pescado pode ter um papel importante na transmisséo

de Listeria monocytogenes.

1.6.2.14. Salmonella spp.

O genero Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae. S&o bastonetes curtos,
Gram-negativo, fermentadores, ndo esporulados, na maioria movel por flagelos peritriquios
(exceto S. gallinarume S. pullorum), de metabolismo aerdbio ou facultativamente anaerébio.
A temperatura ideal situa-se na faixa de 35 a 37°C, sendo a minima de 5°C e a maxima de

47°C. O pH o6timo para seu desenvolvimento fica proximo de 7,0 e valores superiores a 9,0 e
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inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Com relagdo a concentracdo de sal, ndo toleram
concentragdes superiores a 9% (Jay, 2002).

O habitat natural de Salmonella spp. € o trato gastrintestinal de mamiferos, aves e répteis.
Portanto, Salmonella spp. atinge os ambientes aquaticos, e por sua vez 0s peixes através de
contaminacdo fecal. Isso explica a detecdo ocasional de Salmonella a partir de peixes e
produtos da pesca (Sanath Kumar et al., 2003).

1.6.2.15. Escherichia coli

A espécie E. coli é um bacilo Gram-negativo, ndo esporulado, anaerébio facultativo, habitante
do trato intestinal de humanos e de animais de sangue quente (Heredia et al., 2009). Por este
facto, é usado como organismo indicador de contaminacéo fecal e da possivel presenca de
patogénicos entéricos nos alimentos e na agua (Ray e Bhunia, 2008). As infe¢fes causadas
pelas estirpes patogénicas de E. coli podem ser transmitidas essencialmente, através de trés
vias, 0 contacto direto com 0s animais, 0 contacto com 0s humanos, e/ou 0 consumo de

alimentos contaminados (Pelczar et al., 1997).

Algumas estirpes de E. coli conseguem multiplicar-se em ambientes com temperaturas entre 7
e 46°C e tém uma temperatura 6tima de multiplicacdo que varia entre 35 e 40°C. As estirpes
patogénicas sobrevivem, geralmente, as temperaturas de refrigeracdo, apesar de ocorrer uma

ligeira reducdo ap6s uma a cinco semanas de armazenamento (Varman e Evans, 1996).

Pode ser isolada de ambientes poluidos por matéria fecal ou esgotos que estejam junto a zona
costeira onde o pescado é posteriormente capturado, o0 microrganismo pode sobreviver
durante bastante tempo neste ambiente (Rhodes e Kator, 1988; Jiménez et al., 1989). Nao ha
indicacdo de que o pescado seja uma fonte importante de infecdo por E. coli (Ahmed, 1991).
A maior parte das infecdes parece estar relacionada com a contaminacdo da agua ou com a
manipulacdo do pescado em condi¢fes ndo higiénicas. No entanto, foi demonstrado
recentemente, que a E. coli pode ser igualmente encontrada em aguas tropicais quentes ndo

poluidas, onde pode sobreviver indefinidamente (Hazen, 1988).

1.6.2.16. Vibrio spp.

O género Vibrio spp., pertence a familia Vibrionaceae, é constituido de bacilos Gram-
negativos que diferem de outros bastonetes pela sua morfologia, lembrando uma virgula e

sendo moveis e bastante rapidos e com comprimento aproximado de 2 a 4um. Multiplicam-se
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melhor em meios com pH alcalinos, entre 7,5 e 8,5 e a temperatura 6tima de multiplicacéo é
de 37°C. Apresenta uma caracteristica propria que é serem halofilicos restritos, exigindo um
minimo de 1% de cloreto de sodio para a sua multiplicacdo. Este género compreende Vvarias
espeécies, sendo a mais importante o Vibrio cholerae, responsavel pela colera. Outra espécie
também com elevada importancia € o Vibrio parahaemolyticus, que possui um papel bastante
definido nas toxi-infe¢des alimentares (Vieira, 2004)

A maior parte dos Vibrio spp. sdo de origem marinha. O género inclui um certo nimero de
espécies que sdo patogénicas para 0 Homem. As espécies patogénicas sdo principalmente
mesdfilas, isto é, ocorrem, em geral, em aguas tropicais e em nimero mais elevado em aguas
temperadas nos finais do verdo ou principios do outono. Os surtos de V. parahaemolyticus
tém sido, frequentemente, associados a contaminacdes cruzadas ou a abusos de
tempo/temperatura de pescado cozinhado. O Japdo é uma exce¢do dado que 0 peixe cru € 0
principal veiculo de infecdo pelo V. parahaemolyticus. Em relacdo aos outros Vibrio spp., 0
consumo de marisco cru, em especial ostras, constitui a principal causa de infecdo. Um aspeto
importante é a impressionante taxa de proliferacdo dos Vibrio spp. no peixe cru, mesmo a
baixas temperaturas. Isto permite que, mesmo quando inicialmente pouco numerosos,
aumentem drasticamente sob condi¢es impréprias de captura, processamento, distribuicdo e
armazenamento (FAO, 1997).

1.6.2.17. Bolores e Leveduras

Os bolores multiplicam-se mais lentamente do que as bactérias em alimentos pouco acidos
(pH> 4,6) e com elevada atividade da agua (aw). No entanto, em alimentos acidos e com baixo

aw, 0s bolores multiplicam-se mais rapidamente que as bactérias.

Normalmente, as leveduras apenas sdo responsaveis pela deterioracdo dos alimentos onde se
instalam, ndo constituindo um problema de seguranca sanitaria, podendo ainda ser utilizadas

como indicadores especificos de contaminacgdes cruzadas (Baptista e Linhares, 2005).

A reducdo deste risco passa pela implementacdo de boas praticas de higiene, diminuicdo do
tempo de armazenamento, respeito pelas temperaturas de refrigeracdo ou congelacdo, reducgéo
do contacto com o ar (embalagem), adicdo de &cidos e conservantes (Baptista e Venancio,
2003).
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1.6.2.18. Virus

A transmissdo de doencas virais ao Homem através do consumo de pescado é conhecida
desde os anos 50 e, no Homem as viroses entéricas sdo a principal causa de doencas
associadas ao consumo de marisco. Atualmente existem mais de 100 virus entéricos. De
acordo com Kilgen e Cole (1991), apenas alguns causaram doencas relacionadas com o
consumo de pescado. Sao os seguintes:

v' Virus da Hepatite Tipo A;
v Virus Norwalk;

v' Calicivirus;

v' Astrovirus.

Os virus sdo inertes fora da célula viva hospedeira, mas podem sobreviver. Ou seja ndo se
replicam na &gua ou no pescado, independentemente do tempo, temperatura ou outras
condicdes fisicas. A sua presenca no pescado resulta apenas de contaminacdo atraves de

manipuladores de alimentos infetados e/ou atraves de agua poluida (Gerba e Goyal, 1978).

A dose infeciosa dos virus é provavelmente muito menor do que a das bactérias para causar
doencas relacionadas com a ingestdo de alimentos (Cliver, 1988). Para o0 Homem, a dose
infeciosa minima de alguns virus entéricos aproxima-se da dose minima detetavel em

sistemas de ensaio laboratoriais, utilizando culturas de células (Ward e Akin, 1983).

O Homem e os animais sdo a fonte dos virus entéricos. Estes encontram-se em grandes
guantidades nas fezes de pessoas infetadas, alguns dias ou varias semanas, ap0s a
ingestdo/infecdo e de cordo com o virus. A contaminacdo fecal direta ou indireta é a fonte
mais comum de contaminagédo dos alimentos (FAO, 1997).

Os moluscos bivalves apresentam-se no topo da lista dos veiculos alimentares envolvidos em
surtos de doencas virais. No entanto, um outro veiculo importante é os alimentos prontos a
consumir, preparados por manipuladores infetados. Os dados disponiveis indicam que quase
todos os alimentos que entram em contacto com as médos e que ndo sofrem,
subsequentemente, um tratamento térmico substancial, podem transmitir estes virus (FAO,
1997).
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Com apenas algumas excecdes, todos os casos referidos de infe¢Oes virais associadas ao
pescado tém sido resultantes do consumo de moluscos crus ou mal confecionados (Kilgen e
Cole, 1991). H4, no entanto, uma clara evidéncia de que o VHA tem sido transmitido em
virtude de praticas ndo higiénicas durante o processamento, a distribuicdo e 0 manuseamento
dos alimentos (Ahmed, 1991). Estas doencas associadas ao consumo de pescado s&o muito
frequentes. De acordo com um estudo realizado por Ahmed (1991), nos Estados Unidos sé&o
comunicados, anualmente, ao Center of Disease Control (CDC), entre 20 000 a 30 000 casos,
e um dos maiores surtos de doencas de que existe registo, foi um caso de hepatite na China,
em 1988, que envolveu 290 000 pessoas. A investigacdo revelou que a fonte e 0 modo de
transmissdo foram o consumo de améijoas contaminadas e mal cozidas (Tang, et al., 1991).

De acordo com Gerba (1988), a sobrevivéncia de virus no ambiente e nos alimentos depende
de um determinado nimero de fatores tais como a temperatura, a salinidade, a radiacdo solar e
a presenca de solidos organicos. Assim sendo 0s virus entéricos sdo capazes de sobreviver
durante varios meses na agua do mar a temperaturas inferiores a 10°C, periodo muito
superior, por exemplo, ao das bactérias coliformes (Melnick e Gerba, 1980). Deste modo, ha
pouca ou nenhuma correlacdo entre a presenca de virus e a das bactérias consideradas

usualmente como indicadores de poluicéo fecal.
1.6.3. Fatores que influenciam a Microbiota do alimento

Normalmente, os alimentos possuem uma populacdo mista de microrganismos, incluindo
diferentes espécies e estirpes de bactérias, bolores e leveduras, podendo algumas delas estar

presentes em niveis mais elevados do que outras (Ray e Bhunia 2008).

Os microrganismos (exceto os virus), multiplicam-se nos alimentos, de acordo com as
condicBes dos mesmos (fatores intrinsecos), bem como, sob as condigdes de armazenamento
dos alimentos (fatores extrinsecos). A influéncia de cada fator sobre a multiplicacdo
microbiana, ndo pode ser estudada de forma independente, pois todos eles estdo interligados e

influenciam a varios niveis (Ray e Bhunia 2008).
1.6.3.1. Fatores Extrinsecos

Os fatores extrinsecos sdo muito importantes para medir a multiplicagdo microbiana nos
alimentos, dado que estes incluem as condigdes ambientais as quais os alimentos séo

submetidos, nomeadamente a temperatura, a humidade relativa e 0 ambiente gasoso. Tanto a
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humidade relativa do ar, como a atmosfera modificada de armazenamento, séo fatores que
podem influenciar respetivamente a a,, € 0 Potencial oxido-redugéo (Eh) dos alimentos (Ray e
Bhunia 2008).

1.6.3.2. Fatores Intrinsecos

Sdo varios os fatores intrinsecos nos alimentos que afetam o comportamento microbiano,
entre 0s quais podemos destacar, 0os nutrientes disponiveis, os fatores de multiplicacdo e/ou
inibidores, a ay, 0 pH, e 0 ABVT. Tal como referido anteriormente, estes fatores tém uma
acdo combinada na multiplicagdo microbiana (Ray e Bhunia 2008). Destaquemos o pH e 0
ABVT por terem sido os fatores intrinsecos estudados na componente pratica do nosso
trabalho.

1.6.3.2.1. pH

O pH, indica a concentracdo do ido hidrogéenio num sistema, sendo um valor muito variavel
consoante o tipo de alimento (Ray e Bhunia 2008). De acordo com esta medida, os alimentos
podem ser classificados em alimentos ricos em 4&cidos, cujo valor de pH é <4,6 e em

alimentos de baixa acidez, cujo valor de pH ¢ > 4,6 (Ray e Bhunia 2008).

A maioria das frutas e dos sumos de frutas, os alimentos fermentados e as saladas, apresentam
valores de pH baixos (i.e. sdo ricos em &cido) e estdo incluidos no primeiro grupo, enquanto
gue a maioria dos legumes, a carne, 0 peixe, o leite e as sopas, possuem baixa acidez, pelo
que estdo incluidas no segundo grupo (Ray e Bhunia 2008). Para os alimentos ricos em acido,
existe um limite minimo de acidez, que normalmente se encontra acima dos 3,0 (exceto para
algumas frutas citricas), no caso dos alimentos de baixa acidez, existe um limite maximo, que

normalmente ndo excede os 6,0 (Ray e Bhunia 2008).

O efeito do pH sobre a multiplicacdo e viabilidade das células microbianas € bastante
acentuado, na medida que para cada espécie existe um valor de pH ideal dentro de uma gama
de valores que favorecem a multiplicacdo (Ray e Bhunia 2008). Numa forma generalizada, os
bolores (pH 1,5 - 9,0) e as leveduras (pH 2,0 — 8,5) comparativamente com as bactérias tém a
capacidade de se multiplicar sob valores de pH mais baixos e s&o mais tolerantes a variagoes
de pH. No entanto, as bactérias Gram-negativas (pH 4,5 — 9,0) sdo mais sensiveis a pH baixos
do que as bactérias Gram positivas (pH 4,0 — 8,5) (Ray e Bhunia 2008).
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Tabela 1: Valores Minimos, Maximos e Optimos de pH

Microrganismos  Minimo Optimo Maximo

Bolores 15-35 45-68 8,0-11
Leveduras 1,5-35 1-6,5 8,0-85
Bactérias 45 6,5-75 11
Bactérias Acépticas 2 54-6,3 9,2
Bactérias Lacticas 3,2 5,4-65 10,5

Fonte: Bourgeois et al., (1996)

O valor de pH deve manter-se baixo e controlado em pescado para evitar que este se torne
uma superficie de multiplicacdo de microrganismos. Segundo a tabela 1 é possivel perceber
pelos valores apresentados que se o pH do pescado aumentar para um valor 6timo de
multiplicacdo o numero de bolores e leveduras na superficie exposta ao ar ird também
aumentar, provocando assim a deterioracdo do pescado e o aumento de microrganismos
deteriorativos (Oetterer, 2003).

O indice de pH do pescado ndo deve ultrapassar 6,8 e normalmente encontra-se proximo de
6,0 (Oetterer, 2003).

1.6.3.2.2. ABVT

A regulamentacdo europeia refere-se a determinacéo do azoto basico volatil total como sendo
um método que permite determinar se 0 pescado estd apto para consumo assim como

quantificar o seu grau de alteracdo (Fontes, et al., 2007).

A determinacdo de ABVT nos produtos da pesca contabiliza todos 0s compostos azotados
volateis existentes na amostra, principalmente os niveis de amoniaco, Trimetilamina (TMA) e
Dimetilamina (DMA) que vdo aumentando com a degradacdo quer enzimatica quer
microbiana. O resultado destes testes tem como objetivo a definicdo do grau de frescura do
produto da pesca (Ozogul, 1999).

