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Abstract

This report provides theoretical support and a summary of the activities carried
out during the internship at La Gondola. This internship lasted 8 months, with the main
objectives being familiarization with the industrial environment of a canning factory and
processing of tuna as well as the entire production process and inclusion in a work

environment in a quality control laboratory of a canning and processing company.

There is a growing concern for humans to feed themselves in a healthy way
and with safe foods that are free of substances capable of causing some kind of
disease or malaise. This concern is also taken by industries that are constantly evolving
to be able to provide food with high quality and safety. To this end, there are strict
measures and plans that aim to guarantee the safety and quality of the final product,
not only by evaluating it at the end of production, but also by constant control during all
stages of processing. An example of a plan that most industries adopt is the Hazard

Analysis and Critical Control Points (HACCP) system.

There are also several national, European and worldwide organizations whose
main objective is to regulate and control various parameters (biological, chemical,

physical and organoleptic) that ensure that food is safe for the consumer.

Routine analyses have been introduced in the industries, with relatively rapid
results, so that they can control the quality of their products more rigorously. An
example of routine chemical analysis is the histamine analysis, which can be used as

an indicator of the quality of certain foods, such as fish, meat and cheese.

Histamine is a biogenic amine, being synthesized through the amino acid
histidine, under the action of L-histidine decarboxylase, being a mediator of

anaphylactic reactions.

It should be noted that histamine is very heat stable, which means that the
normal confection of fish or other food, and even its sterilization in the case of
preserved fish, is not sufficient for its elimination. Histamine poisoning is a worldwide
problem that occurs most often in countries where a large amount of fish is consumed.
Although it is a benign disease, it can cause symptoms such as facial flushing, urticaria,

edema, the gastrointestinal tract may also be affected as well as the nervous system.

Keywords:

Tuna, canned, amines, histidine, histamine, ELISA, HACCP, QIM, food

poisoning, food safety.
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Resumo

O presente relatorio serve de apoio tedrico e resumo das atividades
desenvolvidas durante o estagio realizado na empresa de conservas La Gondola. Este
estagio teve duracdo de 8 meses, tendo como principais objetivos a familiariza¢cdo com
o0 ambiente industrial de uma fabrica de conservas e de transformacdo de atum bem
de como todo o processo produtivo e insergdo em contexto de trabalho num laboratério

de controlo de qualidade de uma empresa de conservas e de transformacéao de atum.

Cada vez existe uma maior preocupacao por parte da populacdo em geral em
se alimentar de forma saudavel, com alimentos seguros e que sejam isentos de
substancias capazes de provocar algum tipo de doenca ou mal-estar. Esta
preocupacdo € também tomada por parte das industrias alimentares, que se
encontram em constante evolugdo para conseguirem disponibilizar alimentos com
elevada qualidade e seguranca. Para tal, existem medidas e planos rigorosos, que
tém como finalidade garantir a seguranca e qualidade do produto final, ndo s6 pela
avaliacao deste no final da producdo, mas também pelo controlo constante durante
todas as etapas de processamento. Um exemplo de plano que grande parte das
industrias alimentares adota € o sistema de HACCP (Hazard Analysis and Critical

Control Points).

Existem ainda varias organiza¢des nacionais, europeias e mundiais que tém
como principal objetivo regulamentar e controlar varios parametros (biolégicos,
guimicos, fisicos e organoléticos) que garantam que o alimento € seguro para o
consumidor.

Nas industrias foram introduzidas analises de rotina, com possibilidade de
obtencdo de resultados rapidos e claros, para que estas possam fazer um controlo
mais rigoroso da qualidade dos seus produtos. Andlises quimicas de rotina sao, por
exemplo, as analises de detecdo e quantificacdo de histamina, que se podem usar
como indicador da qualidade de certos alimentos, como pescado, carne e queijo.

A histamina € uma amina biogénica, sendo sintetizada através do aminoacido
histidina, sob agédo da L-histidina descarboxilase, sendo um mediador de reagbes
anafilaticas.

Importa referir que a histamina é bastante estavel ao calor, o que faz com que
a confecdo normal dos peixes ou outros alimentos, e mesmo a sua esterilizacdo no

caso das conservas de peixe, ndo seja eficaz na sua eliminacdo. O envenenamento
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por histamina é um problema a nivel mundial e ocorre mais frequentemente em paises
onde se consome muito pescado. Apesar de se tratar de uma doenca de caracter
benigno, pode provocar sintomas como, ruborizagéo facial, urticaria, edema, o trato

gastrointestinal pode ser também afetado, bem como o sistema nervoso.

Palavras-chave: Atum, conservas, aminas, histidina, histamina, ELISA, HACCP,
QIM, intoxicacBes alimentares, seguranca alimentar.
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1.Introducao

Desde a antiguidade que a pesca do atum faz parte da cultura humana, ndo sé
como fonte de alimento, mas também como modo de vida, empregando centenas de
pessoas. Inicialmente a pesca era realizada pelos habitantes de pequenas povoacoes
costeiras, com recurso a pequenos instrumentos bastante rudimentares. Devido as
suas caracteristicas migratérias, a pesca do atum era uma atividade essencialmente
sazonal, dependente do ciclo de vida do peixe (Costa, 2013).

A vasta distribuicdo desta espécie pelos trés oceanos, especialmente por
aguas temperadas e tropicais, deu suporte a uma atividade de pesca massiva que
continua nos dias de hoje (Costa, 2013).

A grande variedade de espécies de tunideos e a qualidade da parte edivel
determinam o respetivo valor comercial. A pesca do atum, além de gerar um enorme
fluxo comercial, com o0s correspondentes interesses econémicos associados, criou
também uma importante industria de transformacdo de tunideos em conserva (a
principal industria de transformagé@o de pescado a nivel mundial). Devido a grande
demanda de matéria-prima para esta industria transformadora, houve a necessidade
de criar uma frota especifica, diretamente associada ao sector nos diferentes oceanos
para a captura e posterior transformagéo e comercializagdo (Suanzes-Carpegna,
2003).

As espécies de atum que se destinam a induUstria de conservas séo,
fundamentalmente, tropicais e s&o capturadas nos oceanos indico, Pacifico e Atlantico
Centro-Este. Entre as espécies mais capturadas encontram-se o albacora (Thunnus
albacares), também denominado atum de barbatanas amarelas, o gaiado ou skipjack
(Katsuwonus pelamis), o patudo ou bigeye (Thunnus obesus), e, em muito menor
escala, o voador ou bonito-do-Norte (Thunnus alalunga), de “carne” muito apreciada,
mas mais localizado no noroeste do Atlantico, encontrando-se circunscrito as frotas
de Espanha, Franca e Portugal, com caracteristicas essencialmente artesanais
(Suanzes-Carpegna, 2003).

Como referido anteriormente, o atum constitui o principal produto da indastria
conserveira tanto Unido Europeia (UE) como no resto do mundo, tendo sido registado
um aumento constante do seu consumo nos Ultimos anos. A grande procura deste
produto, o grande nimero de paises que o capturam e transformam, a incidéncia que
esta procura teve nas capturas, o crescente recurso a utilizacdo de lombos de atum

congelados (facilitando desta forma o transporte do produto "Util para as
conserveiras), a diversidade de espécies, qualidades e precos, a internacionalizacao

e liberalizagdo do mercado, conjugada com a subsisténcia de acordos comerciais
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preferenciais contribuem, entre outros fatores, para criar uma complicada estrutura
gue torna o atual mercado do atum especialmente complexo (Suanzes-Carpegna,
2003).

No caso da UE, o atum representa quase 60 % da producéo total de conservas
de peixe, sendo Espanha, Franca e Portugal paises designados como produtores e
transformadores e Italia um grande pais transformador (Suanzes-Carpegna, 2003).

A Tailandia, Equador, Espanha, China e Indonésia sdo os cinco principais
exportadores de atum transformado e enlatado para o mercado global, sendo a
Tailandia o maior exportador (mais de 250 000 t em 2016) (FAO, 2017). A Tailandia
possui uma industria de conservas dindmica e converteu-se na principal poténcia
importadora a nivel mundial (407 000 t em 1993) a fim de abastecer a sua propria
industria, seguida pelo Japao (para peixe fresco e sashimi) e pelos EUA, para a sua
industria de conservas (Costa, 2013; Suanzes-Carpegna, 2003; FAO, 2017).

Na UE, Espanha e ltalia sdo os principais importadores de matéria-prima
(essencialmente filetes ou lombos). Franga constitui, por sua vez, o principal
exportador de matéria-prima da UE, seguindo-se Espanha, ambos com destino a
propria UE e aos EUA. No que toca a producgéo, a UE produz atualmente cerca de 350
000 t (dados de 2003) de conservas de atum por ano, tornando-se, assim, a principal
zona produtora de conservas de atum a nivel mundial (Costa, 2013; Suanzes-
Carpegna, 2003).

Na UE consomem-se anualmente cerca de 550 000 t de conservas de atum,
sendo a propria UE responsavel pelo abastecimento de mais 65 % e o restante
importado de paises terceiros. A transformacdo da produgdo comunitaria é
basicamente feita em quatro paises da comunidade. Espanha, com uma producéo de
175 000 t de conservas de atum, representa mais de 54 % da producao comunitaria,
seguida de Italia, com uma producao que ronda as 120 000 t, representando 28 %.
Franca produz cerca de 50 000 t, representando 14 %, e, por ultimo, Portugal, com
uma producao de 20 000 t, ou seja 6 % (Suanzes-Carpegna, 2003).

Tendo em conta todos estes dados, compreende-se a elevada importancia que
esta espécie de pescado tem na alimentacdo a nivel mundial e que sdo necessarias
medidas muito rigorosas, de forma a reduzir a possibilidade destes alimentos
provocarem doencas de origem alimentar. Para isso, existe atualmente um vasto
conjunto de normas e procedimentos nos quais estdo incluidas as boas praticas de
fabrico, sistemas de analise de perigos e pontos criticos e procedimentos
padronizados, que as empresas do sector alimentar devem seguir de forma a garantir
gue todos os produtos que saem da empresa em questéo possuem elevada qualidade

€ sejam seguros.
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Apesar das conservas serem uma das formas mais comuns de manter os
alimentos em seguranca e preservar 0 seu valor nutricional, sem adicdo de
conservantes, existem sempre riscos inerentes a possibilidade da matéria-prima
possuir algum agente toxico ou infecioso ou da introducdo de contaminantes durante
0 processamento. Para minimizar estes riscos para um nivel seguro, existem entao
diversas medidas de seguranca e de boas praticas de fabrico que todas as empresas
do setor alimentar devem seguir.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), uma doencga de origem
alimentar pode ser de natureza téxica ou infeciosa, consequéncia da entrada de
agentes patogénicos, através da ingestao de alimentos ou agua (ASAE, 2015).

Estas doencas de origem alimentar podem ser divididas em dois grandes
grupos, as infecbes alimentares e as intoxicacfes alimentares. As infecbes
alimentares ocorrem apos a ingestdo de um determinado alimento contaminado com
um microrganismo patogénico que tem capacidade de crescer no trato gastrointestinal.
Nestes casos, 0s sintomas surgem ap0s um periodo de incubacéo, que pode variar
entre algumas horas, dias ou até mesmo semanas, Visto ser necessario que o
microrganismo se multiplique.

As intoxicagOes alimentares decorrem da ingestdo de alimentos que contém
substéncias tdxicas, com origem no préprio alimento, de natureza microbiana ou
guimica (ASAE, 2015).

A contaminagdo dos alimentos pode surgir por via direta ou indireta. Uma
contaminacgdo direta ocorre quando a substancia toxica esta presente na matéria-
prima. Por outro lado, a contaminagéo indireta pode ocorrer durante o processamento,
manipulacdo ou preparacao do alimento para posterior armazenamento (Bronzwaer,
2008).
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2.Principais constituintes do pescado

A composicdo quimica do pescado varia muito de espécie para espécie
havendo mesmo variagbes dentro da mesma espécie dependentes da idade, sexo,
meio ambiente e estacdo do ano (Huss, 1995; Maulvault, 2009). Na tabela 1 podemos

observar as percentagens, genéricas, da composi¢cao quimica do pescado.

Tabela 1-Principais constituintes pescado (percentagem) (valores retirados de Mauvault, 2009)

Constituinte Quantidade (%)
Minimo Variagdo normal Maximo
Proteinas 6 16-21 28
Lipidos 0,1 0,2-25 67
Hidratos de carbono <0,5
Cinzas 0,4 1,2-15 105
Agua 28 66 - 81 96

Estas variacbes na composicdo quimica do pescado estdo intimamente
relacionadas com a sua alimentacdo, quantidade de alimento ingerido, movimentos
migratorios e ciclos reprodutivos (mais especificamente com a altura da desova). Os
peixes passam por periodos de fome, tanto provocados por razdes naturais como
fisiolégicas (migracdo ou desova), ou mesmo por razfes externas, como escassez de
alimento. Durante estes periodos, em que as reservas energéticas sdo todas usadas,
0S peixes apresentam menores percentagens dos macronutrientes principais
(proteinas e lipidos) nos seus musculos (Huss, 1995).

Durante os periodos de alimento abundante, em primeiro lugar regista-se um
aumento do teor de proteina no tecido muscular, sendo que este aumento esta
dependente da quantidade de proteina que tenha sido esgotada durante a migragao
e desova. De seguida, aumenta o conteudo lipidico. A fracéo lipidica é a que apresenta
maiores variacdes. E também através do local de armazenamento dos lipidos que é
possivel fazer a distincdo entre peixes magros e peixes gordos, 0s peixes magros sao
0s que armazenam os lipidos apenas no figado, por outro lado, os peixes gordos
armazenam os lipidos em adipdcitos distribuidos noutros tecidos corporais (Huss,
1995).

As espécies magras tipicas sdo por exemplo, o bacalhau, o escamudo e a
pescada. As espécies gordas incluem peixes pelagicos como o arenque, a cavala, o

atum e o salmao.
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O conteldo lipidico dos filetes dos peixes magros é baixo e estavel, enquanto
o0 conteudo lipidico dos filetes de espécies gordas varia consideravelmente. No
entanto, a variacdo na percentagem de gordura reflete-se na percentagem de agua,
uma vez que a gordura e a gua constituem normalmente cerca de 80 % do filete
(Huss, 1995; Maulvault, 2009).

A quantidade de lipidos e a sua distribuigdo influencia também as alteragbes
que ocorrem post-mortem. As mudangas que ocorrem no peixe fresco magro podem
ser previstas com base no conhecimento de rea¢des bioquimicas na fracao proteica,
enquanto em espécies gordas as mudancas nas fracdes lipidicas devem ser incluidas.
Neste Ultimo caso uma das consequéncias € a diminuicdo do tempo de
armazenamento devido a oxidacao de lipidica (Huss, 1995).

O teor de hidratos de carbono no musculo dos peixes € muito baixo,
normalmente abaixo de 0,5 %. Isto é tipico para 0 musculo estriado, onde os hidratos
de carbono ocorrem na forma de glicogénio e como parte dos constituintes quimicos
dos nucledtidos. Esta ultima é a fonte de ribose libertada como consequéncia das
alteracdes autoliticas post-mortem (Huss, 1995).

Para além dos principais macronutrientes ja referidos, que constituem cerca de
98 % do total da fracdo edivel dos peixes, estes possuem ainda na sua composi¢ao
sais minerais, compostos azotados e vitaminas, que constituem os restantes 2 %
(Huss, 1995).

Os compostos azotados podem ser divididos em compostos sollveis em agua,
compostos de baixo peso molecular, e azoto (referido ao azoto de natureza nao
proteica). Esta fracdo NPN (azoto néo proteico) constitui entre 9 a 18 % dos compostos
nitrogenados totais nos teledsteos (Huss, 1995).

Os principais componentes desta fracdo sdo bases volateis, tais como
amoniaco e 6xido de trimetilamina (TMAO), creatina, aminoéacidos livres (arginina,
lisina, histidina, prolina, etc.), nucleétidos e bases de purina (e, no caso de peixes
cartilagineos, ureia) (Huss, 1995).

A quantidade de vitaminas e minerais € tipica de cada espécie e pode variar
com a estacdo do ano. Em geral, o musculo do pescado é uma boa fonte de vitaminas
B e, no caso das espécies gordas, também das vitaminas A e D (Huss, 1995;
Maulvault, 2009).

Relativamente aos minerais, 0 musculo de peixe é considerado uma valiosa
fonte de calcio e fosforo, mas também de ferro, cobre e selénio. Os peixes de agua

salgada tém um alto teor de iodo (Huss, 1995; Maulvault, 2009).
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3.Alteracoes post-mortem no pescado

O musculo do pescado possui quantidades apreciaveis de glicogénio,
fosfocreatinina e adenosina 5'-trifosfato (ATP), a quantidade destas substancias no
momento da captura/morte € dependente do nivel de esforco exercido pelo peixe
durante a sua captura e abate (Anibal, et al., 2007; Nunes, et al., 2007).

Logo apds a captura/morte do pescado, comecam a ocorrer alteracdes a nivel
autolitico, quimico, microbiol6gico e sensorial (Anibal, et al., 2007).

Os processos de autélise, que sao processos de autodestruicdo/morte celular,
iniciam-se logo apoés a captura e abate. Na maioria destes processos estéo envolvidas
substancias que derivam da metabolizacdo do azoto, por exemplo, o éxido de
trimetilamina (TMAOQ), que € um agente osmorregulador em peixes (Anibal et al., 2007;
Nunes et al. 2007).

Este composto pode ser transformado em trimetilamina (TMA), através da acao
bacteriana, sendo o TMA usado como um indicador quimico de frescura do pescado
(Norma NP 1841, 1991). O TMAO pode também ser convertido em dimetilamina
(DMA) e formaldeido (FA), por influéncia enzimatica. Outra amina biogénica produzida
durante os processos de deterioracdo é a histamina. Esta amina biogénica, se
presente, acima de uma certa concentracdo sistémica, pode torna-se toxica
provocando em algumas situagfes, vomitos, diarreias, dores abdominais, dores de
cabeca e reacgles alérgicas cutaneas (Huss et al., 2004).

As alteragfes quimicas que ocorrem durante a deterioracdo sdo geralmente,
ao nivel da fracao lipidica do pescado, quando esta entra em contacto com o oxigénio.
Esta fragdo sofre entdo reagBes de oxidacdo e hidrolise, as quais resultam na
producéo de substancias responsaveis pela rancidez e por sabores desagradaveis, os
off-flavors (Huss et al., 2004).

Grande parte das alteragfes da qualidade do pescado sé&o consequéncia da
actividade de microrganismos, ou specific spoilage organisms (SSO), nomeadamente
Shewanella putrefaciens, Vibronaceae, Enterobacteriaceae, Photobacterium sp.,
Halococcus sp. e Halobacterium sp. (Huss, 1995).

A deterioracdo do pescado é acelerada quando a carga microbiana é elevada
(em termos de SSO) (Teixeira, 2012).

No que diz respeito as sensacles percebidas através dos sentidos, as
alteracbes sensoriais como, aparéncia, odor, textura, sabor, as alteracdes da
gualidade do pescado sao percebidas “a olho-nu” algum tempo apds a captura. Destas
alteracdes, a mais caracteristica € o aparecimento do rigor mortis, que pode ser

definido como um periodo transitério de rigidez muscular, que se segue a morte do
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individuo. O inicio e a duracdo do periodo de rigor mortis varia consoante a espécie e
as condicbes ambientais a que 0s peixes em causa estdo expostos (Anibal et al.,
2007).

Existem espécies em que esta alteracdo ocorre imediatamente a seguir a
morte, enquanto noutras pode demorar mais de 20 horas a ocorrer. Em relagéo a
duracgdo do rigor mortis, pode durar poucas horas (1 a 2 horas) ou até mais de 100
horas, em algumas espécies. De qualquer forma, € geralmente aceite que quanto
maior for a temperatura ambiente, mais rapidas serdo as fases anteriormente descritas
(Huss, 1995).

De um modo geral, o corpo dos peixes perde gradualmente o brilho e a
pigmentagao viva inicial tornando-se bago e descolorado. Os olhos tornam-se chatos
e concavos e a pupila negra viva no centro de uma cérnea transparente passa a
cinzenta rodeada por uma cornea opaca ou leitosa. As guelras, de cor vermelha, sem
muco e com cheiro a algas marinhas logo ap6s a captura, tornam-se acastanhadas,
rodeadas por um muco opaco e espesso e desenvolvem um odor a rango (Teixeira,
2012).

Outros aspetos da qualidade sensorial, como por exemplo o muco cuténeo, a
consisténcia da carne ou o cheiro, sdo avaliados em fungéo de critérios especificos de
cada grupo de produtos de pescado, como ja foi referido. As alteracdes descritas
anteriormente tém lugar quase em simultaneamente, mas sdo mais importantes em
determinados periodos: inicialmente o processo de autdlise é dominante, enquanto a

atividade bacteriana € mais importante no final (Anibal et al., 2007).

4.Aminas biogénicas

Do ponto de vista organico, as aminas biogénicas, sdo compostos basicos
azotados, onde um, dois ou trés atomos de hidrogénio do grupo amoénia foram
substituidos por grupos alquilo e arilo, e cuja formacédo resulta essencialmente da
descarboxilacdo enzimatica dos aminoacidos livres e da transaminacéo dos aldeidos
e cetonas (Chong et al., 2011). Estes compostos séo bases organicas com baixo peso
molecular que ocorrem naturalmente em microrganismos, plantas e animais como
consequéncia do seu metabolismo (Rodriguez et al., 2014; Merline et al., 2015). Este
grupo particular de aminas sao designadas por aminas biogénicas devido a sua origem
biologica e podem ser classificadas do ponto de vista estrutural como alifaticas

(putrescina, cadaverina, espermina e espermidina), aromaticas (tiramina e
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feniletilamina) e heterociclicas (histamina e triptamina) (Gomes et al., 2014; Rodriguez
et al., 2014; Eom et al., 2015).

A biossintese das aminas por descarboxilacdo dos aminoacidos livres pode
ocorrer por duas vias bioquimicas: via endogena, através de descarboxilases
naturalmente presentes nos alimentos, ou via exdgena, através de descarboxilases
libertadas por microrganismos associados aos alimentos. A producao endégena de
aminas é insignificante quando comparada com a exdgena (Novella-Rodriguez et al.,
2000; Rodriguez et al., 2014; Lee et al., 2015).

Estes microrganismos podem constituir a microbiota caracteristica do alimento
ou podem ser introduzidos antes, durante ou ap0s 0 seu processamento. A
concentracdo e formacdo de diferentes tipos de aminas estdo diretamente
relacionadas com a natureza dos alimentos e do tipo de microrganismo neles
presentes. Em alimentos frescos, as aminas biogénicas estdo, normalmente,
presentes em baixas concentragfes ou ndo sdo detetadas. No entanto, em alimentos
de origem animal, como peixe, carne, ovos, queijos e alimentos fermentados, podem
estar presentes em concentragdes mais elevadas capazes de induzir intoxicagdes
guimicas, devido ao seu rapido aumento no processo post-mortem dos animais. No
caso dos alimentos em questdo se tratarem de pescado, 0 envenenamento por
histamina, é 0 mais comum e significativo sendo designado por envenenamento
escombroide, historicamente conhecido por sua associagdo com a ingestéo de peixe
na familia Scombridae, que inclui atum e sardinha (Novella-Rodriguez et al., 2000;
Rodriguez et al., 2014).

A acumulacdo de aminas biogénicas nos alimentos depende entdo da
disponibilidade de aminoéacidos livres e da presenca de microrganismos com atividade
de descarboxilase. Além destes fatores, a formagdo de aminas depende ainda de
parametros intrinsecos e extrinsecos dos alimentos, tais como: temperatura, pH,
disponibilidade de oxigénio, disponibilidade de fontes de carbono, presenca de
vitaminas e coenzimas e concentracdo de hidratos de carbono fermentaveis (Novella-
Rodriguez et al., 2000; Rodriguez et al., 2014).

Os principais fatores que influenciadores da biossintese desses compostos sao
as condicbes de armazenamento, boas praticas de fabrico, a quantidade de
microrganismos com atividade de descarboxilase, a qualidade da matéria-prima e a
disponibilidade de aminoéacidos livres (Novella-Rodriguez et al., 2000; Rodriguez et
al., 2014).

A tabela 2 descreve as principais aminas biogénicas envolvidas nestes

processos, assim como 0s respetivos aminoacidos precursores.
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Tabela 2 - Principais aminas biogénicas e seus aminoacidos precursores (imagens retiradas de Gomes et al., 2013).