As Bases Volateis Totais (BVT) sdo causadas por atividades microbianas no pescado. Se for
consumido um alimento com alto valor de BVT, pode ocorrer uma intoxicagdo no
consumidor. As bases volateis estdo relacionadas diretamente com a decomposi¢cdo do

pescado (Germano, et al., 1998).
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1.6.4. Andlise de Perigos e Controlo dos Pontos Criticos (HACCP)

Atualmente o sistema HACCP, é cada vez mais reconhecido e aceite internacionalmente
como metodologia no controlo alimentar, pelo facto de ser uma ferramenta de gestdo de
seguranca que nao s6 melhora a eficacia das operacgdes e a qualidade dos produtos, ou seja da
garantias de alimentos seguros, bem como também se tornou num requisito de satisfacdo dos
clientes e dos consumidores, por ser para estes uma garantia de que se seguem 0s requisitos
legais instituidos no Regulamento (CE) n° 852/2004. Assim o HACCP pode ser incorporado
em programas de gestdo da qualidade total (TQM), (Vanne et al., 1996).

Esta ferramenta possui dois componentes essenciais, em primeiro a analise ou avaliacdo dos
perigos associados com a producdo e transformacdo de um determinado tipo de alimento, por
exemplo 0s microrganismos patogénicos que possam estar presentes num determinado
alimento, e em segundo lugar identificar os pontos criticos de controlo (PCC), isto é, as
medidas de controlo adequadas que devem ser implementadas nos locais de processamento

dos alimentos, a fim de evitar qualquer risco para os consumidores (Ray e Bhunia, 2008).

Na producdo alimentar, o maior risco € o de contaminagdo microbioldgica, pelo que o
HACCP, é a medida adotada internacionalmente para garantir a seguranca do consumidor
(Vanne et al., 1996).

Um dos conceitos basicos associados a este sistema é que, quando devidamente concebido,
implementado, monitorizado, verificado e analisado, permite garantir a qualidade do produto
final (Jouve, 1994).

1.6.5. Critérios Microbioldgicos aplicaveis aos alimentos.

A criagdo e aplicacdo de critérios microbiolégicos para os alimentos € da responsabilidade de
entidades internacionais, nomeadamente, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), a
Comissdo Internacional sobre as Especifica¢cbes Microbioldgicas dos Alimentos (ICMSF) e a
Comissdo dos Codex Alimentarius (Roberts e Greenwood, 2003). Estes critérios tém como
objetivo, proteger a saude do consumidor, fornecendo produtos seguros, saudaveis e que
satisfazem o0s requisitos de boas praticas de comeércio, garantindo que 0s organismos

indesejados séo eliminados (Roberts e Greenwood, 2003).
Os critérios microbioldgicos podem ser classificados em:

26



Capitulo I: Reviséo Bibliografica

v' Padrées microbioldgicos; critérios obrigatorios, incluidos na legislacdo ou
regulamentacédo e cujo ndo cumprimento pode resultar num processo judicial (Roberts
e Greenwood, 2003).

v’ EspecificacBes microbioldgicas; no geral sdo acordos contratuais entre o fabricante e o
comprador, de modo a verificar que os alimentos tém a qualidade exigida (Roberts e
Greenwood, 2003).

v Diretrizes microbioldgicas; sdo critérios ndo-obrigatorios, geralmente destinam-se a
orientar os fabricantes e ajudar a garantir boas praticas de higiene (Roberts e
Greenwood, 2003).

Recentemente a Organizacdo Mundial para Saude (OMS) publicou valores de referéncia
(Tabela 2) para a interpretacdo de resultados obtidos a partir de uma analise microbioldgica de
varios alimentos, nomeadamente, carnes (suina, bovina e aves), alimentos marinhos (peixe,
crustaceos, moluscos, etc.), vegetais, alimentos fermentados, alimentos processados prontos a

comer, etc. (Roberts e Greenwood, 2003).
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Tabela 2: Norma da Organizacdo Mundial de Salde para a Qualidade Microbioldgica de varios
alimentos prontos a comer

Microbiological quality {cfu/q unless stated)

Food Unacceptable/

category (see potentially

Table 2.2) Criterion Satisfactory  Acceptable  Unsatisfactory hazardous
Aerobic colony
count*30°C/4 h

1 <103 10%-<10* =104 MAT

2 <104 104-<105% Z105 M/A

3 <10% 10°-<10% z10° b AT

4 <108 10%<107 =10 /A

5 MNfA MNfA MNAA M/A**
Indicator organisms*t

1-5 Enterobacteriaceast =100 100-<10% 2104 MiAE

1-5 Escherichia coli(total) <20 20—=100 2100 M/A*

1-5 Listeria spy. (total) =20 20-<100 =100 M
Pathogens

1-5 Salmonella spp. MO D

1-5 Campylobacter spp. MND D

1-5 Ecoll 0157 & other ND )

YTEC

1-3 Vibria cholerge ND D

1-5 Vibrio parahgemolyticus® =20 20-=100 100-<10° z10?

1-3 Listeria monocytogenes =2 20-<100 N/A =100

1-5 Staphylococcus aureus <20 20-<100 100—<10% =104

1-5 Clostridium perfringens <20 20-<100 100-<10% =104

1-5 Bacillus carews and other =10% 10°<10* 10108 =107

pathogenic Bacillus spp.!

cfu, colony forming units; WTEC, verocytotoxin producing E.coli. Y, detected in 25 g; NI, notdetectedin 25g.
*Guidelines for aercbic celony counts may not apply te certain fermented foeds, e.g. salami, soft cheeseand unpasteur-
ized yoghurt. These foods fall into Category 5. Acceptability is based on appearance, smell, texture and the levels or
absence of indicator organisms or pathogens.

tNfA denotes natapplicable.

ot applicable to fresh fruit, vegetables and salad vegetables.

#Relevant to seafoods only.

"If the Bacillus counts excesd 107 cfufg, the organism should be identified.

Mot detected in 25 gfor certainlong shelf-life products under refrigeration.

**Prosecution based solely on high colony counts and/or indicator organisms in the absence of other criteria of
unacceptability is unlikely to be succassful.

H0in occasions some strins may be pathogenic.

Fonte: Instituto Nacional Ricardo Jorge

Legenda:

1 — Arenque; Conservas de pescado cru
3 — Crustaceos; Refei¢des de pescado cru

4 — Moluscos; Peixe fumado
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I1.1. Introducéo e objectivos

O consumo de pratos preparados a base de pescado cru tem vindo a aumentar nos Gltimos
anos em Portugal, devido em grande parte a recente popularidade de pratos tradicionais

japoneses como o Sushi e Sashimi.

O pescado fresco é um alimento facilmente perecivel, sendo a microbiota deteriorativa mais
frequentemente encontrada Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Shewanella putrefaciens,
Photobacterium phosphoreum, bolores e leveduras, entre outros. Pode ainda constituir um
importante veiculo de microrganismos patogénicos para o ser humano. Sabe-se que a
contaminacdo por manipulacdo e processamentos inadequados ou mesmo utilizacdo de
equipamentos e utensilios contaminados sdo fatores importantes como veiculos destes

microrganismos (Muratori, 2000).

Uma vez que neste tipo de refeicdes o pescado ndo sofre tratamento térmico antes do
consumo, considera-se de particular importancia obter informacOes detalhadas sobre a

microbiota deteriorativa e patogénica presente em Sashimi.
Os objetivos deste trabalho sédo:

v’ Caracterizacdo da microbiota deteriorativa e patogénica em refeicGes de Sashimi
adquiridas em restaurantes tradicionais japoneses no norte do pais;

v' Avaliacdo das praticas de preparacdo e conservacdo do pescado cru e dos
conhecimentos sobre o sistema HACCP através da realizacdo de inquéritos aos

responsaveis dos estabelecimentos.

Com esta abordagem pretendeu-se tirar ilagdes sobre a qualidade e seguranca microbioldgica
do pescado cru, para que seja possivel em trabalhos posteriores definir eventuais intervencoes
estratégicas no sentido de salvaguardar a qualidade e seguranca do produto, apenas possivel

conhecendo 0 seu contexto microbiologico.
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11.2. Material e métodos

11.2.1.Amostragem

As amostras do produto em estudo foram obtidas diretamente em restaurantes japoneses da
regido norte, pertencentes aos distritos de Braga, Porto, Vila Real e Aveiro. Os restaurantes

usados na recolha de amostras foram classificados em dois tipos de estabelecimento:

v" 1 - Restaurantes de especialidade

v 2- Restaurantes de ndo especialidade

As refeigdes colhidas foram predominantemente salmao e atum, excepto quando ndo havia ou
a guantidade ndo era suficiente, nesse caso recolheu-se diferentes espécies tais como robalo,
rodovalho, dourada, peixe manteiga e vieira. Foram analisadas lascas de pescado cru pronto a
consumir, analisando-se duas a trés amostras por restaurante. As datas de colheita
pretenderam abranger a época de Outono e Inverno, de Outubro a Fevereiro, com o objectivo
das caracteristicas do produto ndo se alterarem com a temperatura. A realizacdo dos
questionarios para avaliacdo de conhecimentos e praticas de funcionarios deste tipo de
restaurantes foi realizada via telefone, excepto quando ndo era possivel e ai 0s questionarios

eram feitos no local do estabelecimento.

11.2.2. Determinacdes efetuadas

No total foram realizadas determina¢cdes microbioldgicas e fisico-quimicas de 61 (sessenta e

uma amostras) refeicdes de Sashimi obtidas em 23 restaurantes em sistema de take-away.

As determinagdes microbioldgicas englobaram a quantificacdo e/ou pesquisa de

microrganismos patogénicos e deteriorativos.

v Os grupos microbianos quantificados foram:
v Microrganismos mesdfilos totais
v Microrganismos psicotréficos
v Enterobacteriaceae
v

Bactérias do acido lactico
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v Fungos

v" Os microrganismos patogénicos quantificados e/ou pesquisados foram:
v" Clostridium perfringens

Clostridium spp.

Staphylococcus aureus

Salmonella spp.

Listeria spp.

Escherichia coli

Bacillus cereus

Shewanella putrefaciens

Photobacterium phosphoreum

NS NE N N N ENEAN

Vibrio spp.
As determinacdes fisico-quimicas efetuadas foram as seguintes:

\/pH

v" Azoto base volatil total

11.2.3. Determinacgdes fisico-quimicas
11.2.3.1. pH e ABVT

O pH foi determinado com um medidor de pH crison modelo micropH 2002, em 3 porta
amostras, dois com 5g de amostra e um com 25g, para confirmacdo bioquimica e ABVT

respectivamente.

A determinacdo do ABVT foi realizada pelo método de microdifusdo de Conway, de acordo
com a Norma Portuguesa 2930 de 1985. A técnica consistiu na pesagem de 25 g de amostra e
homogeneizou-se com 50ml de TCA (Acido Tricloroacético) a 10%, durante 1 minuto, num
homogeneizador Polytron PT-MR 3000 (Kinematica AG), e filtrou-se por papel de filtro
Whatman n.° 1. Para o lado direito de placa de Conway mediu-se 1 ml de agua destilada e 1
ml de extrato. Para a coroa central das células de Conway, mediu-se 1 ml de uma solucdo de
acido bdrico a 1%, e para o lado esquerdo da célula mediu-se 1ml de carbonato de potassio.
As células foram cobertas com uma placa de vidro e incubadas numa estufa a 40°C durante 90

minutos. Apos o tempo de incubac&o titulou-se o acido borico com é&cido cloridrico a 0,02N
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até ao primeiro mudar de cor para rosa, fez-se também um ensaio em branco com agua e um

com sulfato de aménio a 0,1% para determinacdo do coeficiente de difuséo.

11.2.4. Determinacdes microbiologicas

11.2.4.1. Preparacdo da amostra

Procedeu-se a colheita e pesagem asséptica de 10 g de amostra, a qual foi diluida numa
solucéo de 90 ml de NaCl (0,9 %). A amostra foi homogeneizada num “stomacher” durante
30 segundos e foram realizadas diluigdes decimais sucessivas em 9 ml da mesma solugéo. As
diluicbes efetuadas foram utilizadas na contagem de microrganismos mesofilos totais;
psicotroficos; Enterobacteriaceae; BAL; Pseudomonas spp.; Shewanella putrefaciens;
Photobacterium phosphoreum; Coliformes totais; Staphylococcus aureus; E. coli;

Clostridium spp.; Clostridium perfringens; Bacillus cereus; bolores e leveduras.

Os resultados foram expressos em ufc por grama de produto, calculados de acordo com as

normas.

Efectuou-se a colheita e pesagem asséptica de 3 aliquotas de 25 g de amostra para pesquisa de

Salmonella spp., Listeria spp., e Vibrio spp.

O procedimento realizado para cada microrganismo € descrito de seguida.

11.2.5. Microrganismos quantificados

11.2.5.1. Microrganismos mesdfilos totais e psicotroficos

A contagem de microrganismos mesofilos totais e psicotréficos foi feita por incorporacao de
1 ml da solugdo mae e das respetivas diluicbes em meio de cultura seletivo PCA (Plate Count
Agar) (Oxoid CM325). Ap6s incubacgdo a 30°C durante 72h para 0os microrganismos mesofilos

(ISO 4833 de 1991) e 6,5 + 0,5°C durante 10 dias para 0s microrganismos psicotroficos
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(Norma Portuguesa 2307 de 1987), foram contadas as colonias e 0s resultados expressos em
unidades formadoras de coldnias por grama de produto (ufc/g).

11.2.5.2. Enterobacteriaceae

A contagem de Enterobacteriaceae foi feita pela técnica de contagem de col6nias em meio
VRBG agar (Violet Red Bile Glucose) (Biokar 011HA), por incorporacdo, em dupla camada,
de 1 ml da solucdo maée e das respectivas diluicdes. As placas foram incubadas a 35-37°C
durante 24 + 2h. Foi efectuada a contagem de coldnias tipicas (de cor rosa a vermelho, com
ou sem halos de precipitacdo, ou colonias mucoides sem cor definida) das quais foi feita a
confirmacéo bioquimica de 5 coldnias tipicas por placa contavel. Foram repicadas para agar
nutritivo e incubadas a 30°C durante 24h, sendo posteriormente sujeitas a confirmacgéo
bioguimica pela prova da oxidase (negativa) e capacidade de fermentagdo da glucose em meio
Glucose Agar (Anexo A.l.). Apds contagem das colonias, e, em funcdo dos testes de
confirmacdo bioquimica, os resultados foram expressos em unidades formadoras de colonias

por grama de produto (ufc/g) de acordo com a Norma 1SO 5552 de 1997.

11.2.5.3. Bactérias do Acido Latico

A contagem de BAL foi feita por incorporacdo de 1 ml da solucdo mée e das respetivas
diluices em meio de cultura seletivo MRS agar (Man Rogosa Sharpe) (Oxoid CM361) por
dupla camada. Apés incubacdo a 30°C durante 72 = 3h, foram contadas as colonias e 0s
resultados expressos em unidades formadoras de coldnias por grama de produto (ufc/g)
segundo a Norma de francesa V 04-503 de 1988.

11.2.5.4. Pseudomonas spp.

A contagem de Pseudomonas foi feita por incorporagdo de 1 ml de solucdo mdae e das
respetivas diluicbes em meio de cultura seletivo CFC (Cetrimide, Fucidin, Cephaloridine)
(Biokar BK 118HA). Apos incubagdo a 30°C durante 48h contaram-se as colonias tipicas e
repicaram-se 5 para agar nutritivo e incubadas a 30°C durante 24h sendo depois sujeitas a
confirmacdo bioguimica pela prova de oxidase (positiva) em que a coloracdo de roxo fica
mais intensificada e pela multiplicacdo em aerobiose em meio Kligler Iron Agar (Oxoid

CMO0033). Apds contagem das colonias, e, em funcdo dos testes de confirmagdo bioquimica,
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os resultados foram expressos em unidades formadoras de coldnias por grama de produto
(ufc/g) conforme a Norma Francesa VV04- 504 de 1998.