Aminas biogénicas Aminodcidos percursores
o
zN f’N
7 / OH
N LT HN
H HsN
Histamina Histidina
O
NHz
/©/\/ OH
HD HO NHE
Tiramina Tirosina
O
NH,
Feniletilamina Fenilalanina
8]
“»—0H
NH, NH
AN A 2
N N
H H
Triptamina Triptofano
0
HoN o~~~ HEN’\/\I)LOH
NH NH,
Putrescina Ornitina
o]
HZN\/\/\I)L
OH
HENM NHE NH,,
Cadaverina Lisina

4.1. Microrganismos produtores

Como ja referido, a producdo de aminas biogénicas requer a disponibilidade
de amino&cidos livres e aminoacidos descarboxilases sintetizadas por bactérias
(EFSA, 2011; Koohdar et al., 2011; FAO, 2013). A histamina é formada, em algumas
espécies de peixes, por microrganismos especificos, capazes de produzir a enzima
histidina descarboxilase (HDC), que catalisa a conversdo de histidina livre,
naturalmente presente em niveis elevados no musculo desses peixes, a histamina.
Tanto bactérias Gram-positivas como bactérias Gram-negativas podem produzir a

histidina descarboxilase, sendo que as formas das enzimas diferem (EFSA, 2011;
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FAO, 2013). Do mesmo modo, outras aminas biogénicas (putrescina, cadaverina e
tiramina) sdo sintetizadas por descarboxilases produzidas por bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

De acordo com a literatura cientifica consultada, as seguintes espécies sédo as
mais propensas a produzir histamina: Morganella morganii, Morganella
psychrotolerans, Photobacterium damselae, Photobacterium phosphoreum, Raoultella
planticola e Hafnia alvei (EFSA, 2011; Koohdar et al., 2011; FAO, 2013; Lee et al.,
2015).

Para os tipos de aminas biogénicas que ndo a histamina, véarias familias ou
géneros estdo envolvidos na sua producdo, como Enterobacteriaceae,
Pseudomonaceae, Lactobacillus, Enterococcus e Staphylococcus (EFSA, 2011; FAO,
2013).

Nos peixes, as bactérias produtoras de aminas biogénicas sao mais propensas
a estar presentes nas branquias, pele ou no trato gastrointestinal. A transferéncia
destas bactérias para o musculo do peixe, onde os aminoacidos livres estdo
presentes, leva ao desenvolvimento de aminas biogénicas. Esta contaminacdo pode
ocorrer através da migracao das bactérias presentes no trato gastrointestinal apos a
captura, ou através de rutura e derramamento de conteddo gastrico durante a
evisceracdo. Os microrganismos também podem ser transferidos da pele ou das
branquias durante o processo de captura/luta (Koohdar et al., 2011; Lee et al., 2015).
A quantidade de aminas biogénicas produzidas depende do nivel de aminoacidos
livres ja presentes, o que esta relacionado com as espécies de peixes e a quantidade
e atividade das descarboxilases. A quantidade de descarboxilases esta relacionada
ao numero de bactérias produtoras de descarboxilases transferidas para os peixes e
na medida em que se multiplicam (EFSA, 2011; Koohdar et al., 2011; FAO, 2013).

Yi-Chen Lee e a sua equipa de investigadores referem que, no caso do peixe-
leite (Chanos chanos) sujeito a secagem, a bactéria presente em maior quantidade e
com maior capacidade de producao de histamina era a Raoultella ornithinolytica, tendo
sido responsavel por um incidente de intoxicagéo alimentar, ocorrido em fevereiro de
2006, no sul de Taiwan.

No caso de alimentos obtidos por processos fermentativos, como os vinhos e
0S queijos, a presenca de aminas biogénicas pode ter origem na prépria matéria-
prima, resultado da atividade dos préprios microrganismos envolvidos no processo ou,
alternativamente, ter origem na atividade de microrganismos oportunistas capazes de
se desenvolver nas condicbes que o processo de maturacdo ocorre (Fernandes,
2001).
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Segundo Kordiovska et al. (2006), num estudo sobre a variacdo de aminas
biogénicas e microrganismos produtores, ao longo do tempo e de variacbes de
temperatura de conservacao, verificaram a existéncia de uma relacao direta entre a
cadaverina e a putrescina com a quantidade de microrganismos presentes, 0 que as
torna indicadores por exceléncia da qualidade do pescado.

De forma geral, a quantidade de bactérias presente no pescado armazenado
depende da contaminacao inicial da matéria-prima, assim como (e sobretudo) da
temperatura e periodo de armazenamento (Kordiovska et al., 2006).

4.2. Fatores que influenciam a producao de aminas

Muitas condi¢cdes podem afetar o crescimento de microrganismos produtores
de aminas biogénicas.

A temperatura € o principal determinante. As concentracbes de amina
biogénica dependem, portanto, da fungdo combinada entre o tempo e a temperatura:
tempos mais longos e temperaturas mais elevadas levara a um maior crescimento
microbiano e a uma maior formag&o de aminas biogénicas (Koohdar et al., 2011).

Outros fatores importantes podem ser envolvidos, incluindo pH, sal,
disponibilidade de oxigénio e competicdo com outros microrganismos.

A disponibilidade de oxigénio parece ter um efeito significativo na biossintese
de aminas biogénicas. Em condi¢cdes anaerdbicas, o Enterobacter cloacae reduz a
guantidade de putrescina produzida em cerca de 50 % e a bactéria Klebsiella
pneumoniae reduz significativamente a sua producdo de cadaverina, por outro lado
parece adquirir a habilidade de sintetizar putrescina. O potencial redox do meio
também influencia a producao de aminas (Karovicova et al., 2005).

Segundo Karovicova et al. (2005), um potencial redox baixo estimula a
producdo de histamina, visto que a histidina descarboxilase parece ser inativada ou
destruida pela presenca de oxigénio.

O pH influencia a producdo de aminas biogénicas na medida em que, a
atividade da descarboxilase € mais forte em ambiente &cido, sendo o pH 6timo entre
4,0 e 55. Além disso, nessas condicées, as bactérias parecem produzir essas
enzimas em maior quantidade como parte de seus mecanismos de defesa contra a
acidez do meio (Karovicova et al., 2005).

A presenca de cloreto de sodio estimula a atividade da tirosina descarboxilase
e inibe a atividade da histidina descarboxilase, ou seja, a sintese de tirosina é
favorecida enquanto a producédo de histamina € inibida. Para valores de cloreto de

sodio a 3,5 %, a capacidade da Lactobacillus buchneri para formar histamina é



FCUP
Estagio na Fabrica de Conservas La Gondola |23

parcialmente inibida e com valores de 50 % a sua formacdo é interrompida
(Karovicova et al., 2005).

O fator predominante na producdo de aminas biogénicas, apdés a
captura/compra do pescado, € a duracdo e a temperatura do armazenamento. A
formacdo de amino&cidos livres post-mortem e a sua rapida descarboxilacdo
dependem da temperatura, sendo desta forma evidente que longos periodos de
armazenamento a temperaturas altas induzem ndo sé a producdo de aminas
biogénicas, como também a producao de amonia e outros compostos resultantes da
degradacéo do pescado (FDA, 2011).

A enzima envolvida na producdo de histamina, a histidina descarboxilase,
requer temperaturas acima dos 15°C, com uma temperatura 6tima de atuacédo de
30°C. Nos ambientes tropicais, onde o pescado é capturado em &guas com
temperatura que excedem em muito os 20°C, as condi¢des tornam-se favoraveis a
producdo de aminas biogénicas pelas bactérias descarboxilase positivas, havendo
assim uma necessidade evidente de, no minimo, manter o pescado refrigerado apds
a sua captura. Embora o crescimento bacteriano seja inibido a temperaturas entre O e
5°C, a atividade enzimatica ndo cessa, continuando assim a formagdo de aminas
(Gingerich, 1998; Morii et al., 2004).

A manutencado do pescado a temperaturas baixas durante todo o processo de
armazenamento constitui a medida mais eficiente para o controlo da producgéo de
aminas biogénicas. Todos o0s estudos realizados parecem concordar que o
armazenamento a 0°C ou a temperaturas inferiores limita a niveis pouco significativos
a formacéo de histamina (Huss, 1997; Morii et al., 2004).

O aumento de aminas biogénicas com a congela¢cdo é minimo na maioria dos
casos. Ensaios experimentais demonstraram que quando o pescado é descongelado,
0 aumento de aminas biogénicas é menor que quando comparado com o pescado
fresco mantido sob condi¢bes de temperatura idénticas, durante 0 mesmo periodo.
Este facto podera ser explicado pela reducdo da microflora durante o processo de

congelagéo resultante dos danos ocorridos no seu DNA (Bai et al., 2014).

4.3. Metabolismo/toxicologia das aminas biogénicas

As aminas biogénicas sdo necessarias em muitas funcdes fisiolégicas, como,
proliferacdo e diferenciacdo celular, regulacdo das fun¢des do nucleo, sintese de
proteinas, desenvolvimento cerebral, regulacdo e crescimento do sistema nervoso
(Hattori et al., 2017).
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Na maioria das pessoas, as aminas consumidas em doses considerada
“‘normais” através dos alimentos sdo metabolizadas muito rapidamente por enzimas
especificas, as monoamino-oxidases (MAQ), as diamino-oxidases (DAO) e a
histamina N-metiltransferase (HNMT). No catabolismo da histamina, a DAO é a
principal enzima responséavel pela eliminagédo da histamina extracelular, estando aqui
incluindo a ingestao de histamina derivada de alimentos, ou seja, é esta a enzima que
€ responsavel pela protecdo contra a histaminose ou intoxicacao histaminica (Prester,
2011).

A ingestdo de pescado jA& com algum grau de decomposicdo e,
consequentemente, com niveis elevados de histamina pode diminuir a capacidade de
desintoxicacdo da histamina por parte do organismo e causar sintomas clinicos de
intoxicacao por histamina, ou intoxicacdo escombridea. Por outro lado, em individuos
sensiveis, uma ingestéo dietética menor de histamina pode causar sinais clinicos de
intolerancia alimentar (Karovicova et al., 2005; Prester, 2011).

Nos seres humanos, a tiramina é catabolizada por enzimas MAO A e B. As
poliaminas dietéticas, como a putrescina, a espermidina e a espermina sao
catabolizadas por varias enzimas, como por exemplo, a poliamina-oxidase (PAO), a
DAO, a espermidina /espermina acetiltransferase e outras oxidases presentes no
intestino e no figado (Karovicova et al., 2005; Prester, 2011).

As aminas biogénicas, como tiramina, putrescina e cadaverina potenciam a
toxicidade da histamina devido a competicdo com enzimas responsaveis pala
metabolizacdo da histamina (Prester, 2011).

Na maioria das vezes sdo produzidos elevados teores de histamina antes dos
alimentos se apresentarem degradados ou com as propriedades organoléticas

alteradas (Karovicova et al., 2005).

4.4. Histamina

A histamina é considerada a amina mais toxica dos alimentos, exercendo o seu
efeito toxico por intermédio de trés tipos de recetores (H1, H2 e H3) presentes nas
membranas celulares. O envenenamento por histamina € uma intoxicagao alimentar
guimica, resultante da ingestdo de alimentos com niveis anormalmente elevados
desta amina (Prester, 2011).

Como referido anteriormente, a histamina presente nesses alimentos ocorre a

partir do aminoacido L-histidina, através de uma reacdo de descarboxilacdo
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enzimatica, levada a cabo por certas bactérias e catalisada pela histidina
descarboxilase (Tahmouzin et al., 2011; Mahusain et al., 2016).

As bactérias que estdo normalmente associadas a descarboxilagdo da
histamina pertencem a familia Enterobacteriacea, sendo as mais comuns, Morganella
morganii, Klebsiella pneumonia e Hafnia (EFSA, 2011).

A M. morganii é a principal bactéria produtora de histamina, esta desenvolve-
se melhor a pH neutro, mas o seu desenvolvimento pode também ocorrer na gama de
pH de 4,7 - 8,1 (Frank et al., 1987).

E importante salientar, que se houver producdo de histamina no peixe, o risco
de provocar doenga € muito elevado. Esta amina biogénica é resistente ao calor pelo
gue, mesmo que o peixe seja cozinhado, enlatado ou tratado a quente de qualquer
outra maneira, antes de ser consumido, a histamina néo é destruida (Alfama, 2009;
Tahmouzin et al., 2011).

Algumas espécies de peixes como o0s escombrideos, grupo ao qual pertence
0 atum, sdo mais comumente envolvidos nas intoxicagdes por histamina porque
possuem elevadas quantidades de histidina livre nos seus tecidos musculares, que
serve como substrato para a histidina descarboxilase, processo que ocorre durante a
decomposigéo do pescado (Mahusain et al., 2016).

O consumo de pescado pertencente a esta familia e de outros peixes marinhos
nao escombroides também pode resultar no envenenamento por histamina (Mahusain
et al., 2016).

Tal como ja foi descrito, os elevados niveis de histamina nestes peixes
normalmente sdo resultado de abusos de tempo/temperatura e de um incorreto
manuseamento por parte dos operadores. Para evitar que os valores de histamina
atinjam estes niveis, o peixe deve ser rapidamente refrigerado a uma temperatura o
mais proxima possivel de 0°C apdés a captura ou entdo congelado, devem também ser
seguidas as boas praticas de fabricacao e boas praticas de higiene durante o todo o
processamento (Tahmouzin et al., 2011; Mahusain et al., 2016).

O envenenamento por histamina € um problema a nivel mundial e ocorre mais
frequentemente em paises onde se consome muito peixe de espécies passiveis de
conter elevados niveis de histamina. Esta € uma doenca de caracter benigno, tendo
um periodo de incubagdo bastante curto (desde alguns minutos até algumas horas) e
a duracdo da doencga é normalmente curta (algumas horas). Os sintomas mais comuns
sdo cutaneos tais como ruborizacdo facial, urticaria, edema, sendo que o trato
gastrointestinal pode ser também afetado, bem como a nivel neurolégico (Huss, 1997).

No que se refere a seguranca alimentar, o nivel maximo de histamina permitido

em Portugal, segundo diretrizes da EU, é de 20 mg/100 g de amostra de pescado e 0
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método analitico de referéncia é a HPLC (Cromatografia liquida de alta performance)
(Huss, 1997; EFSA, 2011).

4.5. Mecanismo de acao

A histamina endbégena encontra-se armazenada em mastécitos e basdfilos,
sendo que os seus efeitos somente sdo observados, quando esta substancia é
libertada em grande quantidade em resposta a uma reacao alérgica. Neste caso, a
resposta € mediada por anticorpos (IgE), previamente ligados a superficie membranar
dos mastQcitos e capazes de, na presencga do respetivo antigénio, desencadear uma
série de eventos bioquimicos em cascata que levam a libertacdo da histamina e de
uma série de outros componentes armazenados conjuntamente. No caso da origem
exogena de histamina, em grandes quantidades, esta exerce os seus efeitos ligando-
se aos recetores especificos presentes nas membranas celulares dos sistemas
respiratorio, cardiovascular, gastrointestinal e hematolégico/imunologico e na pele
(Karovicova et al., 2005; FAO, Criado et al., 2010).

Estes recetores podem ser de trés tipos, H1, H2 e H3. Os sintomas mais
comuns verificam-se a nivel do sistema cardiovascular, entre os quais, dilatacdo de
vasos sanguineos periféricos, capilares e artérias, resultando em hipotenséao, rubor e
dor de cabeca. A nivel do sistema gastrointestinal, normalmente verifica-se a
contracao induzida por histamina da musculatura intestinal lisa, mediada por recetores
H1, o que pode explicar as colicas abdominais, diarreia e vomitos. A secrecao de acido
gastrico é regulada pela histamina através dos recetores H2 localizados nas células
parietais. A dor e o prurido associados as lesbes urticarias podem ser devidas a
estimulacdo sensorial e neuronal motora através dos recetores H1. Sobre os recetores
H3, pensa-se serem responsaveis pela regulacdo da sintese e libertagéo de histamina
a nivel do sistema nervoso central (Karovicova et al., 2005; Criado et al., 2010; FAO,
2013).

Os seres humanos metabolizam a histidina em acido urocénico através da
atividade da L-histidina amoénia-liase, podendo formar glutamato e posteriormente o a-
cetoglutarato, que entra no ciclo do acido citrico, ou pode dar origem a histamina
através da atividade da histidina descarboxilase (Criado et al., 2010; FAO, 2013).

Formada a histamina, ou ingerida através da alimentagdo, existem duas
formas de metabolismo desta amina no corpo humano. No ciclo do azoto o imidazol é
metilado pela histamina N-metiltransferase dando origem ao composto N-metil-

histamina, que é posteriormente, oxidado pela monoamino-oxidase em &cido N-
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metilimidazol acético. Esta enzima € muito seletiva na desintoxicacdo de histamina e
envolve a S-adenosilmetionina como dador do grupo metilo. A histamina é entdo
oxidada pela diamino-oxidase em acido imidazoleacético, que se liga a ribose. A N-
metilacdo é o principal mecanismo responsavel pelo término das acdes
neurotransmissoras da histamina no cérebro, sendo também a principal via para o
metabolismo da histamina no epitélio brénquico (Karovicova et al., 2005; Criado et al.,
2010).

A histamina também é convertida em acetil-histamina inativa no intestino,
presumivelmente, por enzimas bacterianas (Karovicova et al., 2005; Criado et al.,
2010).

O rim humano apresenta uma capacidade consideravel para remover a
histamina do sangue. Quando a individuos saudaveis foi administrada, por via
intravenosa, uma certa quantidade de histamina, grande parte foi metilada pelo rim e
excretada na urina e uma menor proporgcdo foi excretada inalterada na urina
(Karovicova et al., 2005; Criado et al., 2010).

4.6. Apresentacao clinica

Os humanos podem tolerar até cerca de 180 mg de histamina, administrada
oralmente, sem que se verifiquem efeitos visiveis. No caso de administracao
intravenosa, apenas 0,007 mg de histamina é suficiente para aumentar a frequéncia
cardiaca e provocar vasodilatacdo. Esta diferenca observada sugere-nos que a
histamina nédo é eficientemente absorvida a partir do trato gastrointestinal (FAO, 2012).

A gravidade dos sintomas varia de acordo com 0s niveis de histamina ingerido
e também da sensibilidade do individuo a esta amina. Algumas das manifestacdes
descritas incluem sensacao de queimadura na lingua, associadas a um sabor metalico
e picante e irritacdo cutaneas (Hungerford, 2010). A contragcdo do musculo liso do
intestino provoca cdélicas abdominais, diarreia e vémitos, sendo alguns dos sinais
clinicos mais vulgares num caso de intoxicagdo por histamina (Karovicova et al., 2005;
FAO, 2012).

Em termos neurolégicos, a histamina estimula através dos recetores H1, os
neuronios motores e sensoriais, originando a sensagéo de dor e comichdo presentes
em casos de urticaria, igualmente presente (Karovicova et al., 2005; FAO, 2012).

A cadaverina e a putrescina, presentes em peixes deteriorados, podem
funcionar como potenciadores da toxicidade da histamina, pois estas aminas
biogénicas inibem importantes enzimas no processo de degradacdo da histamina
(Rodriguez et al., 2014).
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A intoxicacdo escombroide nos peixes € um tipo de intoxicacdo alimentar com
sintomas e formas de tratamento semelhantes as alergias associadas ao marisco
(Prester, 2011).

4.7. Limites legais

Segundo a Food and Drug Administration (FDA) estabeleceu-se um valor limite
de 500 mg/kg a partir do qual se considera que 0 peixe se encontra jA com algum grau
de deterioracdo (FDA, 2011).

Na Unido Europeia, através do Regulamento (CE) n® 1441/2007 de 5 de
Dezembro de 2007, foi estabelecido que para produtos da pesca de espécies de
peixes associadas a um elevado teor de histamina (em particular em espécies das
familias Scombridae, Scomberesocidae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae e
Pomatomidae) o intervalo compreendido entre 100 mg e 200 mg para hove amostras
(n), sendo que apenas duas amostras (c) podem apresentar valores dentro deste
intervalo.

O método de referéncia estabelecido para a andlise histaminica é a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (CE, 2007), utilizando o detetor UV
ou de fluorescéncia. As andlises devem ser efetuadas aos produtos quando estes sao
colocados no mercado durante o seu periodo de vida util (EFSA, 2011).

No caso de produtos de pesca que tenham sido submetidos a um tratamento
de maturagdo enzimética em salmoura, fabricados a partir de espécies de peixe
associadas a um elevado teor de histidina (em especial em espécies das familias
Scombridae, Scromberosocidae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae e
Pomatomidae), o mesmo regulamento estabeleceu o intervalo entre 200 mg e 400 mg
para nove amostras (n), sendo que apenas duas amostras (c) podem apresentar
valores dentro deste intervalo. O método de referéncia é igualmente a HPLC,
utilizando o detetor UV ou de fluorescéncia (Huss, 1997). As andlises devem ser
efetuadas aos produtos quando estes s&o colocados no mercado durante o seu
periodo de vida util (CE, 2007).

De acordo com este mesmo regulamento, os resultados serdo satisfatorios se
o valor médio das amostras for inferior ao minimo do intervalo do limite estabelecido,
sendo que, nenhum dos valores observados pode exceder o valor maximo permitido.

Os resultados obtidos seréo insatisfatorios se o valor médio exceder o limite
minimo ou mais do que c/n valores estiverem entre o intervalo de valores permitido ou

se um ou mais valores estiverem acima do limite maximo (CE, 2007).
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A Agéncia Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA) estabeleceu, em 2011,
uma ingestao diaria maxima de 50 mg de histamina e 600 mg de tiramina para adultos
saudaveis. No entanto estes valores podem ser reduzidos em caso de intolerancia. A
histamina e a tiramina séo consideradas as toxinas escombroéides mais toxicas e mais
relevantes (EFSA, 2011).

4.8. Histamina nos peixes

Em suma, o pescado e os produtos da pesca estdo frequentemente ligados as
intoxicacdes por aminas biogénicas (Rodriguez et al.,, 2014) e as espécies
normalmente associadas a estes episddios pertencentes a familia Scomberesocidae
(agulhdo) e Scombridae (tunideos e sardas) (FAO,2012).

Estes peixes caracterizam-se por serem naturalmente ricos em aminoacidos
livres no musculo, principalmente em histidina, que pode ser catabolizada por duas
vias metabdlicas no musculo do peixe: desaminagdo para obter acido urocénico ou
descarboxilagéo para formar histamina (Karovicova et al., 2005; Criado et al., 2010).
A primeira € a principal via em condi¢des fisiolégicas normais, porém em condi¢des
post-mortem e, no caso de haver contaminagao bacteriana, a descarboxilacdo pode
tornar-se a via mais significativa (Karovicova et al., 2005; Criado et al., 2010).

Segundo Bonnie Sun Pan et al. (1985), de 13 espécies de peixes migratdrios
observadas, todas de musculo escuro, em todas elas se registaram valores muito
elevados de histidina livre nos musculos. Os peixes de muasculo claro mostraram ter
niveis muito baixos de histidina na parte edivel (FAO, 1985).

Estes autores constataram ainda que os niveis de histamina variam de acordo
com a parte do corpo do peixe. Durante 15 dias, foi levado a cabo um estudo
envolvendo o gaiado (Katsuwonus pelamis) mantido em gelo; durante esse periodo
foram medidos os valores de histamina em diferentes sec¢des do peixe. No final, os
investigadores concluiram que os valores de histamina mais elevados foram
registados junto a cavidade abdominal, sendo que 0s mais baixos foram registados
junto & barbatana caudal (FAO, 1985).

Ainda segundo os mesmos autores, foi verificado que os valores de histamina
sdo muito mais elevados em cavalas inteiras do que em cavalas sem visceras. Apesar
do figado apresentar um contetdo mais baixo de histidina que os musculos durante o
armazenamento este produz histamina muito mais rapido que os musculos, podendo
aqui verificar-se uma relacéo entre o contetdo de histamina e evisceracdo do peixe
(FAO, 1985).
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Dentro destas espécies, os valores de histidina livre variam também consoante
a estacdo do ano. E durante o ver&o que se registam os valores mais elevados e no
inverno os mais baixos (FAO, 1985).

Parece ser consensual na comunidade cientifica que nos surtos provocados
por intoxicagdes associados a niveis elevados de histamina, esta é maioritariamente
de origem bacteriana, desta forma pode ser usada como critério de avaliacdo da
contaminagcdo e deterioracdo dos produtos de pesca (Karovicova et al., 2005;
Hungerford, 2010). No entanto, outras aminas biogénicas podem igualmente ser
utilizadas como indicadoras do grau de frescura e qualidade do pescado, visto que os
seus teores se alteram durante o processo de deterioragdo (Prester, 2011).

A producéo de cadaverina e putrescina durante o processo de deterioragdo do
pescado deve-se, presumivelmente, a enzimas bacterianas ndo envolvidas no
processo de descarboxilagdo da histidina.