11.2.5.5. Shewanella putrefaciens

A contagem de Shewanella putrefaciens foi efetuada em Lyngby Iron agar (Anexo A.2) por
Corbo. M.R., et al (2008) incorporacao de 1ml de cada diluicdo decimal. Apds incubacéo a
25°C durante 72h. Foi feita a confirmagdo bioquimica de 5 coldnias tipicas. A confirmacdo
bioquimica dos isolados selecionados foi efetuada por pesquisa da enzima oxidase e
congelacdo em BHI. Apds contagem das colonias, e, em funcdo dos testes de confirmacéo
bioquimica, os resultados foram expressos em unidades formadoras de col6nias por grama de

produto (ufc/g).
11.2.5.6. Photobacterium phosphoreum

A contagem de Photobacterium phosphoreum foi efetuada em Lyngby Iron agar (Anexo A.2)
segundo Corbo. M.R., et al (2008) por incorporacdo de 1ml de cada diluicdo decimal. Apds
incubacdo a 7°C durante 7 dias, foram contadas as colonias por luminescéncia em quarto
escuro, os resultados foram expressos em unidades formadoras de colénias por grama de

produto (ufc/g).
11.2.5.7. Coliformes totais

A contagem de Coliformes totais foi feita por sementeira em incorporagdo de 1 ml da solugéo
mée e das respetivas diluicbes em meio de cultura VRBL agar (Violet Red Bile Lactose)
(LiofilChem Ref 610058). Apos incubacdo a 30°C durante 24h, foram contadas as coldnias
tipicas de coloracdo purpura e os resultados expressos em unidades formadoras de col6nias

por grama de produto (ufc/g) de acordo com a Norma Portuguesa 3788 de 1990.

11.2.5.8. Bolores e Leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi feita por superficie de 0,1 ml da solucdo mée e das
respetivas diluicbes em meio de cultura seletivo CGA (Chloramphenicol Glucose Agar)
(Biokar BKOO7HA). Apds incubagéo a 25°C durante 3 a 5 dias, foram contadas as coldnias de
bolores e leveduras e o0s resultados expressos em unidades formadoras de coldnias por grama
de produto (ufc/g) de acordo com a 1ISO 13681 de 1995.
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11.2.6. Microrganismos patogénicos quantificados e/ou pesquisados

11.2.6.1. Pesquisa e contagem de Clostridium perfringens

A contagem de Clostridium perfringens foi efetuada por sementeira de 1 ml da solugdo mae e
das respetivas diluicdes em meio de cultura seletiva de TSC (Tryptose Sulfite Cycloserine
Agar) (Merck 11972), com adicdo do aditivo D-Cyclocerina, por incorporacdo, em dupla
camada. As placas semeadas foram incubadas em condigdes de anaerobiose durante 20h a 35-
37°C. Foram contadas as colonias (coldnias negras) e feita a confirmacdo bioquimica de 5
colonias de cada placa contavel por repicagem por picada central em meio de cultura de
nitrato-mobilidade incubadas a 37°C durante 18 a 24h. Ap6s examinar o tipo de crescimento
ao longo da sementeira, adicionou-se a cada tubo 2 gotas de cada um dos reagentes Nit 1
(&cido sulfanilico+acido acético) e Nit2 (N-N-dimetil-a-naftilamina+acido acético), para
pesquisa de Nitratos. Em meio de cultura lactosado com gelatina, incubado a 37 °C por 24
horas, observou-se a formacdo de gads e o aparecimento de uma coloracdo amarela. Em
seguida arrefeceram-se os tubos a 5°C durante 1 hora e verificou-se a liquefacdo da gelatina.
Em funcdo da confirmacdo bioquimica, os resultados foram expressos em unidades

formadoras de coldnias por grama de produto (ufc/g).

11.2.6.2. Pesquisa de Clostridium spp.

A pesquisa de Clostridium spp foi efetuada em meio de VL (S) e VL (2X) (Viande Levure)
(Anexo A 3), com adicdo de Sulfito de Sédio e de Ferro Amoniacal, por incorporacdo de 1mi
e de 10ml respetivamente de cada diluicdo decimal. Os tubos foram aquecidos durante 80°C
durante 10 minutos seguido de arrefecimento rapido e incubados a 37°C durante 1 a 5 dias.
Foi confirmada a presenca através do enegrecimento do meio (Norma Portuguesa 2262 de
1986).

11.2.6.3. Pesquisa e contagem de Staphylococcus aureus

A contagem de Staphylococcus aureus foi efetuada por sementeira em superficie de 0,1 ml da

solugdo mée e das respetivas diluicbes em meio BP (Baird Parker) (Biolab BPA20500)
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enriquecido com solucdo de gema de ovo, telurito (Difco 277910) e solucdo de sulfametazina
(Anexo A.4.), numa concentracdo no meio completo de 5% e 2,5% respetivamente. Incubou-
se a 37°C durante 48h. As colonias caracteristicas (negras, convexas, brilhantes de diametro
compreendido entre 5,0 e 2mm, rodeadas de um precipitado branco e de um halo
transparente) foram posteriormente contadas. De cada placa contavel foram repicadas cinco
coldnias tipicas, repicadas para meio BHI (Oxoid CM1135), e apds incubagdo a 37°C durante
24h, foram confirmadas quanto a morfologia, coloracdo de Gram e producdo de coagulase
utilizando plasma de coelho (BBL 240658).

Dada a possibilidade de existirem amostras nas quais ndo fosse possivel fazer a contagem de
colonias apos diluicdo, foi efetuada a pesquisa de Staphylococcus aureus em 1 g de amostra
recorrendo a procedimento de pré-enriquecimento de 10ml da solu¢cdo mée em 10 ml de meio
de Chapman concentracdo dupla (Anexo A.5.). Apés incubacdo a 37°C durante 48h, os
procedimentos de isolamento foram efetuados por sementeira por esgotamento, em placas de
BP (Baird Parker).

Os resultados calculados a partir da contagem de coldnias efetuada e percentagem de colonias
coagulase positiva, foram expressos em unidades formadoras de colonias por grama de
produto (ufc/g) (Norma Portuguesa 4400-1 de 1992).

11.2.6.4. Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi efetuada através da colheita e pesagem asséptica de 25g de
amostra para 225 ml de APT (4gua peptonada tamponada) (Biokar BHO18HA ) como um pré-
enriquecimento, incubada a 37°C durante 16 a 24h. A sementeira para o enriquecimento foi
realizado pela transferéncia de 0,1 ml da amostra de pré-enriquecimento em 10 ml de caldo
Muller Kauffmann tetrathionate-novobiocin broth (MKT) (LiofilChem 610035) e para caldo
Rappaport Vassiliadis Broth with soya (RVS) (Oxoid CM669) incubados a 37 + 1°C e 41,5 +
1°C respetivamente, durante 24h. Posteriormente e apds terem passado as 24h de incubagéo
foram isoladas com ansas estéreis as anteriores culturas por sementeira em dois meios
seletivos, xylose lysine deoxycholate agar (XLD) (LiofilChem 610060) e Hektoen Enteric
Agar (HKT) (LiofilChem 610021), para desta forma obter colonias isoladas incubadas
durante 24h a 37°C. Procedeu-se a contagem de coldnias tipicas de Salmonella spp. crescidas

em XLD e HKT (coldnias vermelhas com um centro preto devido a mudanca de cor do
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indicador). Para confirmacéo bioquimica, foram repicadas 5 colonias isoladas caracteristicas
em Agar Nutritivo, e incubagdo a 37°C durante 24 horas, as quais foram posteriormente
repicadas por picada central em TSI agar (Oxoid CM6277) e Ureia.

O caldo ureia foi a incubar a 35°C durante 48 horas. O meio possui coloragcdo vermelho-
alaranjado clara. Para um resultado negativo, obtém-se uma mudanca de cor para meio

amarelado.

O meio TSI foi a incubar a 37 £ 1°C por 24 + 3 horas. As culturas tipicas de Salmonella
apresentaram a cunha alcalina (vermelha) e o fundo acido (amarelo) com formacéo de gas e,
em cerca de 90% formacdo de H,S (escurecimento do agar). Esta determinacdo foi efetuada
de acordo com a ISO 6579 de 2002.

11.2.6.5. Pesquisa e contagem de Listeria spp.

A pesquisa de Listeria spp. foi efetuada através de pré-enriquecimento de 25g de amostra do
alimento em 225 ml de UVM I (“University of Vermont Medium”, modificado) (LiofilChem
610031), incubado a 30°C durante 24h, sendo o procedimento de enriquecimento efetuado
apos se pipetar 0,1 ml para 10 ml de UVM Il (LiofilChem 610045) incubado a 30°C durante
24h. Ap0s incubacdo fez-se a contagem e repicaram-se para placas de Oxford (Biokar
BK110HA) durante 24h a 30°C. Apos incubacdo em Oxford, repicaram-se 5 coldnias tipicas
(rodeadas por um halo negro e centro negro em depressao, com um diametro de 2 mm) com
uma ansa para placas de TSA-YE (Anexo0.A.12.), incubadas a 37°C durante 24 horas. Fez-se
incidir, nas placas de TSA-YE, uma luz transmitida obliquamente, a 45°C — Método de
transiluminacdo de Henry e consideraram-se suspeitas de Listeria spp. todas as placas cujas
colbnias apresentaram uma tonalidade azul-esverdeada. Nestas procedeu-se a coloracdo de

Gram, a pesquisa de catalase e oxidase, e a preparacgdo a fresco.

Consideraram-se todas as colénias Gram positivas, catalase positivas, oxidase negativas, e
que exibam mobilidade em “cambalhota”. Repicaram-se para BHI e incubaram-se a 37 °C

durante 24 horas.

Para confirmacdo bioquimica realizaram-se testes de caldo de agtcares, mobilidade em meio

semissolido e pesquisa de hemolisinas.
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Para os testes de fermentagdo dos agucares foi efetuada sementeira a partir do crescimento em
BHI (Oxoid CM1135), nos dois caldos para utilizagcdo de hidratos de carbono, contendo 0,5%
de L-ramenose e D-xilose respetivamente e incubacdo durante 24 a 48h a 37°C. Consideram-
se positivos 0s tubos em que ocorreu uma viragem da cor do meio de purpura para amarelo.

Os resultados para Listeria devem ser Ramenose (+) e Xilose (-).

A pesquisa de hemolisinas foi realizada através de sementeira por esgotamento a partir do
crescimento em BHI (Oxoid CM1135), em placa de gelose de sangue adicionada de 7% de
sangue de carneiro desfibrilhado e estéril e realizada a incubacéo a 37°C durante 24 a 48
horas. Observaram-se zonas de [B-hemolise. A positividade da reacdo traduz-se pela
visualizacdo de um fluido homogéneo, opaco com coloracdo vermelho-castanho, resultante da
hemdlise dos eritrdcitos.

Esta determinacéo foi efetuada de acordo com a 1SO 11290-1 de 1998.

11.2.6.6. Isolamento e Contagem de Escherichia coli

A contagem de Escherichia coli foi feita por incorporacdo de 1 ml da solugdo mée e das
respetivas diluicbes em meio de cultura seletivo TBX (Tryptone Bile Glucuronic Agar)
(Biokar BK146HA). Apos incubacdo a 41,5°C durante 18 a 24h, foram contadas as col6nias
caracteristicas que apresentam uma coloracdo azul ou verde-azulada, os resultados expressos

em unidades formadoras de col6nias por grama de produto (ufc/g) (ISO 16649-2 de 2001).

11.2.6.7. Pesquisa de Bacillus cereus

A contagem de Bacillus cereus foi efetuada em meio Manitol Egg Yolk Polimixina agar
(MYP) (LiofilChem 610114) ou (Anexo A.6) por sementeira em superficie de 0,1ml de cada
diluicdo decimal. Apds incubagdo a 30°C durante 24h. Nas amostras onde se observaram
colonias tipicas, coldnias de coloracdo rosa com um precipitado & volta foram repicadas 5
colobnias suspeitas por placa e transferidas para Agar Nutritivo (Merck 105450) durante 24h e
depois para BHI (Oxoid CM1135) para posterior confirmagdo bioquimica através de placas
em meio Columbia com 5% Sangue de carneiro onde se verifica hemdlise a volta das colonias
que sdo caracteristicas. Os resultados expressos em unidades formadoras de colonias por
grama de produto (ufc/g) (ISO 7932 de 2004).
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11.2.6.8. Pesquisa e Contagem de Vibrio spp.

A pesquisa de Vibrio spp. foi efetuada atraves da metodologia do Laboratorio do Exército
Portugués com base na ISO 21872-1 de 2007. Foi preparado o meio de pré-enriquecimento
em ASPW (Anexo A.7.), incubado a 37°C durante 24h. Posteriormente foram isoladas por
sementeira em superficie em placas de TCBS (LiofilChem 611010.) e TSAT (Anexo.8.)
durante 24h a 37°C. As coldnias suspeitas apresentam uma coloracdo verde e/ou amarela e
vermelha respetivamente. Foram repicadas 5 colonias caracteristicas de cada placa para
confirmacdo bioquimica através da pesquisa da enzima oxidase, TSI salino (Anexo.9.),
mobilidade e Gram. Para contagem e antes dos meios de pré-enriquecimento serem
incubados, efetua-se a sementeira por superficie de 0,2ml em placas de TCBS que foram
colocadas a 37°C durante 24h. Apos contagem foram isoladas 5 coldnias caracteristicas para
confirmacgdo bioquimica em Agar Nutritivo Salino (Anexo.A.10.). Foi feito um teste
bioquimico em O/F Medium (Anexo.A.11.) e s6 aos positivos se fez o teste APi 20E. Os

resultados expressos em unidades formadoras de colonias por grama de produto (ufc/g).

11.2.7. Inquéritos

A recolha de dados foi realizada ao longo do més de Maio de 2013, através da realizacdo de
um questionario para avaliacdo de conhecimentos, forma de preparacao de pratos tradicionais

japoneses e sobre boas praticas nos 23 (vinte e trés) restaurantes em estudo.

Os questionarios de recolha de informacBes foram aplicados em visitas aos restaurantes ou

através de telefonema durante o periodo laboral e consta em anexo (Anexo B.1.).

O questionario elaborado é composto por VIII grupos, que incluem questdes gerais referentes
aos aspectos sociodemograficos (idade e formacao profissional), e questbes relacionadas com
as boas praticas de higiene, tipos de pratos preparados, tempo de descongelagdo médio,

vantagens e desvantagens da utilizacdo de pescado fresco e por fim o sistema HACCP.

O tipo de respostas apresentadas foi: sim, ndo, nomes de pratos, valores especificos,
expressoes e ndo sei/ndo respondo, esta ultima foi introduzida no questionario para reduzir o
numero de respostas dadas ao acaso para que estas ndo possam ser consideradas como

corretas. Existem ainda respostas de escolha multipla facilitando a resposta.

As respostas foram expressas em percentagens.
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11.2.8. Analise de dados

Os dados recolhidos, apos codificacdo e informatizacéo foram analisados no programa SPSS®
Statistics versdo 20.0.0, para Microsoft Windows®.