Uma vez que a determinacao da histamina por si s6 nem sempre pode traduzir
de forma exata o estado de frescura do pescado, ndo funcionando nestes casos como
indicador da qualidade, foi estabelecido um indice quimico de qualidade para estimar
o nivel de degradagéo do atum fresco utilizado na elaboragéo das conservas. Este
indice é calculado com base nas concentragdes de histamina, putrescina, cadaverina
e espermina e espermidina, através da seguinte equacdo matematica (Karovicova et
al., 2005):

[Histamina] + [Putrescina] + [Cadaverina]
Index = — - ] em ppm
[Espermidina] + [Espermina]

5.Avaliacao da qualidade e seguranca do
pescado

O processo de decomposicdo do pescado é bastante complexo, tornando-se
muito dificil a utilizagéo de apenas um método para avaliagdo da sua qualidade. Assim,
0 mais comum é a utilizacdo combinada de varios métodos (Teixeira, 2012).

A qualidade do pescado pode ser determinada por diferentes fatores dos
quais se salienta o grau de frescura. Este pode ser avaliado através de métodos
fisicos, quimicos, microbiolégicos e sensoriais. Sendo o referido em ultimo o mais
utilizado devido a sua fécil execug¢édo e compreenséo, ndo requerendo a utilizacdo de

equipamentos ou de qualquer estrutura laboratorial e ndo danificando o pescado.
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Porém, este tipo de método exige pessoal treinado e apresenta um caracter
subjetivo (Anibal et al., 2007; Nogueira, 2012; Teixeira, 2012).

Para evitar esta subjetividade € usual a utilizacéo de tabelas de cotacéo,
previamente estabelecidas, numa tentativa de uniformizacao de critérios de
apreciacao. Estas tabelas devem ter também em consideracao os atributos que
melhor caracterizam as alteragcfes de cada espécie (Nogueira, 2012; Teixeira, 2012).

Os métodos fisicos, quimicos e microbioldgicos, apesar de serem bastante
objetivos revelam-se, na sua maioria, morosos, destrutivos, dispendiosos e nem
sempre traduzem as alteracbes do pescado tal como séo percecionadas (Nogueira,
2012; Teixeira, 2012).

5.1. Métodos sensoriais

Um dos mais recentes e utilizados esquemas de avaliagdo sensorial do grau
de frescura € o método do indice de qualidade (QIM), este tem como objetivo
ultrapassar as dificuldades surgidas na aplicacdo das tabelas da Unido Europeia. Este
método, que ultimamente tem merecido grande atencao por parte da industria de
processamento do pescado e do sector da comercializacdo, inspecéo e investigacgao,
foi desenvolvido em meados de 1980 na Tasmanian Food Research Unist (Anibal et
al., 2007; Sant'’Ana et al., 2011). O QIM foi desenvolvido, inicialmente, para peixe
inteiro armazenado em refrigeracdo e atualmente tem sido aplicado entre outros
produtos, a filetes e a peixe congelado (Teixeira, 2012).

Este método baseia-se na avaliacdo dos atributos sensoriais que melhor
traduzem as alteragfes post-mortem que sucedem no pescado, como por exemplo, o
aspeto da pele, a forma dos olhos e a cor das guelras. Para cada um dos atributos é
atribuido um conjunto de dois a quatro descritores que melhor refletem as alteragées
ocorridas. A cada um dos descritores é atribuida uma pontuagdo, designada por
pontos de demérito, que varia entre zero e trés. O facto de cada atributo poder ter dois
a quatro descritores marca uma das diferencas do QIM em relacdo as tabelas
tradicionais de avaliacdo do grau de frescura. Outra diferenca reside no facto serem
utilizados varios descritores especificos para cada produto. Além disso, o grau de
frescura do produto em causa ndo se baseia numa média, mas no nimero total de
pontos de demérito atribuido o qual é designado por indice de qualidade. Os
descritores usados para identificar as alteracdes sdo, tanto quanto possivel
inequivocos, claros e breves, envolvendo normalmente apenas uma ou duas palavras-

chave (Anibal et al., 2007; Nunes et al., 2007).
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Os descritores correspondentes ao estado de maior frescura sdo pontuados
com zero, enquanto os respeitantes aos estados de degradacdo mais avancados sao
cotados com dois ou trés. O indice de qualidade maxima do peixe fresco é zero e vai
aumentando a medida que a deterioracdo prossegue. Assim, a curva tedrica de
evolucdo dos pontos de demérito inicia-se em zero e 0 maximo € atingido quando o
produto é rejeitado, recorrendo-se normalmente, a andlise sensorial do peixe cozido
para definicdo do ponto de rejeicdo aquando da elaboracdo da tabela QIM (QIM-
Eurofish, 2012; Teixeira, 2012).

Na tabela apresentada de seguida, podemos observar os descritores utilizados
para peixes azuis, grupo do qual o atum faz parte (Anibal, et al., 2007; Nunes, et al.,
2007).

Tabela 3- Parametros e critérios para cotacdo de frescura de peixes azuis (e.g.atum, verdinho, arenque, sardinha,
sarda e cavala, anchovas) (Regulamento (CE) n° 2406/96 do Conselho, de 26 de Dezembro) (Anibal et al., 2007).

Critérios
Categoria de frescura
Extra A B N&o admitidos
Pigmentacdo viva, -
. Perda de brilho; cores .
cares vivas, ) R Baca, sem brilho, . . ) .
brilhantes, irisados; | o bacas, menos cores deslavadas; Pigmentacdo muito bacz,
Pele diferenca ,nitida en‘t,re diferenca entre ele plissada uai‘ldo pele a destacar-se da
168 superficie dorsal e pele p q carne
superficie dorsal e ventral se dobra o peixe
ventral
Muco Agquoso Cinzento amarelado
cutaneo q ! Ligeiramente turvo Leitoso '
transparente opaco
Consisténcia . . . o .
da came Muito firme, rigida Bastante rigida, firme | Ligeiramente mole Mole (flacida)
Prateados, )
ligeiramente tingidos Escurecimento e
Opérculos Prateados d% vermelho nug de extravasagtes Amarelados
sanguineas extensas
castanho
Convexo e ’
R Chato; pupila
Convexo, abaulado; | ligeiramente enevoada: Céncavo no centro:
pupila azul-preto encovado; pupila -~ i o
Olho vivo. “paloebra’ escura’ comea extravasacbes pupila cinzenta; cornea
+ palp R sanguineas a volta do | leitosa
transparente ligeiramente olho
opalescente
Vermelho vivo a Cor menos viva, mais =
N e o Em descoloragio; i .
Guelras puarpura por todo o palida nos bordos; MUCO ODACO Amareladas; muco leitoso
lado; sem muco muco transparente P
Cheiro das | A algas marinhas Auséncia de cheiroa | Cheiro gordo, um Extremamente acre
guelras frescas, picante; algas marinhas; cheiro | pouco sulfuroso, a
iodado neutro toucinho rancoso ou a
fruta podre

5.2. Métodos quimicos

Apesar da avaliagéo sensorial constituir uma ferramenta muito importante para
avaliacdo da frescura de pescado, os métodos quimicos fornecem informacao
complementar, sendo possivel correlacionar a informacdo. As mudancas que ocorrem
no pescado, apés a sua morte, sdo dificeis de ser diferenciadas como sendo

consequéncia de atividades microbianas ou enzimaticas. A espécie do pescado bem
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como a classe e quantidade de substancias nitrogenadas disponiveis hos musculos
na forma de aminoacidos livres, peptideos simples, como anserina e glutationa, TMAO
(6xido de trimetilamina), creatina e taurina exercem um importante papel no
aparecimento de outros produtos de degradacdo, uma vez que a sua presenca
constitui um ponto de partida muito importante para a atividade dos microrganismos
(Teixeira, 2012).

Os métodos quimicos mais utilizados para a avaliagdo do pescado sdo: azoto
bésico volatil, o azoto de trimetilamina, o valor de K, andlises a aminoacidos livres,
histamina, piperidina, acidos organicos volateis, substancias redutoras volateis, entre

outros (Teixeira, 2012).

5.3. Métodos de detecdo das aminas

A determinacdo histaminica serve como indicador da qualidade e seguranca
de certos alimentos. Sendo por esse mesmo motivo de grande importancia a
investigacdo e desenvolvimento de métodos cada vez mais eficazes na sua
determinacgédo e quantificacao.

Existem ja diversos métodos para a identificacdo precoce e quantificacdo de
aminas biogénicas, que sdo utilizados de forma a antecipar da presenca desses
compostos, evitando casos graves de intoxicacdo. No entanto, considera-se que a
ocorréncia desses casos seja geralmente subestimada, ndo sé devido a
subnotificagcdo como também pelo erro no diagndstico (EFSA, 2011; Gomes et al.,
2014).

Aqui ira apenas ser feito um breve resumo dos tipos de testes mais utlizados,
no entanto, a frente no documento, sera descrito com mais pormenor o tipo de teste
utilizado durante o estagio.

Do ponto de vista analitico, a detecdo de aminas biogénicas nos alimentos,
pode ser uma tarefa complicada, pois estas substancias possuem estruturas quimicas
muito diferentes umas das outras e intervalos de concentracéo caracteristicos muito
variaveis (EFSA, 2011; Rodriguez et al., 2014).

A detecdo e quantificacdo destas aminas é uma operacao analitica complexa
devido a fatores como: forte polaridade dos compostos (0 que resulta numa maior
solubilidade em agua e menor nos solventes organicos geralmente usados),
complexidade das amostras, baixa concentracdo de aminas nos alimentos e presenca
de substéncias que possam interferir na determinacdo (tais como, aminoacidos
estruturalmente semelhantes ou presenca de aminas estruturalmente muito diferentes

no mesmo extrato). Os métodos analiticos baseiam-se na extracdo e derivatizacao
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das aminas, seguido da sua separacdo e quantificacdo. Aqui a extracao refere-se a
remocao das aminas da matriz alimentar com recurso a solventes organicos. O tipo
de solvente usado vai ser determinado com base nas caracteristicas do alimento em
guestdo e no tipo de amina que se pretende detetar (EFSA, 2011; Rodriguez et al.,
2014).

Existem diferentes métodos para esta determinagdo, entre os quais,
cromatografia em camada fina, cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta
performance, espectrofluorometria, PCR, ELISA e eletroforese. Destes referidos, as
técnicas cromatograficas sdo as mais utilizadas, principalmente a cromatografia
liqguida de alta performance (HPLC). Estes testes fornecem uma alta resolucgdo,
sensibilidade e versatilidade, além de manipulacdo simples de amostras (Lavizzari et
al., 2006; EFSA, 2011; Rodriguez et al., 2014).

5.3.1. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Este método analitico apresenta diversas vantagens em relagéo a outros, uma
vez que permite a detecdo de diversas aminas em simultaneo. Por essa razao tornou-
se 0 método de referéncia para a detegédo de histamina e outras aminas em alimentos
em diversos paises. O método permite separagfes e analise quantitativa de uma
grande variedade de compostos presentes em varios tipos de amostras em poucos
minutos com alta resolucéo, eficiéncia e detetabilidade (Lavizzari et al., 2006). A Unido
Europeia (UE) exige o uso de HPLC para a determinagdo de histamina em produtos
da pesca com finalidade regulatéria (CE, 2007; EFSA, 2011; Rodriguez et al., 2014).

5.3.2. Cromatografia em camada fina

Este € um método simples, eficaz e preciso para separagédo e detecdo de
aminas biogénicas em diferentes tipos de alimentos (Lazaro De La Torre et al., 2013).
E uma técnica de triagem utilizada em indUstrias e consiste na separacdo dos
componentes de uma mistura através da migracao diferencial numa fina camada de
adsorvente colocada numa superficie plana. E um método de execucio simples e de

baixo custo (Rodriguez et al., 2014).
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5.3.3.Cromatografia gasosa

Trata-se de uma técnica, teoricamente, menos dispendiosa e mais rapida que
a HPLC, permite ainda a analise de diversas substancias na mesma amostra e
apresenta baixos limites de detecdo (Fernandes, 2011; Rodriguez et al., 2014).

No entanto, se o alimento apresentar compostos termicamente instaveis, é
necessario obter uma derivada termicamente estavel desses compostos, 0 que nem
sempre € possivel e torna o tempo de preparacdo das amostras bastante longo. O
facto das aminas biogénicas possuirem baixo peso molecular, alta solubilidade em
agua e baixa volatilidade é outro obstaculo no uso desta técnica, sendo necessario
realizar derivatizacdo dessas aminas para reduzir a polaridade, melhorando a
seletividade, a volatilidade, a sensibilidade e a separagdo dessas aminas. Este
processo € caracterizado por banhos condutores a 60°C durante cerca de duas horas.