Na avaliacdo das diferentes espécies de pescado, empregou-se uma estatistica descritiva com
média e desvio padréo, relativamente aos seus teores microbioldgicos. Também se realizou o
teste de correlacdo de Pearson para as diferentes varidveis em estudo. Considerou-se efeito
ndo significativo (ns) quando p>0,05; efeito significativo para p<0,05; efeito muito

significativo para p<0,01 e efeito altamente significativo para p<0,001.

Para o tratamento estatistico dos inquéritos foi realizado inicialmente a analise descritiva com

a recolha de informacdo univariada para cada questao.
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I11. Resultados e discussao

Apresentam-se de seguida os resultados das analises fisico-quimicas e microbioldgicas
realizadas neste estudo e ainda os resultados obtidos nos inquéritos.

I11.1. pHe ABVT

Segundo Huss (1997), o azoto nos alimentos encontra-se principalmente na forma de
proteinas, as quais por acdo das enzimas do proprio alimento ou de microrganismos sao
hidrolisadas, originando compostos sucessivamente mais simples: proteinas, polipéptidos,
péptidos e por fim aminoacidos. Este autor refere ainda que da decomposicao anaerobica das
proteinas e de compostos resultantes da sua hidrolise, os produtos finais podem ser
completamente oxidados, dando origem a compostos com aromas desagradaveis tais como o
sulfureto de hidrogénio, amoénia, aminas (histidina, tiramina, piperidina, putrescina e a
cadaverina) e indol, sendo estes compostos caracteristicos da decomposicio do alimento. E,
desta forma, o conjunto do amoniaco e das aminas volateis que é doseado na determinacédo do

ABVT, sendo este um indice de frescura dos alimentos (Huss, 1997).

Os valores médios de pH e ABVT obtidos para as oito variedades de pescado analisados séo

mostrados na tabela 3.

Tabela 3 : Valores de pH e ABVT (média + desvio padréo), de acordo com o tipo de pescado.

pH ABVT

N Média +Dp Média +*Dp
Salméo 27 6,08 0,17 18,24 521
Atum 14 5,86 0,22 16,97 3,83
Robalo 10 6,10 0,30 15,86 2,99
Rodovalho 1 5,72 - 14,73 -
Dourada 2 5,79 0,10 9,57 5,81
Peixe manteiga 5 5,86 0,17 12,10 1,10
Vieira 1 6,18 - 14,41 -
Pregado 1 6,28 - 17,22 -
M édia Final - 5,98 0,19 14,89 18,94

Pela analise da tabela 3 pode verificar-se que o valor de pH independentemente do tipo de

pescado ndo sofre grandes variagdes, ndo se tendo observado diferencas significativas nos
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valores médios entre espécies. Os valores de pH das amostras de pescado cru variam na faixa

de 5,72-6,28, demonstrando um caracter mais acido das mesmas.

Segundo um estudo realizado por Conde (1975), o pH do pescado fresco varia entre 6,6 € 6,8
e a medida que esse se deteriora os valores de pH aumentam e podem atingir 7,2. Também

Oehlenschlager e Sorensen (1997) referem que o pH de um peixe fresco € inferiora 7.

Desta forma, podemos concluir que os valores médios de pH das amostras analisadas
encontravam-se muito abaixo dos limites maximos considerados aceitaveis para peixe fresco,

logo dando indicacdo de um bom estado de frescura.

Relativamente ao ABVT, como mencionado no Regulamento (CE) n° 2074/2005 da
Comissdo de 5 de Dezembro de 2005 e segundo Baixas-Nogueras et al. (2002), o valor a
partir do qual se consideraria que as amostras das espécies estudadas estariam impréprias para

consumo é de 35 mgN/100g.

Através da andlise da tabela 4, pode verificar-se que os valores médios de ABVT de todas as
amostras dos diferentes tipos de pescado analisadas encontram-se abaixo do limite permitido
por lei, variando numa faixa de 9,57 a 18,24, demonstrando um caracter de frescura das

amostras, logo aptas para consumo de acordo com este indice.

Em Portugal, foi realizado um estudo por Fontes et al. (2007) que analisaram vinte e trés
amostras de pescado fresco imediatamente apds a aquisicdo, sendo que, entre outras analises,
determinaram o teor de ABVT. Nesse estudo foram obtidos valores de ABVT, com um teor
médio de 27,36 mgN/100g, maximo de 33,77 mgN/100g e minimo de 11,92 mgN/100g.
Através dos dados apresentados na tabela 3, observa-se que os valores obtidos para o teor de
ABVT para as amostras analisadas no nosso estudo estdo dentro dos valores determinados por
Fontes et al. (2007), sendo contudo inferiores em media. Os valores Detetados pelos autores
nas amostras estudadas também apresentaram valores inferiores ao limite considerado pela

legislacéo.
I11.2. Avaliacdo Microbiologica

Por forma a avaliarmos a qualidade higiénica das refeices de Sashimi fornecidas nos
restaurantes tradicionais japoneses foram usados os valores guia estabelecidos por Santos et

al. (2005) e por Gilbert et al. (2000). Na tabela 4 apresentam-se os valores guia para a
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avaliacdo microbioldgica de amostras de Sashimi em diferentes categorias, de acordo com 0s

teores de microrganismos.

Tabela 4 : Valores guia para a avaliacdo microbioldgica de amostras de Sashimi.

Classificagdo
Satisfatdrio Aceitaval Insatisfatorio Inaceitawel Fonte

INDICADORES

Mesdfilos <3log >3loga<Slog >5log N/A a
Psicotroficos <3log >3loga<Slog >51log N/A a
Enterobacteriaaceae <2log > 2loga<4log >4log N/A b
Bolores <log >loga<2log >2log Caso a caso a
Lewveduras <2log >2loga<4log >4log N/A a
Coliformes Totais <log >loga<3log >3log N/A a
PATOGENICOS

Staphylococcus aureus <2log N/A >2loga<4log >41og a
Listeria spp. <2log N/A >2log N/A a
Bacillus cereus >2log >2loga<3log >3loga<5log >5log a
Echerichia coli <log N/A >log N/A a
Salmonella spp. Ausente em25 gramas Ausente em 25 gramas a
Clostridium perfringens <log >loga<3log >3loga<4log >4log a

@ - Santos et al. (2005)
b - Gilbert et al. (2000)
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I111.2.1. Microbiota deteriorativa

Os valores das contagens (média e desvio padrdo) obtidas para a microbiota deteriorativa quantificada (Mesofilos, Psicotréficos,
Enterobacteriaceae, BAL, Pseudomonas spp., Shewanella putrefaciens, Coliformes totais, Bolores e Leveduras) encontram-se descritos na

tabela 5 de acordo com o tipo de pescado analisado (Salmdo, Atum, Robalo, Rodovalho, Dourada, Peixe manteiga, Vieira e Pregado).

Tabela 5 : Valores de Média e Desvio Padrao para a Microbiota Deteriorativa, expressos em log (ufc/g), de acordo com o tipo de Pescado.

- . - . Shewanella . .
Mesdfilos Psicotréficos ~ Enterobacteriaceae BAL Pseudomonas spp. putrefaciens Coliformes totais Bolores Leweduras

N Média +Dp Média +Dp Média +Dp Média +Dp Média +Dp Média +Dp Média +Dp Média +Dp Média +Dp

Salmao 27 521 1,19 4,90 0,86 3,39 154 4,86 1,06 313 1,93 1,23 1,40 4,73 1,05 1,57 1,26 3,29 131
Atum 14 511 1,19 5,07 0,93 3,25 1,90 4,85 1,32 2,83 2,29 1,26 141 4,82 1,05 1,55 141 3,65 0,89
Robalo 10 4,85 1,12 4,94 143 3,33 1,64 4,64 1,00 3,10 1,67 1,89 1,65 4,78 142 131 1,48 3,71 0,85
Rodovalho 1 4,92 - 4,02 - 3,03 - 4,23 - 2,96 - ND - 4,01 - ND - 3,83 -
Dourada 2 4,74 0,14 5,79 0,18 3,44 117 4,89 0,18 3,09 2,01 2,11 2,11 4,52 1,02 1,00 1,00 3,52 0,38
Peixe manteiga 5 516 0,69 4,99 0,97 2,44 124 4,85 0,74 3,16 175 1,57 0,90 4,27 0,49 0,83 1,18 3,39 0,27
Vieira 1 4,73 - 514 - 4,27 - 421 - ND - 4,03 - 4,73 - 3,32 - 3,57

Pregado 1 5,68 - 5,63 - 3,03 - 6,06 - 4,88 - 2,28 - 3,93 - ND - 3,72

Média Final - 5,05 0,87 5,06 0,87 3,27 1,50 4,82 0,86 3,31 1,93 2,05 1,49 4,47 1,01 1,60 1,26 3,58 0,74

ND - Nao Detetado

Na contagem dos microrganismos mesoéfilos obteve-se um valor médio de 5,05 log (ufc/g), atingindo um valor méximo nas espécies Pregado,
Salméo, Peixe Manteiga e Atum, sendo respectivamente 5,68 log (ufc/g), 5,21 log (ufc/g), 5,16 log (ufc/g) e 5,11 log (ufc/g). No entanto, no caso

do Pregado, a espécie com o teor mais alto de mesofilos com 5,68 log (ufc/g), este valor é referente a apenas um exemplar da espécie.

46



Capitulo I11: Resultados e Discussao

Segundo Franco e Landgraf (2005), a quantificacdo de microrganismos mesofilos visa
verificar a contaminacéo geral de um alimento e tem sido usada como indicador da qualidade

higiénica dos alimentos, fornecendo também informacé&o sobre o seu tempo de vida util.

Relativamente aos valores obtidos, estes apresentaram-se coerentes com os valores esperados,
segundo alguns estudos realizados por outros autores. Batista et al. (2001) registou contagens
totais de meséfilos entre 8,9x10° e 3,5x10 ufc/g, em 515 exemplares de carapau. Os autores
pretendiam, entre outros estudos, verificar a existéncia de uma relagdo entre o grau de
frescura atribuido a um determinado produto da pesca e a contagem total de mesofilos,
contudo esta ndo foi conseguida. Segundo 0s mesmos autores, apenas as contagens totais
superiores a 7 log (ufc/g) sdo consideradas acima do valor maximo admissivel para pescado
fresco de acordo com a International Commission on Microbiological Specifications for
Foods (ICMSF, 1998). Segundo esta referéncia todos os exemplares estudados apresentaram

valores admissiveis para a contagem de mesofilos totais.

Agnese et al. (2001), por exemplo, relata que valores de microrganismos meséfilos superiores
a 6 log (ufc/g) no masculo de peixe sdo considerados criticos em relacdo ao grau de frescura.
No entanto, Lira et al. (2001) observou que alguns pescados que apresentaram contagens
superiores a 6 log (ufc/g) ndo apresentavam alteragBes nas suas caracteristicas sensoriais,
enguanto outros com teores inferiores, foram considerados inaceitaveis em termos sensoriais.
Segundo Valle et al. (2000) a presenca de mesofilos pode ser demonstrativa de indicios de
mas condicBes de armazenamento e ma higiene na manipulagdo do pescado nas etapas

compreendidas entre a captura e a exposicao a venda.

Na contagem dos Psicotroficos o valor médio de contagens atinge 5,06 log (ufc/g), sendo que
os valores médios mais elevados estdo relacionados com as espécies Dourada, Pregado,
Vieira, Atum e Peixe Manteiga, 0 mesmo acontece neste caso em relacdo a Vieira e ao
Pregado, como foi apenas colhido para amostra um exemplar de cada, estes ndo apresentam

valores tdo representativos como as restantes espécies estudadas com 2 ou mais exemplares.

Num trabalho realizado por McCoy et al. (2010) em filetes de peixe-gato foram detetados
teores de psicotroficos compreendidos entre 3,0 log (ufc/g) e 6,5 log (ufc/g). Comparando
estes valores com os obtidos no presente trabalho, observa-se que os valores estdo proximos
dos encontrados por este autor. No entanto, segundo os valores guia de referéncia para

alimentos prontos a comer elaborados por Santos et al. (2005), o limite maximo aceitavel para
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mesdfilos e para psicotroficos é 5 log (ufc/g), assim sendo no caso dos meséfilos foram
observados quatro casos em que esses limites foram ligeiramente ultrapassados, sdo eles o
Salméo com contagens de 5,21 log (ufc/g), o Atum com 5,11 log (ufc/g), o Peixe-Manteiga
com valores de contagens de 5,16 log (ufc/g) e o Pregado com um valor de 5,68 log (ufc/g).
Para os psicotroficos foram observados também quatro casos em que os limites méaximos
foram ultrapassados, foram eles o Atum com contagens de 5,07 log (ufc/g), a Dourada com
5,79 log (ufc/g), a Vieira com valores de contagens de 5,14 log (ufc/g) e o Pregado com
contagens de 5,63 log (ufc/g). Todos estes valores de mesdéfilos e de psicotréficos sdao nao
satisfatorios, ainda que na maioria dos casos estejam perto do valor limite de 5 log (ufc/g).
Em média, os valores das 61 refeicdes de Sashimi analisadas estdo dentro dos limites

aceitaveis.

As contagens de Enterobacteriaceae apresentam um valor médio de 3,27 log (ufc/g), nédo
existindo um valor médio de contagem que se destaque dos outros por ser elevado, pelo
contrario existe o valor médio de 2,44 log (ufc/g) para o Peixe Manteiga que se destaca por

Ser 0 menor neste grupo de microrganismos.

Tendo por base as normas para a qualidade microbioldgica dos alimentos prontos a comer de
Gilbert et al. (2000), é possivel verificar que as contagens microbianas de
Enterobacteriaceae, na musculatura do pescado, devem ser inferiores a 2 log (ufc/g) aos O
dias de armazenamento, indicando uma qualidade satisfatéria para o consumo humano e boas
praticas de manuseamento. O pescado apresenta padrbes de qualidade ndo satisfatorios,
guando as contagens de Enterobacteriaceae sdo superiores ou iguais a 4 log (ufc/g), tendo
sido observado neste trabalho um caso com contagens de 4,27 log (ufc/g) correspondendo a
amostra de Vieira, sendo este o Unico valor de Enterobacteriaceae néo satisfatorio.

As contagens das Bactérias do Acido Léctico (BAL) apresentam um valor médio de 4,82 log
(ufc/g), o valor que se destaca é o determinado para o Pregado com 6,06 log (ufc/g), os

restantes valores encontram-se entre 4,21 log (ufc/g) e 4,89 log (ufc/g).

As contagens de Pseudomonas spp. aportam um valor médio de 3,31 log (ufc/g), atingindo o
valor mais elevado no Pregado e 0 mais baixo no Atum, sendo os valores 4,88 log (ufc/g) e
2,83 log (ufc/g) respetivamente. Na contagem de Shewanella putrefaciens obteve-se um valor

médio de 2,05 log (ufc/g), existindo um Unico valor que se destaca por ser elevado,

48



Capitulo I11: Resultados e Discussao

relacionado com a espécie de pescado Vieira com um valor médio de contagem de 4,03 log
(ufc/g).

Segundo Gram e Dalgaard (2002), em condicOes aerdbias Pseudomonas spp. sdo 0s
microrganismos mais importantes na deterioracdo do pescado, enquanto que em condi¢fes
com menos oxigénio os teores de Shewanella putrefaciens e de Photobacterium phosphoreum
aumentam. Gram e Dalgaard. (2002) detetou entre niveis de 6 log (ufc/g) e 8 log (ufc/g) com
producdo de odores tipicos de deterioracdo em Bacalhau. Como é possivel verificar atraves da
tabela 5 os valores de Pseudomonas spp. e de Shewanella putrefaciens séo inferiores quando

comparados aos encontrados por Gram e Dalgaard (2002).

Na contagem de Coliformes totais apresenta-se um valor médio de 4,47 log (ufc/g). Para este
caso em especifico e independentemente da espécie de pescado em estudo ndo se obtém um
valor de destaque, estando todos entre 3,93 log (ufc/g) e 4,78 log (ufc/g), correspondendo as

espécies Pregado e Rodovalho respectivamente.

As contagens de coliformes totais s&o um bom indicador de higiene dos alimentos. No estudo
realizado por McCoy et al. (2010), o autor detetou valores de coliformes que variavam entre
0,8 log (ufc/g) e 3,2 log (ufc/g). Os valores obtidos neste trabalho estdo ligeiramente acima
dos encontrados por McCoy et al. (2010) e quando comparados com os valores guia
estabelecidos por Santos et al., (2005), encontram-se fora dos limites maximos estabelecidos,
podendo-se classificar as amostras como ndo satisfatdrias. Isto d4& uma indicagdo de uma
contaminacdo dos alimentos de natureza fecal, provavelmente provocada pelos

manipuladores.

As contagens de Bolores aportam para um valor médio de 1,60 log (ufc/g), sendo que o valor
médio de contagens mais elevado corresponde a Vieira com 3,32 log (ufc/g) e o mais baixo ao

Peixe Manteiga com 3,32 log (ufc/qg).

As contagens de Leveduras apresentam um valor médio de 3,58 log (ufc/g) e todos os valores

para qualquer espécie apresentam-se dentro do mesmo padrao.

A elevada detecdo de Bolores e Leveduras pode indicar-nos que houve uma inadequada
manipulacdo do pescado podendo ter havido falhas na evisceracdo e lavagem do mesmo e

também erradas temperaturas de refrigeracdo. Martins et al. (2002) realizou um estudo em
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Tilapia em que foram encontrados valores de Bolores e de Leveduras na ordem dos 5,2x10°
ufc/g.

Comparando os valores obtidos com os estabelecidos nos valores guia de referéncia de Santos
et al. (2005) foi observado neste trabalho um caso para os Bolores com contagens de 3,32 log
(ufc/g) para a Vieira que ultrapassa o limite maximo para aceitdvel. As contagens de
Leveduras encontram-se dentro dos pardmetros para a categoria de aceitavel, que esta
estabelecida entre 2 log (ufc/g) e 4 log (ufc/g).
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111.2.2. Microbiota patogénica pesquisada

Na tabela 6 encontra-se (em 0,1g ou 1g) o nimero de casos de detec¢do de microrganismos patogénicos pesquisados (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella spp., Bacillus cereus, Clostridium perfringens e Vibrio spp.) para cada tipo de pescado analisado (Salmé&o, Atum,

Robalo, Rodovalho, Dourada, Peixe manteiga, Vieira e Pregado).

Tabela 6 : Namero de casos, Presenca ou Auséncia da Microbiota Patogénica para cada tipo de Pescado.

Staphylococcus E. coli Salmonella spp. Listeria spp. Bacillus cereus Clostridium Vibrio Clostridium spp.

aureus perfringens
N 19 0,19 19 0,1g 19 0,19 19 0,19 19 0,1g 19 0,1g 1g 0,1g 19 0,19
Salméo 21 1 0 0 0 0 0 0 0 12 1 1 0 1 0 3 2
Atum 14 1 0 0 0 0 0 0 0 8 1 0 0 1 0 0 0
Robalo 100 1 0 0 0 0 0] 0 0 9 1 0 0 1 0 2 1
Rodovalho 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Dourada 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Peixe manteiga 5 1 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 1 0 0 0
Vieira 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Pregado 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 61 4 0 0 0 0 0 0 0 34 3 1 0 4 0 6 3
0 - Auséncia

Através da observacao da tabela 6, é possivel observar que na maioria dos casos 0s microrganismos so se detetaram quando se pesquisa em 1g de
amostra. Em 8 microrganismos pesquisados foram Detetados Staphylococcus aureus em 4 amostras, Bacillus cereus em 34, Vibrio spp. em 4,
Clostridium spp. em 6 e Clostridium perfringens em 1 amostra. Bacillus cereus (3 amostras) e Clostridium spp.(3 amostras) foram 0s Unicos
microrganismos Detetados em 0,1g de amostra. Pode observar-se que os microrganismos pesquisados foram detetados em vérias espécies

colhidas para amostra, com excecdo do Pregado, no qual ndo foi detetado qualquer um dos microrganismos
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pesquisados. As espécies em que se observaram uma maior contaminagdo foram o Salméo,

Atum e Robalo e em menor proporcéo o Rodovalho, Dourada, Peixe manteiga e Vieira

111.2.3. Microbiota patogénica quantificada

Os valores das contagens (médias e desvio padrdo) obtidas para a microbiota patogénica
quantificada (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp., Bacillus cereus,
Clostridium perfringens e Vibrio spp.) encontram-se descritos na tabela 7 de acordo com o
tipo de pescado analisado (Salmé&o, Atum, Robalo, Rodovalho, Dourada, Peixe manteiga,
Vieira e Pregado).

Tabela 7 : Valores de Média e de Desvio Padrao para a Microbiota Patogénica de acordo com o
tipo de Pescado.

Staphylococeus Clogtridium

AUreLs E. coli Salmonella spp. ~ Listeria spp. Bacillus cereus vetingens Vibrio

N Méda +Dp Média +Dp Média +Dp Média +Dp Meédia +Dp Média +Dp Média £Dp
Salméo 27099 116 ND - ND . ND - 041 092 ND - 004 019
Atum 411 118 ND - ND - 0,07 0,26 058 0% ND - 007 02
Rabalo 10 173 123 ND . ND - ND - 081 164 ND - 010 030
Rodovatho 1 ND - ND - ND - ND - ND - ND . ND
Dourada 2 ND - ND - ND - ND - 12 132 ND - ND
Peixe manteiga 5 066 078 ND - ND . ND - 03 071 ND - 020 040
Vieira 133 - ND - ND . ND . ND - ND . ND
Pregado 1 3u . ND . ND . ND . ND - ND . ND
Meédia Final - 18 43 - - . - 007 026 069 5% - - 010 115

ND - Nao Detetado

Observando a tabela 7 e os valores nela apresentados percebe-se que a quantificacdo da
microbiota patogénica ndo obteve valores muito elevados. No entanto, existem alguns valores
qgue merecem ser referidos. Dos microrganismos estudados, o que se detectou mais

frequentemente e com teores mais elevados foi Staphylococcus aureus.

As contagens de Staphylococcus aureus aportam um valor médio de 1,85 log (ufc/g),
apresentando para a Vieira e para o Pregado valores médios de contagens de 3,39 log (ufc/g) e
3,24 log (ufc/g) respectivamente. O Peixe Manteiga apresenta o valor médio mais baixo com
0,65 log (ufc/g) e no Rodovalho e Dourada ndo se obtiveram contagens de S. aureus.

Os limites estabelecidos por Santos et al. (2005) sdo de 2 log (ufc/g), tendo sido observados

neste trabalho dois casos em que esse limite foi ultrapassado com contagens de 3,39 log
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(ufc/g) para a Vieira e de 3,24 log (ufc/g) para o Pregado, com estes valores podemos

classificar estas duas refei¢fes como ndo satisfatorias.

Staphylococcus aureus encontra no Homem o seu principal habitat, localizando-se na pele,
mucosas nasais e trato respiratério. Segundo Martins et al. (2002), a presenca de
Staphylococcus aureus em niveis insatisfatorios podem ser indicativos de falta de higiene
pessoal dos manipuladores do pescado, da utilizacdo de equipamento contaminado ou de
contaminagdo de fontes humanas ou animais e ainda um errado controlo da temperatura de
refrigeracdo. Neste trabalho, no entanto ndo se pode estabelecer relagdo com uma errada

manipulacdo ou mas praticas de higiene.

Escherichia coli, Salmonella spp. e Clostridium perfringens ndo foram Detetados nas

amostras analisadas.

Listeria spp. foram observadas no Atum com um valor médio de 0,07 log (ufc/g), ndo tendo
sido contudo detetada Listeria monocytogenes. Santos et al. (2005) estabelece que o valor
maximo de contagens para Listeria spp. é 2 log (ufc/g), assim sendo o Unico caso observado

com contagens de 0,07 log (ufc/g) para o Atum, pode ser classificado como satisfatoria.

Na contagem de Bacillus cereus apresenta-se um valor médio de 0,69 log (ufc/g). Todos os
valores determinados sdo baixos, no entanto a Dourada consegue obter um valor médio de
contagem de 1,32 log (ufc/g) e os restantes valores variam entre 0,36 log (ufc/g) e 0,81 log
(ufc/g) correspondendo as espécies Peixe Manteiga e Robalo. Para o Rodovalho, a Vieira e o
Pregado ndo existem valores médios de contagens dai estarem representados por ND (N&o
Detetado).

Fang et al. (2003) realizou um estudo em Taiwan em que os resultados obtidos variaram entre
199 ufc/g e 3,2x10° ufc/g. Neste estudo, os valores sdo inferiores aos Detetados por aquele
autor, mas encontram-se dentro dos parametros satisfatérios segundo os valores guia de

Santos et al. (2005) que estabelece como limite maximo entre 2 log (ufc/g) e 3 log (ufc/g).

As contagens de Vibrio spp. aportam um valor médio de 0,10 log (ufc/g), sendo que o valor
mais elevado esta relacionado com o Peixe Manteiga com 0,20 log (ufc/g) e o mais baixo com
0 Salmdo com um valor médio de contagens de 0,04 log (ufc/g). N&do houve multiplicacdo e
dai ndo existir nenhum valor para o Rodovalho, a Dourada, a Vieira e o Pregado identificados
com ND (N&o Detetado).
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Gram e Dalgaard (2002) realizaram um estudo em que detectaram Vibrio spp. com resultados
de 2 log (ufc/g). Comparando com os valores obtidos neste estudo, estes s&o muito inferiores
aos obtidos por Gram e Dalgaard (2002). Ao nivel de valores guia de referéncia estabelecidos
por Gilbert et al. (2000) sé existem para Vibrio parahaemolyticus e para Vibrio cholerae.

Nenhumas destas estirpes foram detetadas neste trabalho.

Foram encontradas quatro estirpes de Vibrios ndo patogenicos, sao eles Vibrio pelagius | em
Atum e Peixe manteiga, Vibrio proteolyticus em Salmé&o, Vibrio mimicus em Robalo e Vibrio

corarilliilyticus em Peixe manteiga.
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Com o objectivo de avaliar a relacdo entre as variaveis em estudo foram determinadas as correlacbes de Pearson e avaliado o nivel de

significancia. Na tabela 8 apresentam-se as correlag@es de Pearson e o nivel de significancia obtidos para todas as variaveis estudadas.

Tabela 8 : Correlacdes de Pearson (r) e valores de SignificAncia para os parametros analisados.

pH  ABVT Mesofilos Psicotroficos Enterobacteriaceae

BAL

Pseudomonas Shewanella Coliformes

Bolores Leveduras

Staphylococcus Bacillus - Clostridium

spp.  putrefaciens  totais aureus cereus  perfringens

pH 1 004  -0018 0,039 0048 0003 0,122 0,029 0077 0,024 0,063 04410 0075
ABVT 0,784 1 0,165 0,097 0112 0133 0,059 0,076 0019 0,001 0,056 019 0003
Mesdfilos 0842 0063 1 0373 0.247%% () 535*** 0,179* 0014 034 0107 0,243 0065  -0069
Psicotroficos 0654 0213 0 1 03407 0 487*x* 0,106 0086  0522%** 0143  0204* 0153 0102
Enterobacteriaceae 0588 02 0,005 0 1 0274% 0,139 0047 0674%*% 0 435%x () 424rx 0292 0025
BAL 0975 0132 0 0 0,002 1 0,144 0223  0471%* 0066  0324** 0149 -0131
Pseudomonas spp. 0175 0514 0,046 0241 0125 0108 1 0,258* 005 -01% 0,008 002 015
Shewanella putrefaciens 0825 0559 0916 051 0721 0084 0,044 1 015 0,095 0,12 01 -02%2
Coliformes totais 0557 0559 0,007 0 0 0 0,669 0232 1 0369%  0409%** 0308*  -0,09
Bolores . 0484 0412 02711 0 064 0,134 0,468 0,003 1 0,189 0015 0,067
Leveduras 0629 0668 0,06 0,022 0,001 001 0952 0358 0001 0144 1 0138 0071
Staphylococcus aureus 0 0 0,618 0241 0,022 025 0,804 0444 0016 09 029 1 -0067
Bacillus cereus 0563 0985 0599 0436 08465 0313 0338 0,052 0489 0,606 0,588 0,606 1
Clostridium perfringens

***Correlacdo é significativa ao nivel de 0,001 (2-Caudas).

** Correlacgdo é significativa ao nivel 0,01 (2-caudas).

* Correlacéo é significativa ao nivel de 0,05 (2-caudas).
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Das correlagdes de Pearson obtidas destaca-se uma correlagdo muito significativa entre BAL
e Mesofilos (r=0,535; p <0,0001). Segundo Lacasse (1995) os microrganismos mesofilos
formam um grupo muito importante do ponto de vista sanitario, sendo responsaveis pela
alteracdo dos alimentos armazenados a temperatura ambiente, as BAL sdo um exemplo deste
tipo de bactérias. No procedimento de contagem proporciona-se a estas duas espécies as
condigdes ideais de multiplicagdo, por este motivo era de se esperar que as Bactérias do Acido

Lactico aumentassem consoante aumentavam os Mesofilos.

Observou-se uma correlacdo positiva e relativamente elevada (r=0,674; p <0,0001), o que é
justificavel pois os Coliformes totais pertencem a familia Enterobacteriaceae, logo se as
ultimas de multiplicam os coliformes também o conseguiram fazer, ou seja quanto maior for o

ndmero de Enterobacteriaceae maior sera o de Coliformes totais.

Uma correlacdo suscitou alguma curiosidade foi a de Staphylococcus aureus e os valores de
pH (r=0,441; p <0,0001). Através de estudos realizados por Jay (2005) e também por Franco e
Landgraf (2005) estes constataram que Staphylococcus aureus multiplica-se na faixa de pH de
4 a 9,8, com um valor éptimo que varia entre 6 e 7. Segundo Huss (1995) e Howgate (2009) o
pH do pescado encontra-se no intervalo 6,1 e 6,5, estando nos valores Optimos para

multiplicacdo de Staphylococcus aureus.

I11.4. Avaliacéo higiénica das refeicbes de Sashimi de acordo com a especie de

Pescado

Na tabela 9 apresentam-se os resultados de avaliagdo higiénica das 61 refeicdes de Sashimi
analisadas de acordo com a espécie de pescado e nimero de refei¢cGes analisadas. A avaliacdo
higiénica é estabelecida de acordo os valores guia de teores microbianos em alimentos
prontos a comer, ja apresentados na tabela 5, sendo distribuida pelas seguintes categorias:

Satisfatorio, Aceitavel, Insatisfatorio e Inaceitavel.