O hidrogénio é o géas transportador mais utilizado (Fernandes, 2011).

5.3.4. Método fluorométrico

O método fluorométrico consiste na extracdo das aminas com metanol,
purificacdo do extrato em resina de permuta i6nica e subsequente rea¢ao quimica com
o ortoftaldeido, em meio alcalino adicionando acido fosférico. Esta reacéo forma um
composto fluorescente que é analisado num aparelho chamado fluorémetro (EFSA,
2011). Outra forma, capaz de tornar o método mais simples foi desenvolvida para
medir as poliaminas, como indicador de decomposicdo alimentar com fluorémetro
usando o éster de N-hidroxissuccinimida do acido 4- (1-Pirene) butirico (PSE), sendo
detetadas poliaminas lineares como putrescina, cadaverina, espermidina e espermina
(Rodriguez et al., 2014).

5.3.5.Kits enzimaticos

Existe atualmente a necessidade de recorrer a procedimentos de triagem
portateis e rapidos para analises de campo, por exemplo para produtos de pesca no
momento de descarga nos portos. Esta necessidade levou ao desenvolvimento de kits
portateis usados para a determinacéo de aminas biogénicas, usados na analise de
perigos e determinacdo dos pontos criticos de controlo, inseridos no planeamento
HACCP.

Com o crescente uso do certificado HACCP por parte da industria alimentar,

nomeadamente industria transformadora de produtos de pesca, a determinacdo da
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histamina foi incluida como um ponto critico de controlo, dependendo do produto
processado.

Foi entdo criada a necessidade de recorrer a estes kits portateis para analise
da histamina, que ndo requerem solventes e podem ser facilmente aplicados no meio
industrial (Rodriguez et al., 2014, Fenge et al., 2016).

Estes kits representam um método rapido, simples e de baixo custo, capaz de
apresentar resultados precisos. Os kits disponiveis no mercado geralmente sao
classificados como qualitativos, quantitativos ou semi-quantitativos na faixa de 0 a 500
ppm. Os testes podem ser baseados em dois métodos, o método ELISA que avalia a
competi¢do direta de uma substancia com a enzima ligada a um namero limitado de
anticorpos e a andlise colorimétrica quimica em que uma enzima catalisa uma

alteracéo de cor na reagdo com o substrato (Gan et al., 2013).

5.3.6.Detecdo de microrganismos produtores de aminas biogénicas

Inicialmente os métodos microbioldgicos para a detecdo destas aminas eram
baseados no uso in vitro de meios de crescimento diferencial com substratos
especificos e com indicador de pH com a finalidade de detetar a acumulagéo de
aminas (com a da producdo de aminas biogénicas nestes meios existe uma
acidificacdo do meio, que se traduz numa mudanca de cor destes). Para além desta
técnica referida, existem ainda outras alternativas de detecao in vitro, como, a medicao
de CO2 dos meios e a andlise enzimética ou quimica das aminas (Marcobal et al.,
2006). No entanto estas técnicas baseadas em meios diferenciais nem sempre
produzem resultados confiaveis, muitas vezes existe a geragao de falsos-negativos ou
falsos-positivos, além de também exigir o isolamento e crescimento do microrganismo
produtor de aminas, traduzindo-se num procedimento bastante moroso (Marcobal et
al., 2006; EFSA, 2011).

Com a caracterizagdo dos genes que codificam as enzimas descarbolixases,
especificas para cada amina biogénica, surgiram os métodos baseados em PCR.
Estes sdo métodos bastante sensiveis e especificos que permitem identificar
microrganismos com potencial para a producédo de aminas biogénicas. Estes testes
mostram-se bastante mais rapidos que os demais testes in vitro, no entanto, ttm como
desvantagens, apenas indicar o potencial para a produg&o de aminas, ainda requerem
uma cultura in vitro, equipamento e analistas treinados para a extracdo do DNA,
seguida da sua amplificacao e detecao dos produto de PCR. O PCR também foi usado
para quantificar e detetar genes de descarboxilase diretamente nos alimentos. No

entanto, os fragmentos de PCR amplificados podem sugerir a presenca de
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microrganismos produtores de aminas biogénicas, mas nao permite a identificacao do

tipo de microrganismo (Marcobal et al., 2006).

6.Sistema de seguranca alimentar - HACCP

O sistema HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points) foi
desenvolvido nos anos 60 na empresa Pillsbury, pelos laboratérios do Exército dos
Estados Unidos e pela NASA com o objetivo de produzir refeices 100 % seguras para
os astronautas (Vaz et al., 2000). Este sistema foi inspirado no Programa "Zero
Defeitos” da NASA e no Sistema de Analise "Modes of Failures" da U.S. Army
Laboratories em Natick, o qual consiste em analisar o processo de producdo do
produto e perceber em que ponto da sua producdo pode acontecer algo que ponha
em causa a seguranca do produto final (Vaz et al., 2000; ASAE, 2017).

Assim, combinando os principios de microbiologia dos alimentos com os de
controlo da qualidade e da avaliacdo dos perigos durante a produgédo de um alimento
seguro, foi criado o Sistema de HACCP (Codex Alimentarius 2003).

Em 1971 foi apresentado pela Pillsbury a American National Conference for
Food Protection e a FDA (Food and Drug Administration) publicou os regulamentos
para alimentos enlatados de baixa acidez e acidificados (Vaz et al., 2000; ASAE,
2017).

Em 1980 a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), a ICMSF (Comisséo
Internacional de Especifica¢cdes Microbiolégicas dos Alimentos) e a FAO (Organizagéo
para a Agricultura dos EUA), recomendaram a aplicacdo deste sistema a empresas
alimentares. Em 1993, o Comité da Higiene dos Alimentos da Comissédo do Codex
Alimentarius publicou um guia para a aplicacdo do Sistema de HACCP. Este guia foi
transposto para a legislacdo comunitaria pela Diretiva 93/43 do Conselho de 14 de
Junho de 1993, o qual era exigido, de um modo geral a todas as empresas do sector
alimentar (ASAE, 2017).

Finalmente em 2006, o Regulamento (CE) n°852/2004, do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 29 de Abril de 2004, relativo a higiene dos géneros
alimenticios, e que revoga a Diretiva 93/43/CEE, estipula, no seu artigo 5°, que todos
0s operadores do sector alimentar devem criar, aplicar e manter um processo ou
processos permanentes baseados nos 7 principios do HACCP (ASAE, 2017).

Esta ferramenta tem um carater sobretudo preventivo, sendo que o objetivo é
aplicar medidas que garantam um controlo eficiente durante todo o processamento,

identificando pontos e etapas onde se podem controlar os perigos que possam existir,
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em vez de inspecdes centradas no produto final. De forma a aumentar a sua eficiéncia,
este sistema é especifico para cada produto e para cada linha de producéo
dependendo, por isso, das condic¢des particulares de cada fabrica (Codex Alimentarius
2003).

Para além de melhorar a seguranca dos alimentos, a implementacdo do
HACCP podera oferecer outras vantagens significativas, facilitar a inspecéo por parte
das entidades regulamentadoras e aumentar o comércio internacional ao aumentar a

confianga na seguranga dos alimentos (Codex Alimentarius 2003).

Segundo o Codex Alimentarius (2003), a aplicacdo do HACCP compreende 7
principios:

1°- Analise de perigos: identificacdo dos potenciais perigos que possam ocorrer

em todas as fases do processo;

2°- Determinacgédo de pontos criticos de controlo (PCC): pontos que podem ser

controlados para minimizar a ocorréncia do perigo ou elimina-lo totalmente;

3°- Estabelecimento de limites criticos: valores ou critérios que diferenciam a

aceitacdo da ndo-aceitagdo do processo;

4°- Estabelecimento do sistema de monitorizac¢do: vigiar o controlo dos PCC

por meio de testes ou observacgdes periddicas;

5°- Estabelecimento de ac¢fes corretivas: caso algum PCC esteja fora do

controlo, devem ser tomadas medidas corretivas;

6°- Estabelecimento de procedimentos de verificacdo: aplicacdo de métodos,
testes e outros procedimentos para avaliar o cumprimento e a eficacia do plano
HACCP implementado;

7°-Documentacdo e registo: organizacdo da documentacdo pertencente a

todos os procedimentos e registos referentes ao processo;

Baseando-se nestes sete principios, é implementado um plano HACCP que
segue uma metodologia de 12 etapas. Inicialmente organiza-se uma equipa HACCP,

descreve-se o produto, o fim a que se destina, realiza-se o fluxograma que demonstre
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todas as etapas e processos do fabrico do produto em questdo e valida-se este

fluxograma no terreno (Codex Alimentarius 2003).
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7.0bjetivo e enquadramento do estagio

O estagio na fabrica de conservas La Gondola teve uma duragéo de 8 meses.
Durante esse periodo estabeleceram-se como principais objetivos aquisicdo de
conhecimentos e experiéncia sobre o funcionamento de uma fabrica de conservas e
de transformacéo de atum, incluindo o conhecimento de todo o processo industrial e
produtivo, as matérias-primas, produtos finais e potenciais mercados, sempre mais
focado no processamento do atum. Para além da familiarizagdo com o ambiente fabril,
pretendeu-se também obter formacgédo, em termos académicos e profissionais, na area
de seguranca alimentar e avaliacdo da qualidade do pescado, com particular
incidéncia da avaliacdo da temperatura e do tempo de processamento na qualidade e
seguranca final da matéria-prima (lombos de atum), com foco no potencial
desenvolvimento de histamina.

A segunda parte deste relatério centra-se nas tarefas desenvolvidas no
laborat6rio de controlo de qualidade da fabrica, e nos procedimentos utilizados para a

avaliacao da qualidade da matéria-prima durante o processamento.

8.A empresa

A Fabrica de Conservas La Gondola foi fundada por italianos que trouxeram
para Matosinhos, norte de Portugal, as primeiras indUstrias de conservas, em 1940.
Investindo numa nova unidade nos anos 80, a La Gondola decidiu arrojar-se para uma
producéo de conservas diversificada. As linhas de orientacdo da empresa mantém-se
nos produtos de elevada qualidade. Com o inicio do séc. XXI, o crescimento de
espacos gourmet tornou os produtos da marca cada vez mais procurados e
apeteciveis em variados mercados. Cerca de 80 % dos produtos fabricados destinam-
se ao mercado de exportacdo, encontrando-se presente em multiplos paises,
abracando varios continentes.

No final do ano 2016 a empresa La Gondola cessou, temporariamente, a
producdo de conservas dedicando-se exclusivamente a transformacdo de atum. As
suas conservas continuam, no entanto, a ser produzidas na empresa de conservas A

Poveira, empresa a qual a La Gondola se associou nos ultimos anos.
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8.1. Fluxograma das atividades desenvolvidas diariamente na
empresa

Controlo de temperaturas do
peixe congelado

Recolha de amostras de peixe Recolha efetuada por categoria
cozido para respetivas analises de pesos: <1 kg, 1 kg-2 kg,> 3 kg.

Realizagdo das analises (histamina
e quantificacdo do teor de sal)

Controlo da limpeza na linha de
producdo

- Controlo de temperaturas

Rece¢do do camido com matéria- > (camido e pescado).

rima congelada . L.
P g - Preenchimento dos formularios

. - . o necessarios.
Figura 1-Fluxograma das atividades desenvolvidas diariamente na empresa

8.2. Espécies de atum

Os tunideos, designacdo genérica da numerosa familia pertencente aos
escombrideos, sdo uma familia com espécies marinhas pelagicas migratérias que se
organizam em cardumes nos oceanos Atlantico, Pacifico e indico. A sua alimentag&o
€ bastante diversificada, podendo-se alimentar de uma grande variedade de peixes,
crustaceos e cefaldpodes. A época reprodutora decorre nos meses de Verdo e o
tamanho e peso dos adultos é muito variavel, dependendo do tipo de atum, situando-
se, normalmente, entre 0s 2 e os 8 kg para os tunideos menores (bonito e gaiado), e
entre os 20 e os 40 kg para os de maior tamanho (atum albacora e outros tunideos),
podendo os gigantes da familia, os atuns rabilhos, atingir 700 kg (DGPA, 2008; Costa,
2013).

A grande importancia comercial atribuida ao atum advém em parte a sua
capacidade de formar cardumes, ja que desta forma pode ser capturado em maior
guantidade e em menor tempo (DGPA, 2008).