Os valores individuais das contagens para cada refeicdo de Sashimi apresentam-se

discriminadas na tabela | em anexo IlI.
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Tabela 9 : Avaliacdo higiénica de refeicdes de Sashimi de acordo com a espécie de pescado.

Total Satisfatério Aceitavel Insatisfatoro Inaceitavel

Salméo 27 0 9 18 0
Atum 14 0 4 10 0
Robalo 10 0 3 7 0
Peixe manteiga 5 0 4 1 0
Dourada 2 0 1 1 0
Vieira 1 0 0 1 0
Pregado 1 0 1 0 0
Rodovalho 1 0 0 1 0
Total 61 0 22 (36%) 39 (64%) 0

E possivel observar através dos valores de contagens de microrganismos que 39 amostras, ou
seja, 63,93% das amostras sdo classificadas como insatisfatorias e que apenas 22 amostras, ou
seja, 36,07% sdo classificadas como aceitaveis. E de referir que nenhuma das amostras

analisadas teve classificacdo de satisfatorio.

Estes resultados permitiram verificar o estado sanitario das refeicdes de pescado cru
estudadas, podendo considerar-se que existem deficiéncias em termos de higiene dos

restaurantes onde se realizaram as recolhas para pesquisa.

I11.5. Avaliacdo de conhecimentos e praticas de manipuladores de pratos

tradicionais japoneses

De seguida apresentam-se os dados obtidos através de inquéritos realizados aos responsaveis
de 23 (vinte e trés) restaurantes, dos quais apenas de 16 (dezasseis) responderam. De acordo
com os dados obtidos os funcionarios dos 16 restaurantes estudados sdo no total 114 (cento e

catorze).

Os resultados seréo apresentados de acordo com a variavel idade, onde seré possivel verificar
qual ou quais as faixas etarias que mais se encontram a trabalhar nestes estabelecimentos; a
variavel formacdo que nos permitird concluir se os trabalhadores sdo formados na area de
hotelaria ou se 0 conhecimento que tém se deve a sua experiéncia profissional e a variavel
localidade, no Norte do pais, contudo com esta questdo consegue-se obter informacgéo acerca

da localizacao exacta e onde mais se concentram.
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Efetuaram-se ainda questGes mais préticas relacionadas com as caracteristicas especificas
deste tipo de culinéria e restauracdo. Assim sendo, teremos varidveis como a origem (forma
de obtencdo) do pescado, ou seja, se o0s proprietarios preferem pescado congelado em
detrimento do fresco ou o contréario; uma questdo relacionada com os dias de refrigeracdo em
que mantém o pescado apos obtencédo (fresco e/ou congelado) e também com a utilizagdo ou
ndo de tabua de corte diferenciada para cada tipo de operagdo, desde a evisceragdo e lavagem

do pescado até a preparagdo das pecas para as refeicoes.

Sdo também apresentadas questfes sobre quais as vantagens e desvantagens da utilizacdo de

pescado fresco quando comparado com o pescado congelado.

Este tipo de culinaria utiliza muito os vegetais ndo s6 como acompanhamento para a refeicdo
mas também como ornamentacdo dos pratos, pelo que foi incluida a questdo se esses vegetais
utilizados sdo ou ndo desinfetados. E por fim a questdo que, para certos inquiridos gerou

alguma confusdo, de qual seria o Ponto Critico de Controlo no seu plano de HACCP.

I11.5.1. Variavel Idade e Formacao

Na tabela 10 apresentam-se as caracteristicas sociodemograficas dos funcionarios dos 16
restaurantes (n=114), agrupados em 6 categorias de idade: 16 a 19 anos; 20 a 29; 30 a 39; 40 a
49; 50 a 59 e igual ou superior aos 60 anos. Na Tabela 11 apresentam-se ainda os dados
referentes ao tipo de formacdo obtida para exercer esta atividade profissional: se foi através da
experiéncia; da realizacédo de curso de formagdo com mais de 50 horas; da realizacdo de curso

superior ou nao sabe
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Variawel emestudo

114 Funcionarios (n%)

[16-19] 2(1,75)
[20-29] 56 (49,12)
ldade [30-39] 30 (26,32)
[40-49] 20 (17,54)
[50-59] 6 (5,26)
[+60] 0
16 Restaurantes (n%)
Bxperiéncia 11 (68,75)
Formacéo Experiéncia + Curso 50horas 2 (12,50)
BExperiéncia + Curso Superior 1 (6,25)
Curso 50horas 1 (6,25)
Né&o sabe 1 (6,25)

No total de 114 funcionarios a idade varia entre os 16 e os 60 anos, sendo que 49,12%
encontra-se na faixa etaria dos 20-29, 26,32% na faixa etéaria dos 30-39 e 17,54% na faixa

etaria dos 40-49. Néo foi encontrado nenhum funcionario com mais de 60 anos.

68,75%, dos funcionarios adquiriram a sua formacdo profissional através da sua experiéncia

profissional, em dois restaurantes, correspondendo a 12,50% frequentaram cursos com mais

de 50 horas e tém também experiéncia adquirida noutros estabelecimentos, apenas 1

funcionario representando 6,25% tem formacdo superior e experiéncia profissional, 6,25%

tem curso de 50 horas e outros 6,25% sdo sabe a formacdo dos funcionarios do

estabelecimento.
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111.5.2. Variavel Localidade

Na tabela 11 apresenta-se a distribui¢do dos restaurantes nas diferentes localidades em estudo

ao nivel da regido Norte do pais.

Tabela 11 : Variavel Localidade

Varidwel em estudo 23 Restaurantes (n%)

Porto 12 (52,17)

Matosinhos 3(13,04)
Maia 2(8,70)
Localidade Braga 2(8,70)
Vial Real 2 (8,70)
Gaia 1(4,35)
Aveiro 1(4,35)

Como era de esperar, mais de metade, representando 52,17% dos restaurantes encontram-se
localizados na metropole do Grande Porto, sendo uma cidade muito diversificada e
multicultural, constituindo um nicho de mercado ideal para este tipo de restauracdo, em que a
populacdo estd mais receptiva a novas experiéncias. De seguida esta a cidade de Matosinhos
com 3 restaurantes, representando 13,04%, estando a cidade localizada & beira mar torna-se
mais propicia a receber turistas que estdo mais familiarizados com a cultura e tradicdo
nipénica. Em terceiro lugar vém as cidades da Maia, Braga e Vila Real cada uma com 2 (dois)

restaurantes. Por ultimo, as cidades de Gaia e Aveiro, com apenas um restaurante cada.
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111.5.3. Variaveis Origem Pescado, Média de Refrigeracao e Tabua de Corte

Na tabela 12 apresentam-se o0s dados obtidos relativamente a Origem do pescado, ou seja, se é
comprado fresco, congelado ou de ambas as formas, a forma de conservacao e ainda se utiliza

ou ndo a Tabua de Corte.

Tabela 12: Variaveis Origem, Refrigeracdo e Tabua de Corte

Varidwel em estudo 16 Restaurantes (n%)
. Fresco 16 (100,00)
Origem
Congelado 9 (56,25)
i 5 Fresco - (4379
Refrigeraéo 2a3 9 (56,25)
(médiaem ) 5 (55.50)
dias) Congelado ’
2a3 4 (44,44)
Tébua de Sim 7(43,75)
Corte N&o 9 (56,25)

Na variavel origem do pescado observamos que 100% dos inquiridos optam por comprar
pescado fresco em detrimento do congelado, sempre que possivel. Mas dos 16 (dezasseis)
restaurantes, 9 (nove), representando 56,25% compram também congelado. Foi referido como
exemplo o peixe manteiga, também estudado neste trabalho que tem de ser comprado

congelado por ser uma espécie que nao existe na costa portuguesa.

Relativamente a variavel conservacdo do pescado, quando se trata do fresco, 56,25% dos
inquiridos referem que em média conseguem manter o pescado em refrigeracdo cerca de 2 a 3
dias, podendo ser consumido até essa altura e apenas 43,75% dos inquiridos diz conseguir
manter apenas um dia de refrigeracdo, sendo depois transferido para outra utilizacdo, néo

podendo ser servido cru ao consumidor.

Com relacdo ao pescado congelado, segundo o apresentado na tabela 12 acontece o oposto.
Dos nove restaurantes que usam pescado congelado, 5 (cinco), representando 55,56%
referenciam que mantém menos de um dia (<1) em refrigeracéo ap0s descongelacdo e 44,44%

dizem manter entre 2 a 3 dias, sendo passado esta data considerado subproduto e eliminado.

Na variavel utilizacdo de tbua de corte, 7 inquiridos, ou seja 43,75% referem que utilizam a
mesma tabua de corte para diferentes operagdes, desde a evisceracdo e limpeza do pescado até

a preparacdo das pecas de Sushi e Sashimi, o que a nivel de contaminagdo torna o pescado
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mais susceptivel, enquanto 56,25% dos inquiridos referem que utilizam diferentes tabuas de

corte para diferentes operagoes.

111.5.4. Variavel Vantagens da Utilizacdo de Pescado Fresco

Foram avaliadas as vantagens que os inquiridos dos 16 restaurantes consideram existir em
trabalhar com o pescado fresco em detrimento do pescado congelado. Como representado no
gréafico 1, as vantagens referidas da utilizacdo do pescado fresco dizem respeito a qualidade,
textura, cor, sabor, estado de frescura, auséncia de excesso de agua, facilidade de trabalho e

ter sido capturado recentemente.

Vantagens da Utilizacao de Pescado Fresco

M Qualidade M Textura M Cor
® Sabor @ Facilidade de Trabalho & Nao sabe
M Frescura M Nao tem dgua u Capturado Recentemente

39 2% 2% e
0

Gréfico 1: Vantagens da Utilizacao de Pescado Fresco

Assim sendo, 24% das respostas indicam que o pescado fresco tem uma maior qualidade
guando comparado com o congelado; 22% das respostas indicam que a textura do fresco é
melhor, assim como a cor e 0 sabor com 20%. A partir deste ponto as respostas tém uma
pequena quantificagdo como a facilidade de trabalho que representa 5% das respostas. De
facto alguns dos inquiridos referem que o pescado congelado é mais facil de trabalhar, por ja

se encontrar limpo e sem espinhas sendo s6 descongelar e preparar as lascas de pescado para
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cada peca. 2% das respostas dizem respeito ao facto dos comerciantes terem a certeza de que
0 pescado foi capturado recentemente, sabendo o seu grau de frescura através da confianca
que estabelecem com o seu fornecedor e, também por ter menos agua, assim sabem que estao
a pagar 0 seu peso e nao agua pelo preco de peixe, como acontece quando o mesmo é

congelado.

Como curiosidade temos que 3% dos inquiridos ndo sabem ou ndo vém qualquer vantagem

em usar o pescado fresco em vez do congelado.

111.5.5. Variavel Desvantagens da Utilizacédo de Pescado Fresco

No grafico 2 apresentam-se as respostas (%) relativas as possiveis desvantagens que 0s
inquiridos consideram quando se utiliza pescado fresco, nomeadamente o facto do pescado
ser mais perecivel, dificuldade de trabalho, ser mais propicio a contaminacdo e levar a
desperdicio.

Desvantagens da Utilizacao de Pescado Fresco

HNio vé nenhuma H Dificuldadedade de Trabalho
i Perecivel H Validade

M Contaminacio M Desperdicio

M Nio conhecer Fronecedor M Sabor

Gréfico 2: Desvantagens da Utilizacao de Pescado Fresco

Em grande destaque, com 35% das respostas indicam que ndo véem nenhuma desvantagem na
utilizacdo de pescado fresco em comparacdo com o pescado congelado. 17% dos inquiridos

referem a desvantagem de dificuldade de trabalho, pois tém de limpar o peixe, eviscera-lo,
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tirar as espinhas, o que requer muito tempo e cuidado para ndo danificar o pescado e causar
contaminages. Relativamente a validade e perecibilidade do pescado fresco, 12% dizem ser
uma desvantagem pois ndo conseguem armazenar aquelas pecas muito tempo, 6% dizem que
é de facil contaminacdo, pelos motivos anteriormente descritos. O desperdicio também é uma
desvantagem, pois se ndo houver experiéncia do Sushiman muito desse pescado acaba por ndo
ser utilizado e eliminado. 6% dos inquiridos dizem que o sabor do pescado fresco é diferente,
mas altera-se mais rapidamente quando comparado com o congelado. Por fim, o facto de ndo
terem confianca e de ndo conhecerem o seu fornecedor é uma desvantagem, representando

6% das respostas.

111.5.6. Utilizacéo de Vegetais Desinfectados

Neste tipo de restauracdo faz parte da cultura as pecas de Sushi ou Sashimi virem
acompanhadas de vegetais, também eles sem confecéo, pelo que se avaliou a percentagem da

incorporacdo de vegetais desinfetados nas refeicdes estudadas (grafico 3).

Utilizacdo de Vegetais Desinfectados

M Sim ENio

Gréfico 3: Utilizacdo de Vegetais Desinfectados

Pela analise do grafico 3 verifica-se que 75% das respostas foram afirmativas, referindo que
0s vegetais utilizados eram sempre desinfetados, com produtos quimicos adquiridos para o
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efeito ou entdo com produto natural como o limédo. 25% dos inquiridos referem lavar os

vegetais apenas em agua, ndo utilizando qualquer tipo de desinfetante.

Apesar de 75% dos inquiridos afirmarem que desinfetam o0s vegetais, ndo nos podemos
esquecer gque se trata de uma amostragem pequena, o que indica que os 25% que lavam com

agua correm o risco de provocarem contaminacdes cruzadas.

111.5.7. No seu plano HACCP qual considera ser o PCC?

Os inquiridos foram questionados acerca do seu conhecimento sobre o plano de HACCP

implementado nos estabelecimentos.

De seguida apresenta-se o resultado grafico da resposta a questao “No seu plano de HACCP
qual considera ser o Ponto Critico de Controlo (PCC)” que tinha como opg¢des as seguintes

respostas: Recepcéo, Refrigeracéo, Preparacdo e Nao Sei/Néo Respondo.

No plano de HACCP qual considera ser o PCC?

HRefrigeracio ®Ndo Sei/Ndorespondo WPreparacio ERecepcio

Gréfico 4: Qual o PCC no Plano de HACCP implementado

Em grande escala, com 47% das respostas 0s inquiridos consideram que o Ponto Critico de

Controlo (PCC) neste tipo de sistema é a refrigeracdo, cuja temperatura deve estar sempre
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monitorizada e controlada, uma vez que estdo a lidar com matérias-primas muito pereciveis,
que facilmente se deterioram. 12% dos inquiridos referem que o PCC é a preparacédo, pois
envolve uma técnica muito especifica e necessita de ser controlada para que ndo haja
contaminacges. 6% dos inquiridos considera que 0 seu PCC estd na recep¢do das matérias-
primas que tém de ser inspeccionadas e analisadas para que ndo sejam entregues pescados ja

em estado deteriorado.

Como curiosidade temos em grande quantidade com um valor de 35% das respostas que nao

sabem qual é o PCC e, em alguns casos, até nem o que € o plano de HACCP.

Esta questdo gerou um certo desconforto e confusdo em alguns dos inquiridos que por falta de
conhecimento do que é um plano de HACCP e do que é um PCC ndo souberam muito bem o
que responder e ficaram com algumas duvidas quando davam a sua resposta, na grande
maioria dos casos foi mais uma opinido pessoal. Este facto é demonstrativo de falhas ao nivel
de conhecimentos do sistema de autocontrolo que deve estar implementado nos

estabelecimentos.