A composigcdo quimica do musculo do atum, no que diz respeito aos

macronutrientes, é aproximadamente, 69 % de agua, 4 % de lipidos, 25,2 % de
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proteinas e 1,3 % de cinzas. Quanto aos principais micronutrientes, apresenta na sua
composi¢do uma quantidade significativa de fésforo (250 g/100 g de tecido) e de iodo,
bem como uma pequena quantidade de tecido conjuntivo que o torna mais digerivel
(Nogueira, 2012).

A espécie de atum mais usado como matéria-prima na empresa La Gondola é
0 popularmente conhecido como bonito listrado ou gaiado, o Katsuwonus pelamis ou
Skipjack. Outra espécie utilizada ocasionalmente pertence a espécie Thunnus
albacares, sendo este ultimo utilizado na producgédo do atum claro (Nogueira, 2012).
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9.Fluxograma lombeira de atum
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nao VIRAGEM DO ATUM PARA TOLVA
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DO PESCADO ; IL.06 < Agua Arrefecimento
TEMPO 4 A 12 HORAS
CAMARA REFRIGERAGAO Sim ARMAZENAMENTO?
0°c A4°C
LAVAGEM NA LAVADORA I
A TEMPERATURA +-33°C Né&o
i LIMPEZA DE ATUM DE ACORDO
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PARA LAVAGEM —— COM ESPECIFICAGAO DO CLIENTE Jﬂ SUBPRODUTO
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v
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Figura 2- Fluxograma Lombeira (retirado do manual de HACCP empresa).
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De seguida serdo descritas com mais pormenor as principais etapas do

fluxograma nas quais o departamento de controlo de qualidade intervém.

9.1. Rececado da matéria-prima

Nesta etapa eram realizadas varias operac¢des de forma a verificar a qualidade
da matéria-prima e a manutencdo da mesma. E nesta etapa que surgem também os
primeiros pontos criticos de controlo. Estas opera¢cBes sdo da responsabilidade do
departamento de controlo de qualidade, que deve estar presente aguando a chegada
do camido com a matéria-prima, sendo nessa altura realizadas as seguintes

operacoes:

1° Inspecdo do camido

Inspecéo do camido de forma a verificar a existéncia ou ndo de contaminantes
gue possam afetar o pescado durante a descarga.

Inspecdo da area de descarga de forma a garantir que esta se encontrava
limpa, sem residuos e isenta de contaminantes que possam interferir na qualidade do
pescado.

Inspecdo das caixas de transporte (caixas de plastico) do pescado de forma a

verificar se estas estao limpas e secas, sem residuos e em boas condi¢cdes.

2° Amostras de matéria-prima

Durante a descarga do camido, eram recolhidas amostras de pecas de
diferentes tamanhos, que eram deixadas a descongelar para posterior analise
organolética e de histamina.

Durante a descarga eram feitas também medicdes de temperatura, de forma a
verificar se 0 pescado se encontrava a uma temperatura de pelo menos -10°C. Para
tal fazia-se uma perfuragdo em alguns exemplares de atum, com o auxilio de um
perfurador metalico, junto das barbatanas dorsais. Essa perfuracdo deveria ter uma
profundidade aproximada entre 5 a 15 cm, dependendo do tamanho do peixe, para
gue a temperatura pudesse ser medida préxima da espinha, com o recurso a sonda
metédlica do termdmetro. Estas temperaturas eram devidamente registadas no

respetivo boletim.
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3° Recolha das amostras

Eram recolhidas amostras de aproximadamente 20 peixes de diferentes locais
do camiao, porta de descarga, meio e traseira do camiao.

ApGs as amostras descongelarem era feita a analise sensorial, que consistia
em avaliar as caracteristicas relacionadas com a cor, o odor, a pele, os olhos e a
barriga (ver tabela 4). Eram ent&o atribuidas notas de 0 a 3, onde 3 € o pescado 6timo
e 0 inadequado ou ndo admitido. O resultado da andlise sensorial era registado e
realizava-se o calculo do indice de frescura. Para tal, eram somadas as notas parciais
atribuidas a cada categoria, estas eram divididas pela multiplicagdo do nimero de
caracteristicas examinadas pelo nUmero de amostras avaliadas. O resultado obtido
era analisado de acordo com os valores:> 2,70 era considerado pescado Extra; entre
2,69 e 2,00 classificado como pescado de categoria A; categoria B para os valores de
1,99 a 1; e <1 classificado com categoria C. Se o resultado fosse B, o lote era retido e
mais amostras eram recolhidas para uma nova andlise e se o resultado fosse C, as

amostras eram devolvidas ou descartadas.

Tabela 4 - Caracteristicas avaliadas a chegadas da matéria-prima (tabela retirada do manual de HACCP empresa)

Extra A B N&o Admitido
Pele Pigmentacédo Perda de brilho, Baca sem brilho, Pigmentacéo
viva, cores vivas, cores mais cores deslavadas; | muito baga; pele

brilhantes, bacas; menos pele plissada a destacar-se da
irisadas, diferenca entre quando se dobra carne
diferenca nitida | superficies dorsal 0 peixe
entre a superficie e ventral
dorsal e ventral
Muco Cuténeo Aquoso, Ligeiramente Leitoso Cinzento,
transparente turvo amarelado, opaco
Consisténciada | Muito firme, rigida | Bastante rigida, Ligeiramente Mole flacida
Carne firme mole
Opérculos Prateados Prateados, Escurecimento e Amarelados
ligeiramente extravasdes
tingidos de sanguineas
vermelho ou de externas
castanho
Olho Convexo, Convexo e Chato, pupila Cobéncavo no
abaulado, pupila ligeiramente enevoada, centro, pupila
azul-preto viva, encovado, pupila extravasoes cinzenta; cérnea
péalpebra escura, cornea sanguineas a leitosa
transparente ligeiramente volta do olho
opalescente

ApOs a analise sensorial, era também feita a andlise da histamina segundo os
critérios de aceitagdo para os valores da histamina & chegada de acordo com o
Regulamento (CE) n° 2073/2005 de 15 de Novembro. O pescado era considerado
aceitavel com valores de histamina inferiores a 50 ppm, sendo rejeitado de imediato

se os valores registados forem superiores a esse valor.
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Nesta etapa existe um PCC (ponto critico de controlo) de natureza quimica por
existir o risco da presenca de histamina, em valores superiores aos maximos
estabelecidos. Nesta etapa, a presenca de histamina, é resultado de possiveis abusos
de temperatura, quer durante o transporte quer durante o periodo decorrente entre a

captura do pescado e a sua congelacéo.

9.2. Cozedura do atum

A empresa possui 2 fornos para cozimento a vapor do atum, cada um
acomodando sete carros. A temperatura dos fornos para o cozimento do pescado era
de 92°C, e a pressao de 1 atm. O tempo de cozimento do pescado vai ser diretamente
proporcional ao seu tamanho, ou seja, quanto maior o pescado, maior o tempo de
cozimento (podendo variar entre 45 minutos a 3 horas). A temperatura final aferida na
espinha é também dependente do tamanho dos peixes e da finalidade a que se destina
a matéria-prima, no caso de se tratar de peixe grande, por exemplo, a temperatura na
espinha devera estar entre os 60°C e 0s 67°C.

Apoés a saida do cozedor, o arrefecimento do atum era feito com recurso a
ciclos de agua, o numero de ciclos é estimado com base no tamanho e consisténcia
do pescado, e eram feitos até este atingir os 30°C na espinha. Os cestos com 0 atum
permaneciam nesta zona até seguirem para a linha de limpeza, até um periodo
maximo de 12h.

Nesta etapa existem trés PCC, dois de natureza biol6gica (contaminacao do
pescado por parasitas presentes nas visceras do mesmo e contaminagdao por
Clostridium botulinum, Yersinia enterolitica e Staphylococcus aureus), sendo que
estes perigos biolégicos sdo eliminados caso a cozedura seja bem-sucedida. O outro
PCC é de origem quimica, tratando-se novamente do risco de desenvolvimento de

histamina, devido a abusos de temperatura que possam existir.

9.3. Recolha de amostras de atum cozido

Depois de cozido e arrefecido eram recolhidas aproximadamente 18 amostras
de peixes com diferentes tamanhos para andlise organolética (cor, sabor, textura e
odor) e era verificada a presenca de algum contaminante (fisico, quimico ou biolégico).
O atum cozido ao qual ndo era realizada a limpeza no proprio dia, era
armazenado em camara de refrigeracdo. No dia seguinte antes de esse atum seguir
para a linha de limpeza, eram recolhidas algumas amostras para a realizacdo da

analise a histamina.
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9.4. Limpeza do atum

A limpeza do atum era feita de acordo com as especificacdes do cliente e
divide-se em 3 tipos, limpeza simples, limpeza intermédia e limpeza dupla.

E importante nesta etapa existir um controlo dos defeitos deixados pelas
operadoras nos cestos com os lombos e migas de atum, isto é, eram revistos
aproximadamente 35 cestos/ hora, e de forma aleatéria onde era verificado a presenca
e abundéncia de espinhas, peles e escamas, ou a presenc¢a de sangacho e oxidagcao
(estes Ultimos parametros estdo diretamente dependentes do tipo de limpeza
solicitado, uma vez que a limpeza simples tolera a presenca de algum sangacho e
oxidacdo e a limpeza dupla ndo tolera qualquer tipo de defeito).

Os cestos com os lombos de atum ja limpos eram armazenados numa camara
de refrigeracdo até sua expedicao e num prazo maximo de 24h.

Durante o seu armazenamento, existem dois PCC, um de origem bioldgica,
devido ao risco de contaminagdo microbiolégica ap0s 0 cozimento e outro de origem

guimica, a continuacao do desenvolvimento de histamina.
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10. Histamine ELISA - imunoensaio
enzimatico para a determinacao
quantitativa da histamina nos alimentos

A determinacéo da histamina foi efetuada de acordo com as instru¢des inclusas
no kit de ELISA comercial utilizado (RIDASCREEN® Histamin, R-Biopharm AG,
Darmstadt, Germany).

Este tipo de método tem por base a ligacdo antigénio-anticorpo, permitindo a
detecdo de pequenas quantidades de anticorpo ou de antigénio, como sejam,
proteinas, péptidos e hormonas. A marcacao enzimatica permite a detecdo do analito
através da determinacdo da intensidade de degradacdo do respetivo substrato. No
caso do método usado no laboratério de controlo de qualidade da empresa, a
superficie dos pocos € revestida com uma quantidade conhecida de anticorpos
(anticorpo de captura) para detetar o antigénio pretendido (Gan et al., 2013), neste
caso a histamina.

As amostras que contém o antigénio em estudo séo adicionadas aos pog¢os
da placa. De seguida € adicionado o anticorpo de sinalizagdo, marcado com uma
enzima, e com afinidade para outro determinante antigénico diferente do determinante
antigénico reconhecido pelo anticorpo de captura. A ligacdo do anticorpo-antigénio é
observada através da coloracdo da amostra (a amostra perde a cor azulada e toma
uma cor amarela-esverdeada) que é quantificada (Gan et al., 2013). A concentracao

de histamina é diretamente proporcional a intensidade de cor da amostra em teste.

10.1. Amostragem e preparacao das amostras

As amostras eram recolhidas diariamente durante os oito meses decorrentes
do estagio. Eram recolhidas cerca de 18 amostras, de forma aleatéria, de atum cozido
e/ou congelado (caso se estivesse a realizar andlises a atum cozido e congelado, as
amostras eram processadas em separado). Depois da recolha, as amostras eram
homogeneizadas com o auxilio de um almofariz e pesados cercade 5 g + 0,001 g para
um tubo de centrifuga, aos quais eram adicionados 50 mL de agua destilada, estes
eram posteriormente transferidos para um banho-maria, a 100°C, onde permaneciam
durante 20 minutos. Apds esse periodo as amostras eram deixadas a arrefecer a
temperatura ambiente. Depois dessa etapa, eram retirados cerca de 2 mL de amostra
gue eram transferidos para microtubos de centrifuga e centrifugados durante 3

minutos.
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10.2. Procedimento para a derivatizacéo

O kit vem equipado com 6 solu¢cBes padrao de diferentes concentracbes de
histamina (0; 2; 4; 10; 40; 100 mg/L). Estas eram preparadas adicionando 100 uL de
cada solucdo-padréo aos pocos da microplaca; a cada pogo com o respetivo padrao
eram adicionados 150 pL do tampao de derivatizagao; agitava-se suavemente a placa

e era incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente (20 - 25°C).

10.3. Procedimento para o método de ELISA

Inseria-se um numero suficiente de microplacas em duplicado para as solu¢des
padrao, controlo e amostras. Em simultaneo a preparacédo dos padrdes era também
feita a preparacdo das amostras. Aos pogos correspondentes a cada amostra, eram
adicionados 150 uL de solucdo tampédo juntamente com 100 yL de amostra. Esta
mistura era agitada, suavemente, e deixada a incubar durante 3 minutos a temperatura
ambiente. ApOs esse periodo era feita a primeira leitura no fotbmetro, a 450 nm de
absorvancia. Depois da primeira leitura eram adicionados, a todos os pocos, 10 yL de
enzima (anticorpo de sinalizagéo). Esta mistura era novamente agitada suavemente e
deixada a incubar durante 10 minutos, periodo apds o qual era feita a leitura final, a
450 nm.

10.4. Quantificagao da histamina

Os valores de absorvancia obtidos eram inseridos no programa informatico,
RIDASOFT®, disponibilizado pelo mesmo fornecedor do kit.

Neste software, era construida uma curva de calibracdo das seis
concentracdes-padrées (0; 1; 5; 10; 15; 20 mg/L). A absorvancia de cada padrdo e
amostras eram convertidas em percentagem de absorvancia, considerando que a
solucdo padréo 0 mg/kg correspondia a um sinal de 100%. Os valores obtidos eram
introduzidos num gréfico de regressao linear. No final o software automaticamente
convertia estes resultados em mg/L, sendo que o limite de detecdo (segundo o

fabricante) era de 2 ng/mL, ou seja, 0,002 mg/L.
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Histamine (enzymatic)
13. Jun. 2017, 11:31:09, Linear Regression, Ser.No: 1234, Version: 1.93
Standards
Ser. No. Concentration Absorbance Residuals (Absorbance)
malL (#1) (#2) (Mean)  (CV) (#1) (#2)
%
1 0.00 -0.022 0.000 -0.022 0.0 -0.061 -0.039
2 1.00 0.1390.0000.138 0.0 0.008 <0130
3 5.00 0.552 0.000 0.552 0.0 0.057 0495
4 10.00 0.995 0.0000.995 0.0 0.043 0952
5 15.00 1.384 0.000 1.384 0.0 -0.025 -1.409
6 20.00 1.842 0000 1.842 0.0 -0.023  -1.865
Samples
Ser. No. ID Absorbance calculated * = mglkg
(Mean) (CV) mfl
skO98_17 (1-2kg) 0.055 0.0 0177 25.00 <LoQ
2 skO98_17 (2-3kg) 0.071 0.0 0.353 25.00 <LoQ
sk098_17 (>3kg) 0.072 0.0 0.364 25.00 <LoQ

Figura 3 - Exemplo de resultados obtidos apds a inserc¢éo dos valores de absorvancia obtidos no software
RIDASOFT®.

Standards
20 Standard curve
: Conc.(mg/L) / AA
1.8
0.00 0.022
A 16 (CV 0.0%)
b 1.00 0.139
s 14 (CV 0.0%)
o 12 5.00 0.552
P (CV 0.0%)
b oo 10.00 0.985
a (CV 0.0%)
n 08 15.00 1384
c (CV 0.0%)
0.6
& % 20.00 1.842
04 (CV 0.0%)
0.2
0.0
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Concentration (maiL)
slope: 0.0913
Corr.Coeff.: 0.9962

Figura 4- Exemplo de curva de calibrac&o.
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11. Determinacao do teor de cloreto de
sodio

O atum rececionado era previamente congelado em salmoura, ainda em alto
mar, como processo de conservacao do pescado nos barcos de pesca. Uma vez que
os valores da salmoura ndo eram disponibilizados era necessario a realizacdo da
guantificacdo dos valores de cloreto de sédio em cada lote apds cozedura a vapor,
sem qualquer adicéo de sal.

11.1. Amostragem e preparagcao das amostras

Apbs a cozedura diaria, estipulada para esse dia do lote que se encontrava a
ser trabalhado, eram recolhidas amostras de forma aleatéria, no total de 10,
normalmente por categoria de peso (pescado até 1 kg, pescado entre 1-2 kg e
pescado com mais de 3 kg) sendo estas amostras analisadas em separado.

As amostras eram homogeneizadas e pesados cerca de 2 g + 0,0001 g
diretamente para Erlenmeyers ou baldes conicos, aos quais se adicionava também 20
mL de &cido nitrico (p20=1,40 kg/L) e 10 mL de solucao de nitrato de prata 0,1 N. Esta
mistura era aquecida, sobre uma placa de inducdo, até levantar fervura;
permanecendo assim durante 15 minutos até se verificar a dissolugdo de todos os
sélidos.

Apoés os 15 minutos as amostras eram deixadas a arrefecer até atingirem a
temperatura ambiente, periodo apds o qual eram adicionados 50 mL de 4gua destilada
e 5 mL de solugéo saturada de sulfato de ferro e amoénio (indicador de mudancga de
cor).

Para a preparagdo do branco o procedimento era idéntico ao das amostras,

mas sem a adi¢do do pescado.

11.2. Titulacdo

A titulac@o era feita solucéo de tiocianato de amonio 0,1 N até ao aparecimento
de uma coloragéo laranja claro persistente. No final era anotado o volume de tiocianato
de amodnio gasto e era calculado o teor de cloreto de sodio com base na equacao
apresentada de seguida. A titulacdo do branco era feita com base no mesmo

procedimento.
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0,5845% (v1-v2)xXN NacCl

Teor de NaCl = [ 100

amostra] onde,

V1- representa o volume, expresso em mililitros, da solug&o de tiocianato de
amonio de titulo conhecido, gasto na titulagdo do branco;

V2- representa o volume, expresso em mililitros, da solug&o de tiocianato de

amonio de titulo conhecido, gasto na titulagdo da amostra;

N- representa a concentracdo, expressa em normalidade, da solucdo de

tiocianato de amonio;

m- representa a massa, expressa em grama, da toma para analise;

- 4
Figura 5- Exemplo de solucdes antes (a) e depois (b) da viragem de cor que
indica o fim da titulagédo
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12. Discussao

O método usado para a detecdo e quantificacdo da histamina durante todo o
estagio foi o método de ELISA (de competicdo). Este € um método muito Gtil, ndo sé
para a industria médica (Gan et al., 2013) como também para a industria alimentar
(Asensio et al., 2008), j& que permite a detecdo de todos os tipos de moléculas
biol6gicas em concentracdes e quantidades muito baixas (Gan et al., 2013).

A principal vantagem do ELISA de competi¢cdo é a sua alta sensibilidade as
diferencas de composicdo em misturas de antigénios complexas, mesmo quando o
anticorpo de detecdo especifico esta presente em quantidades relativamente baixas
(Gan et al., 2013). Este método pode ser usado para determinar a existéncia de
alergénios em diversos tipos de alimentos, como carne, peixe e queijo (Asensio et al.,
2008).

Durante o estagio ndo se registou nenhuma ocorréncia de histamina acima da
concentracdo maxima estabelecida na legislacdo portuguesa, apesar das analises
serem feitas diariamente. No anexo 1, podem-se consultar alguns resultados obtidos
durante os meses de margo e abril.

De acordo com diferentes autores a utilizagdo de peixe de ma qualidade, bem
como o incorreto maneio durante o processamento sao das principais causas para a
ocorréncia de histamina em concentracdes elevadas (Tahmouzin et al., 2011,
Mahusain et al., 2016).

Considera-se que um peixe de boa qualidade apresente menos de 10 mg/kg
de histamina. Entre os 10 e 30 mg/kg o peixe jA apresenta uma deterioracao
significativa. Acima dos 50 mg/kg o peixe ja apresenta uma evidente decomposicao
(CE, 2007; EFSA, 2011).

O pescado fresco deve ser conservado em gelo ou em camaras de refrigeracéo
a 4°C. O peixe congelado deve ser armazenado, sempre que possivel, em camaras
de refrigeracdo até ao seu processamento (FAO, 2013).

Cabe as industrias a implementacdo de medidas de controlo de qualidade
rigoroso, como por exemplo o sistema de HACCP, seguindo todos os passos e
respeitando os pontos criticos de controlo, durante todas as etapas do processamento,
de forma a garantir a qualidade dos produtos finais e rejeitando o pescado em mas
condi¢bes e/ou contaminado.

Algumas evidéncias sugerem que existem variages sazonais da concentracédo
de aminas biogénicas nos peixes. Sendo registados valores mais elevados durante a
primavera e verdo, comparativamente com o outono e inverno (FAO, 1985). As

concentracdes também variam consoante as espécies, condi¢des de captura e higiene
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durante o transporte e armazenamento, bem como as condi¢des de refrigeracédo a que
0 pescado é sujeito (FAO, 1985). Pelas razdes referidas, mesmo antes da
descongelacao e quando o pescado apresenta sinais 6bvios de mau manuseamento,
como olhos muito vermelhos, pele em mau estado e corpo com deformacgdes (Anibal
et al., 2007), devem ser feitas de imediato analises de quantificacéo de histamina, pois
sdo sinais de possiveis abusos de temperatura durante o armazenamento no barco
de captura ou durante o transporte.

No que diz respeito ao atum, h4 um aumento do risco da ocorréncia de niveis
toxicos de aminas, em particular de histamina, pois trata-se de uma espécie de
pescado particularmente rica em histidina livre nos muasculos que € convertida em
histamina no processo post-mortem. Este processo € acelerado quando as condi¢des
de armazenamento ndo sdo as mais corretas e também em caso de incorreto

manuseamento durante o seu processamento (Mahusain et al., 2016).
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13. Conclusao

O estagio na empresa La Gondola teve como objetivos, em primeiro lugar,
proporcionar contacto com o mundo industrial e com todas as atividades diarias
associadas ao funcionamento de uma fabrica de conservas; em segundo lugar, teve
como objetivo mais preciso a avaliacdo da influéncia da temperatura e do tempo de
processamento na qualidade e seguranca final da matéria-prima (lombos de atum).

Esta avaliagdo passou, em grande parte, pelas analises diarias aos valores de
histamina, de forma a controlar a qualidade da matéria-prima durante todas as fases
do processamento.

O principal problema com a histamina prende-se com o facto de esta ndo ser
eliminada no processo de pasteurizacdo e esterilizacdo (processos utilizados na
producédo de conservas de peixe), visto esta ser muito estavel ao calor.

O consumo de conservas, nomeadamente de atum, tem vindo a aumentar ao
longo dos anos, € por isso essencial que haja um controlo continuo da concentragéo
de histamina no produto ao longo de toda a cadeia de processamento, uma vez que
se trata de um alergénio prejudicial para consumidores sensiveis a esta substéncia.
Niveis acima do permitido podem provocar um grave problema de saude publica.

Assim sendo, os parametros de qualidade e seguranca alimentar exigidos a
uma empresa do ramo alimentar, neste caso, empresas ligadas ao comércio de peixe

tém de cumprir, rigorosamente, as normas exigidas por lei.
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Anexo | - Resultados de Histamina obtidos
durante os meses de marco e abril

N¢
amostra

O 0O NOOUVILEAE WNR

WWWWWWNNNNNNNNNNRRBRRRRRBRRRR
OB WNROWOUOMNOGOAOAUDRWNROWLVOONO UDWNIERO

Identificagdo

skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack cru
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack lombos
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack cru
skipjack cru
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack cru
skipjack lombos
skipjack cru

Data

01/03/2017
01/03/2017
01/03/2017
01/03/2017
07/03/2017
07/03/2017
07/03/2017
07/03/2017
07/03/2017
07/03/2017
09/03/2017
09/03/2017
09/03/2017
13/03/2017
14/03/2017
15/03/2017
20/03/2017
21/03/2017
21/03/2017
24/03/2017
24/03/2017
24/03/2017
27/03/2017
27/03/2017
04/04/2017
04/04/2017
11/04/2017
11/04/2017
11/04/2017
18/04/2017
20/04/2017
20/04/2017
20/04/2017
26/04/2017
26/04/2017

Absorvancia

Média
0.016
0.061
0.001
0.035
0.011
0.009
0.016
0.046
0.020
0.010
0.014
0.031
0.015
0.021
0.061
0.015
-0.001
0.011
0.011
0.016
0.017
0.017
0.016
0.013
0.022
0.052
0.025
0.112
0.017
0.025
-0.009
0.007
0.000
0.050
-0.068

cv

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

mg/L

<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
-0.033mg/L
-0.143
-0.099
0.201mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
0.101mg/L
<0.00mg/L
0.781mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
<0.00mg/L
-0.217
<0.00mg/L

Fator
multiplica
¢ao
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

61

mg/kg

<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
LoQ

<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
19.52
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ
<LoQ