O pescado deveria ser submetido a temperaturas e tempos de congelacdo e a boas préaticas de
manipulacdo durante a preparacdo para assim ser possivel garantir um consumo seguro. A
higiene dos manipuladores é um importante factor a considerar para a seguranca dos
consumidores, devendo o0s Sushiman por isso seguir um conjunto de procedimentos

adequados que conduzam a uma preparacédo de refeicdes de pescado cru seguras.

E necessario continuar a implementar e a melhorar os sistemas de HACCP nestes tipos de
estabelecimentos para poder ser garantido ao consumidor seguranca e qualidade nas refeicdes

de pescado cru.
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Cada vez mais esta a introduzir-se nos habitos dos portugueses o consumo de Sashimi e de
Sushi e desta forma o aumento do nimero de restaurantes e de estabelecimentos por todo o

territério nacional com a oferta deste tipo de refeigdes.

O pescado fresco apresenta uma grande variedade de microrganismos, com um risco potencial
para a saude publica. De facto, o aumento do consumo de alimentos sem tratamentos
térmicos, como o Sashimi e o Sushi, favorece uma maior incidéncia destes microrganismos,
podendo ocorrer infecdes e intoxicacGes de origem alimentar, com consequéncias na saude da

populacéo.

Com este trabalho pretendeu-se portanto realizar uma abordagem ao consumo de pescado cru
com valéncia para o consumo de Sashimi, pois este tema ndo esta muito estudado e
aprofundado do ponto de vista tedrico e cientifico, nomeadamente nas varias vertentes da area
da seguranca alimentar, pelo que se conseguiu obter mais informagdo acerca da seguranca

sanitaria de refeicdes preparadas em restaurantes no Norte de Portugal.

Todas as amostras apresentam um grau de frescura dentro dos parametros aceitaveis segundo

o valor pH, teor de ABVT e as contagens de microrganismos indicadores.

Os valores obtidos para os parametros de qualidade indicam-nos que ainda existe um longo
caminho a percorrer para a implementacdo e melhoria de planos de HACCP nestes
estabelecimentos. Das 61 refeicGes analisadas 64% encontravam-se em nivel insatisfatorio,
sendo os microrganismos indicadores deste estado Enterobacteriaceae, Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus e Bolores.

E de referir a deteccio de Listeria spp. em uma amostra de Atum mas que se encontrava
dentro dos valores guia de referéncia de Santos et al. (2005), mas que contribui para a

classificacdo de insatisfatério. Contudo nao foi detetada Listeria monocytogenes.

N&o foram também detetados E. coli, Salmonella spp. e de Clostridium perfringens nas
amostras analisadas. Foram encontradas quatro estirpes de Vibrios ndo patogénicos, séo eles
Vibrio pelagius | em Atum e Peixe manteiga, Vibrio proteolyticus em Salméo, Vibrio mimicus

em Robalo e Vibrio corarilliilyticus em Peixe manteiga.

Das diversas espécies que foram analisadas (Salmdo, Atum, Robalo, Rodovalho, Peixe
manteiga, Dourada Veieira e Pregado) a que se apresentou como sendo das mais

68



Capitulo 1V: Conclustes

contaminadas foi a Vieira, ultrapassando os limites maximos de contagens para mesofilos,

Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus e Bolores.

E importante entender se a contaminacdo das refeicdes de Sashimi surgem no momento da
captura e na manipulacdo dos pescado ou se se trata de contaminacdo cruzada na cozinha do
restaurante. O uso de pescado fresco é um importante pré-requisito para se obter uma boa
refeicdo de Sashimi.

Embora ndo tenham sido detetados a maioria dos microrganismos patogénicos pesquisados,
os resultados obtidos neste estudo mostram que é necessario ter algumas preocupacdes com
relacdo a microbiota que esta presente no pescado e que pode aumentar os niveis de risco para
0s consumidores, pelo que é necessario garantir a implementacao de boas praticas de higiene

Com o questionario que foi realizado aos restaurantes percebeu-se que alguns dos inquiridos
ndo sabem o que é o plano de HACCP, nem quais as etapas mais importantes para controlo do
pescado quando este entra nos estabelecimentos, pelo que consideramos necessario formar os
profissionais desta area para que os riscos de contaminacdes destas refeicbes sejam cada vez

mais reduzidos.
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Meios de Cultura

Anexo A.1. Meio de Glucose Agar

Triptona 10g
Extracto de levedura 1,59
Glucose 10g
NacCl 59
Purpura de Bromocresol  0,015¢
Agar-agar 89
Agua destilada 1000cm®
pH 7,0
Anexo A.2. Lyngby Iron Agar
Peptona 20g
Agar 129
NaCl 59
Extracto de carne 30
Extracto de levedura 39
L-cystine 0,69
Citrato de ferro 0,39
Na,S,04 03g
Agua destilada 1000cm®
pH 7,4
Autoclavar a 121°C durante 15 minutos.
Anexo A.3. VL (s) e VL (2x)
VL (s) VL (2x)
Extracto de carne 89 49
Extracto de levedura 10g 59
Triptona 209 10g
Glucose 49 29
Amido Soluvel 29 1g
Cloridrato de L-cisteina 0,69 0,39
Cloreto de Sddio 10g 59
Agar-agar 169 89
Agua destilada 1000cm®  1000cm®
pH 7,1
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Esterilizar em autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Aditivos

Solucéo Sulfito de sodio

Sulfito de sodio (Na,SO37H ) 10g
Agua destilada 1000cm®

Esterilizar por membrana filtrante e conservar em refrigeracao.

Solucéo Ferro Amoniacal

Sulfato de ferro 11l amoniacal (FeNH, (SO4) 59
Agua destilada 1000cm®

Esterilizar por membrana filtrante. Conservar em refrigeracdo mas nao utilizar para além de 10 dias.

Meio Completo

VL(s) VL (2X)

Meio Base 10cm®  10cm’®
Solugo sulfito sodio 05cm®  1,0cm®
Solucéo ferro amoniacal 025cm®  05cm®

Anexo A.4. Solucdo de Sulfametazina

Sulfametazina 0,29
Solucdo de NaOH 0,1 mol/dm®  10cm’

Dissolve-se a sulfametazina na solucdo de hidroxido de sodio e completa-se até perfazer o

volume de 100 cm?.

Anexo A.5. Meio de Chapman

Triptona 10g
Extracto de carne 129
Protease de peptona 10g
NacCl 1509
Lactose 15¢
Agar-agar 0,59
Agua destilada 1000cm®
pH 7,4
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Anexo A.6.Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar (MYP)

Extracto de carne 19
Peptona 10g
Manitol 10g
NaCl 10g
Vermelho de Fenol (1% da solugdo em 95% etanol) 2 5cm®
Agar-agar 159
Agua destilada 900cm®

Anexo A.7. ASPW

pH 7,220,2

Esterilizar em autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Anexo A.8. TSAT

Autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

Solucdo a 1% de Cloreto de Trifeniltetrazélio

Solugéo a 0,1% Polymyxin B 10cm®
Bacto Egg Yolk Enrichment 50%  50cm®
Peptona 209
NaCl 20g
Agua destilada 1000cm®
Triptona 159
Peptona Soja 59
NaCl 30g
Sacarose 20g
Saia Biliares n°3 0,59
Agar 139
Agua destilada 1000cm®
pH 7,1
Cloreto de Trifeniltetrazélio  0,1g
Agua destilada 10cm®

Esterilizacdo por membrana filtrante. Conservar em refrigeracéo.

Meio Final
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Para cada 1000cm® de Meio Base adiciona-se 3cm® de solugdo a 1% e distribui-se por placas.

Anexo A.9. TSI salino

TSI 99,79
NaCl 30g
Agua destilada 1000cm®

Distribuir 10ml em tubos e autoclavar a 121°C durante 15 minutos. Para arrefecer inclinar os

tubos para formacéo de cunha.

Anexo A.10. NSA

Extracto de carne 59
Peptona 39

NaCl 10g
Agar 13g
Agua destilada 1000cm’

Esterilizagdo em autoclave durante 15 minutos a 121°C. Deixar arrefecer até 45-50°C e

distribuir por placas. Conservar em refrigeragéo.

Anexo A.11. O/F Medium

NaCl 59
Peptona 29

Azul de Bromotimol 0,03g
Agar 39
K,HPO, 0,39
Solugéo de Carbohidrato  100cm®
Agua destilada 1000cm®

Misturar todos os componentes do meio com excep¢do da solugdo de carbohidrato, deixar
entrar em ebulicdo e distribuir 3ml por tubo. Levar a autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Solucéo de Carbohidrato

Carbohidrato 10g
Agua destilada 100cm’
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Neste caso o carbohidrato utilizado foi a glucose. Adicionar a agua destilada e esterilizar por

membrana filtrante.

Meio final

Deixar 0 meio base arrefecer até 45-50°C e adicionar a cada tubo 0,3ml da solucdo de hidratos de

carbono, misturar bem e deixar solidificar.

Anexo A.12. TSA-YE

Triptona 179
Peptona de soja 39
Extracto de Levedura 639
Glucose 2,59
Dipotassio de Fosfato 2,50
Cloreto de Sédio 5¢
Agar-agar 119
Agua destilada 1000cm®

pH 7,3

Esterilizagdo em autoclave durante 15 minutos a 121°C. Deixar arrefecer até 45-50°C e

distribuir por placas. Conservar em refrigeracao.
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UNIVERSIDADE
DE TRAS-OS-MONTES
o E ALTO DOURO

- utad«
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro D %

Inquérito Sushi

Sou aluno de Seguranca Alimentar da UTAD (Universidade de Trés-os-Montes e Alto Douro) e no
ambito de um trabalho de Tecnologia alimentar escolhi fazer um estudo estatistico sobre a preparacdo
de Sushi, comida que aprecio muito, mais propriamente a preparacdo Sashimi.

O objectivo deste inquérito é saber mais sobre o processo de preparagdo de refei¢cbes japonesas, mais
propriamente Sashimi, no norte de Portugal.

1-Responde ao questionario?
v’ Sim
v" Néo

2-Distrito do restaurante “Sushi”:

3-Quantos funcionarios tém o restaurante?

4-Qual a idade dos seus funcionarios?
v 16-19

20-29

30-39

40-49

50-59

+ 60

NN NN

5-Dos varios pratos que prepara quais sao 0s que utilizam peixe cru (sem aguecimento)?
v" nigiri-zushi (dedos de arroz - finger Sushi)

Temaki-zushi (cones de algas)

Ura-maki-zushi (arroz exterior com algas interior

Maki-zushi (algas exterior)

Chirashi-zushi (salada)

Sashimi (filetes de pescado cru)

Outro (s):

Né&o tenho pratos com peixe cru

N N N N RN
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UNIVERSIDADE
DE TRAS-OS-MONTES
E ALTO DOURO

FORMAGAO utad -
6-Que tipo de formagao? o
v Experiéncia pessoal no pais de origem R

v" Curso com menos de 50h
v" Curso com mais de 50h
v' Outro:

ORIGEM DO PESCADO

7-Qual a origem do peixe utilizado para as prepara¢des com peixe cri?
v Ultracongelado (-18°C)

Congelado (-12°C)

Fresco — Lota

Fresco — Supermercado

Fresco — Mercado

NN NN

Fresco — Peixaria
v Outro:

Nota: Se apenas utilizar peixe congelado ou ultracongelado salte para a questdo nimero 11.

PESCADO FRESCO

8-Acha vantajoso trabalhar com peixe fresco?
v' Sim
v Néo

VANTAGENS
9-Quiais as vantagens?
v" Qualidade
Textura
Cor
Sabor
Facilidade de trabalho
Outro:

NN
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10-Em média quantos dias mantém um peixe em refrigeracao (fresco)

<1
2a3
4a
6a’7
8a9
+10

RN NN

DESVANTAGENS

11-Quais as desvantagens da utilizacdo de peixe fresco?
v Seguranca Alimentar

Textura

Cor

Sabor

Facilidade de trabalho

Outro:

AN N NN

PESCADO CONGELADO
12-Como procede a descongelagdo?
v Refrigeracdo (frigorifico) 5°C
v" Temperatura ambiente
v Agua
v Qutro:

UNIVERSIDADE
DE TRAS-OS-MONTES
E ALTO DOURO

Anexo |

13-Em média quantos dias mantém um peixe no frio (frigorifico) ap6s a retirada do peixe da arca de

congelacdo?
v <1
2a3
4a
6a7
8a9
+10

RN NEENEEN
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UNIVERSIDADE
DE TRAS-OS-MONTES
E ALTO DOURO

TIPO DE CORTE utad
14-Compra o peixe o
v Inteiro SRR

v" Partes (lombos, caudas, etc.)
v Filetes
v QOutro:

15-A tébua de corte do peixe cru € utilizada para o corte de outras pecas de Sushi e/ou vegetais?
v' Sim
v" Néo
v' Outro:

16-Os vegetais frescos utilizados sdo desinfectados?
v' Sim
v" Néo
v' Outro:

17-Que tipo de produto utilizado na desinfeccdo dos vegetais?
v’ Pastilhas
v Liquido
v Qutro:

SISTEMA HACCP

18-No seu sistema HACCP, qual o PCC (Ponto Critico de Controlo)?
v Nao sei/N&o respondo

Recepcéo

Refrigeracédo

Preparacéo

Outro:

SSERNEENEEN
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Tabela 13: Microbiota presente em 61 amostras de Sashimi.

Anexo |11

Amostra Pescado pH ABVT Mesoéfilos Psicotréficos Entero:;:tenac BAL Pseudomonas. s&i‘é‘ggﬁs Cc_)ll_:}f&rirsnes S. aureus Vibrio spp. LM/LI Listeria spp Clostridium spp B. cereus Bolores Leveduras
1 A 5,931 15,56 2,34E+03 4,01E+04 0,00E+00 1,47E+03 3,44E+03 1,00E+01 7,00E+02 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,30E+00 2,48E+00
2 S 6,250 25,93 2,56E+03 2,26E+04 0,00E+00 1,06E+03 0,00E+00 0,00E+00 3,00E+02 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,00E+00 2,48E+00
3 R 5,545 17,11 1,29E+03 2,21E+03 5,25E+02 8,95E+02 0,00E+00 0,00E+00 2,00E+02 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,30E+00 2,30E+00
4 A 5,803 16,97 6,70E+05 1,23E+06 1,54E+05 1,23E+06 0,00E+00 1,40E+03 6,20E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 3,45E+00 5,08E+00
5 S 6,250 17,74 2,52E+05 2,53E+05 1,19E+04 6,02E+04 6,55E+03 9,90E+02 7,20E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 1,00E+01 5,00E+01 3,20E+00 3,86E+00
6 R 5,545 17,11 2,26E+05 2,38E+05 3,65E+03 1,56E+05 0,00E+00 7,70E+02 5,10E+05 0,00E+00 0,00E+00 N N 1,00E+01 0,00E+00 3,52E+00 4,26E+00
7 S 6,060 17,74 2,48E+07 1,40E+04 8,45E+02 4,84E+04 1,50E+03 0,00E+00 1,03E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,95E+00 3,38E+00
8 S 6,022 17,74 3,68E+07 3,59E+03 7,80E+02 7,64E+03 3,22E+03 1,00E+01 5,90E+03 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,30E+00 2,60E+00
9 S 6,165 16,71 8,61E+04 1,28E+05 1,82E+04 3,97E+04 0,00E+00 3,92E+03 7,03E+05 3,24E+03 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,38E+00
10 S 6,192 17,86 4,49E+05 5,58E+05 2,92E+05 9,06E+04 2,39E+05 0,00E+00 2,02E+06 1,68E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,60E+00 3,20E+00
11 R 6,347 17,86 9,60E+02 4,40E+02 6,37E+04 2,75E+04 2,18E+04 1,32E+04 1,66E+06 2,02E+03 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 3,20E+00 3,80E+00
12 R 6,096 17,86 4,49E+04 1,07E+05 6,79E+03 2,82E+04 7,92E+03 1,47E+04 5,79E+05 1,79E+03 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 2,30E+00
13 S 5,735 34,00 8,02E+04 7,40E+04 7,57E+03 6,50E+04 1,28E+03 9,20E+02 5,32E+04 1,17E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 3,11E+00 4,18E+00
14 A 6,389 14,41 3,01E+04 3,74E+03 9,00E+02 7,06E+03 0,00E+00 0,00E+00 1,64E+04 7,60E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 4,00E+02 2,00E+00 3,73E+00
15 \% 6,179 14,41 5,31E+04 1,40E+05 1,84E+04 1,63E+04 0,00E+00 1,07E+04 5,32E+04 2,46E+03 0,00E+00 N N 1,00E+01 0,00E+00 3,32E+00 3,57E+00
16 S 6,108 18,44 2,72E+06 2,19E+06 3,42E+05 3,19E+06 0,00E+00 0,00E+00 1,15E+07 P 0,00E+00 N N 1,00E+00 0,00E+00 3,04E+00 5,02E+00
17 R 6,112 17,86 1,11E+05 6,39E+06 2,31E+04 1,21E+05 4,28E+04 5,90E+02 3,92E+05 1,85E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,30E+00 3,81E+00
18 A 5,990 18,37 3,79E+05 1,13E+05 9,24E+03 8,34E+04 0,00E+00 0,00E+00 7,90E+04 5,71E+02 0,00E+00 N P 0,00E+00 0,00E+00 3,23E+00 2,78E+00
19 S 5,849 16,58 1,97E+05 2,80E+05 3,93E+03 9,83E+04 0,00E+00 0,00E+00 1,79E+05 1,57E+03 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,00E+00 3,28E+00

20 S 6,088 17,00 3,76E+04 1,95E+05 6,07E+03 1,69E+05 5,85E+04 0,00E+00 4,10E+04 1,55E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 8,00E+02 2,00E+00 0,00E+00
21 A 5731 26,07 1,89E+05 3,59E+04 9,50E+01 3,20E+03 2,80E+06 0,00E+00 1,40E+03 1,95E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 2,60E+02 0,00E+00 2,00E+00
22 A 5,841 10,20 4,45E+05 1,15E+06 1,73E+05 1,63E+06 1,60E+01 0,00E+00 3,96E+06 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,30E+00 4,13E+00
23 R 6,244 19,83 1,16E+07 1,81E+07 1,27E+06 7,89E+05 3,18E+02 0,00E+00 3,51E+06 2,68E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 4,54E+04 0,00E+00 4,03E+00
24 S 6,112 15,02 1,35E+05 1,14E+06 1,56E+06 4,97E+04 0,00E+00 0,00E+00 1,01E+07 2,40E+01 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,00E+00 3,92E+00
25 A 5,368 16,97 1,13E+05 2,64E+05 4,01E+04 2,4TE+04 3,50E+01 0,00E+00 1,93E+05 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 4,40E+01 3,15E+00 4,10E+00
26 S 5,966 17,74 1,79E+05 2,35E+05 2,05E+05 1,03E+05 3,80E+01 0,00E+00 2,40E+05 6,40E+01 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 3,32E+00 3,76E+00
27 D 5,686 14,17 7,53E+04 4,09E+05 4,03E+04 5,04E+04 1,20E+01 0,00E+00 3,43E+05 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 4,36E+02 2,00E+00 3,90E+00
28 S 5,850 19,34 8,51E+05 7,21E+05 3,31E+02 5,13E+05 1,38E+05 4,20E+03 4,35E+03 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 2,70E+00
29 SB 6,081 22,28 3,62E+05 1,78E+05 5,68E+03 3,94E+05 0,00E+00 0,00E+00 1,75E+03 P 0,00E+00 N N 0,00E+00 2,78E+03 0,00E+00 5,40E+00
30 D 5,892 25,79 3,97E+04 9,43E+05 1,87E+02 1,18E+05 1,26E+05 1,70E+04 3,15E+03 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,15E+00
31 S 6,043 13,96 7,30E+03 9,90E+02 4,40E+03 3,92E+03 0,00E+00 2,00E+01 2,95E+03 P 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
32 A 5,786 14,57 8,69E+04 7,46E+03 4,90E+03 7,21E+04 0,00E+00 5,30E+02 9,90E+03 9,00E+01 0,00E+00 N N 0,00E+00 2,60E+01 0,00E+00 2,85E+00
33 M 5,673 13,36 8,21E+04 7,00E+03 5,76E+02 1,09E+04 0,00E+00 5,00E+01 5,85E+03 P 0,00E+00 N N 0,00E+00 6,00E+01 0,00E+00 3,00E+00
34 S 5,823 12,75 1,53E+05 7,94E+04 0,00E+00 1,72E+05 4,01E+04 3,14E+03 1,16E+05 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 5,00E+01 2,30E+00 3,23E+00
35 A 5,670 22,46 2,85E+06 8,01E+06 2,68E+04 2,64E+06 1,35E+06 2,90E+03 2,48E+05 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,00E+00 4,21E+00
36 M 5,771 12,75 2,56E+06 3,46E+05 0,00E+00 3,79E+05 1,97E+05 5,70E+02 5,50E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,72E+00
37 S 6,176 27,55 3,04E+05 7,40E+04 4,69E+03 2,42E+06 1,67E+04 2,70E+02 7,28E+04 1,59E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,48E+00 4,09E+00
38 S 6,066 24,62 3,80E+05 1,54E+05 4,58E+04 7,23E+05 3,10E+04 2,50E+02 1,41E+05 6,00E+01 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,00E+00 4,45E+00
39 S 6,286 28,14 1,37E+05 9,68E+04 1,38E+03 3,86E+05 8,45E+02 1,40E+02 3,32E+04 2,10E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 2,90E+00
40 R 6,291 1711 1,40E+05 2,97E+05 4,77E+02 6,04E+05 4,52E+03 1,70E+02 4,10E+03 4,05E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,36E+00
41 Pr 6,275 17,22 4,82E+05 4,25E+05 7,50E+02 1,15E+06 7,52E+04 1,90E+02 8,45E+03 1,73E+03 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,72E+00
42 S 6,177 15,24 7,02E+05 3,86E+05 1,37E+04 1,22E+07 2,17E+04 0,00E+00 1,10E+05 1,48E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 4,26E+00
43 A 5,866 19,34 1,04E+07 7,31E+05 2,00E+04 2,62E+07 2,95E+04 0,00E+00 6,66E+05 3,24E+02 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 4,91E+00
44 S 6,165 14,73 2,56E+05 2,68E+05 5,56E+03 1,29E+05 2,01E+05 0,00E+00 2,80E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 4,09E+00
45 S 6,180 16,43 5,53E+07 9,10E+04 2,57E+03 9,77E+04 8,67E+05 3,30E+02 1,75E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,49E+00
46 S 6,151 15,30 9,76E+03 3,62E+03 2,99E+03 4,32E+03 3,96E+02 0,00E+00 1,60E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 2,35E+02 2,48E+00 4,33E+00
47 M 5,878 11,90 8,19E+04 1,73E+05 6,35E+02 8,13E+04 1,06E+03 0,00E+00 3,85E+03 7,10E+01 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,34E+00
48 Ro 5,716 14,73 3,23E+04 1,05E+04 1,08E+03 1,70E+04 9,12E+02 0,00E+00 1,03E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,83E+00
49 S 6,328 10,32 1,33E+05 5,15E+05 1,20E+04 1,17E+05 6,62E+04 0,00E+00 2,16E+05 6,00E+01 P N N 0,00E+00 0,00E+00 2,30E+00 4,06E+00
50 A 6,100 13,36 1,46E+06 3,50E+04 1,49E+05 2,07E+05 3,20E+05 3,65E+03 1,99E+06 1,44E+02 0,00E+00 N N 1,00E+01 0,00E+00 3,23E+00 3,67E+00
51 M 6,376 10,93 2,03E+04 2,32E+06 2,30E+03 9,40E+03 8,19E+03 8,00E+01 3,83E+04 2,00E+01 P N N 0,00E+00 0,00E+00 2,70E+00 3,76E+00
52 S 6,223 14,66 7,82E+04 7,24E+04 0,00E+00 1,59E+06 3,85E+04 1,62E+03 1,35E+05 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 2,30E+00 3,51E+00
53 M 5,618 14,07 1,72E+05 8,66E+03 1,89E+03 5,564E+05 3,58E+03 3,00E+01 4,57E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 1,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,30E+00
54 R 6,332 12,90 3,32E+04 1,23E+05 0,00E+00 7,20E+03 6,24E+04 5,70E+02 2,85E+05 2,40E+01 P N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 4,10E+00
55 A 5,825 16,41 1,21E+05 4,28E+05 0,00E+00 1,29E+05 3,34E+03 7,00E+01 2,94E+05 1,40E+01 P N N 1,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 2,90E+00
56 S 6,132 14,07 1,60E+03 2,44E+03 1,30E+02 1,45E+03 1,60E+03 0,00E+00 1,00E+03 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,93E+00
57 R 6,401 11,14 1,04E+05 1,44E+03 2,80E+01 1,46E+03 4,48E+03 0,00E+00 2,20E+03 8,80E+01 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,23E+00
58 A 5,790 18,76 2,56E+04 7,49E+04 0,00E+00 4,40E+02 2,70E+04 0,00E+00 1,65E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 4,37E+00
59 S 6,068 17,00 5,89E+04 8,07E+04 3,40E+02 1,12E+03 3,27E+04 0,00E+00 3,03E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 1,30E+03 0,00E+00 4,71E+00
60 A 5,933 14,07 1,73E+02 9,06E+03 1,02E+04 9,20E+03 7,54E+02 8,00E+01 3,13E+04 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,88E+00
61 S 5,581 15,83 3,53E+02 2,84E+03 2,60E+02 2,71E+03 3,44E+02 3,00E+01 6,85E+03 0,00E+00 0,00E+00 N N 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

A - Atum; S - Salméo; R - Robalo; V - Vieira; D - Dourada; M - Peixe manteiga; Ro - Rodovalho; Pr - Pregado; P - Presente; N - N&o presente
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Resumo

Em Portugal, nos ultimos anos tém aumentado o ndmero de restaurantes tradicionais
japoneses. Estes restaurantes podem revelar algumas questdes de seguranca alimentar
caso os planos de HACCP néo sejam bem delineados e as boas praticas de higiene ndo

sejam devidamente implementadas e executadas.

O pescado fresco € muito susceptivel a deterioragdo. O objectivo deste estudo consistiu
em conhecer a microbiota deteriorativa e patogénica e algumas caracteristicas fisico-
quimicas das refeicbes de Sashimi servidas em diversos restaurantes no Norte de

Portugal, avaliando a sua qualidade e seguranca sanitaria para o consumidor.

Neste estudo foi realizada a recolha de 61 refeicbes de Sashimi em 23 restaurantes
tradicionais japoneses do Norte do pais. Foram efectuadas as determinagdes
microbioldgicas de micro-organismos mesoéfilos e psicotréficos, Enterobacteriaceae,
Bactérias do acido latico, Pseudomonas spp., Shewanella putrefaciens, Photobacterium
phosphoreum, Coliformes totais, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Listeria spp.,
Listeria monocytogenes, E. coli, Clostridium spp., Clostridium perfringens, Bacillus
cereus, Vibrio spp. e Bolores) e fisico-quimicas (pH e ABVT).. Os indices quimicos
revelaram um bom grau de frescura do pescado utilizado na preparacao das refeicdes de
Sashimi. Contudo, de acordo com os resultados microbioldgicos 64% das 61 refeicdes
analisadas foram classificadas como insatisfatorias. Contribuiram para esta situagéo, os
teores de Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, Bolores, Mesdfilos, Bacillus
cereus e Leveduras. Numa amostra detectou-se presenca de Listeria spp., ndo se tendo
contudo detetado Listeria monocytogenes. Os resultados obtidos com este trabalho sdo

indicativos de falhas de higiene na preparagéo das refei¢fes de Sashimi.

Neste trabalho foram ainda realizados inquéritos aos responsaveis de 23 restaurantes em
estudo, dos quais apenas 16 se mostraram disponiveis para responder. Das varias
questBes efetuadas, destacamos a referéncia as vantagens na utilizagdo de pescado
fresco, cujos inquiridos referiram preferir a sua utilizacdo em detrimento do pescado
congelado, pois consideram que o pescado fresco apresenta um melhor sabor, qualidade,
textura e cor. Ao nivel do sistema de HACCP consideram que o ponto de Controlo
Critico é a refrigeragdo com 47% das respostas, tendo-se concluido que 35% dos

inquiridos ndo sabem qual é o PCC e, em alguns casos, até nem o que € o plano de



HACCP. Este facto revela a necessidade de implementacdo e melhoria nos sistemas de
autocontrolo nestes tipos de estabelecimentos de forma a salvaguardar a seguranca das
refeicOes de pescado cru para o consumidor.

Palavras-chave: Sashimi, Pescado cru, Seguranca alimentar, Analises microbiologicas,
HACCP.



Abstract

The number of traditional Japanese restaurants has increased greatly in Portugal in
recent years. These restaurants not only reveal some food safety issues related to
HACCP plans if not well defined but also to improperly implemented and enforced

healthy hygienic practices.

Seeing that fresh fish is very likely to decay quickly, the aim of this study was to
identify both microbiota and some physicochemical properties in the Sashimi meals
served at several restaurants in the north of Portugal and assess the health and safety for

consumers.

This study examined sixt-one Sashimi meals served at twenty-three traditional Japanese
restaurants in the north of the country. Microbiological determinations were performed
such as physicochemical properties, deteriorative and pathogenic microbes. Chemical
indices (pH and TVB-N) revealed a good degree of freshness in the fish used when
preparing Sashimi meals. However, according to the microbiological results, 64% of the
sixty-one meals analyzed were classified as unsatisfactory. Enterobacteriaceae,
Staphylococcus Aureus, Bacillus Cereus, mesophilic, moulds and yeasts contributed to
this analysis. One sample detected Listeria sp. whose results are indicative of hygiene

problems in the preparation of Sashimi meals.

The study established that only 16 out of the 23 restaurants reviewed were available to
respond to this survey. Despite the disadvantages of using fresh fish, restaurant officials
prefer its use in detriment to frozen fish since fresh represents better quality in flavour,
texture, and colour. The HACCP considers that the critical control point relates to
chilling with 47% of responses, thus concluding that 35% of respondents do not know
what PCC is and in some cases, they do not know what the HACCP plan is.

Keywords: Sashimi, raw fish, food security, microbiological analysis, HACCP
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