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TRATAMENTO TERMICO DE MEXILHOES Perna perna COMO
FORMA DE ASSEGURAR A QUALIDADE — AVALIACAO
DO CRESCIMENTO DE Bacillus cereus
E DE Staphylococcus aureus

Autor: EDUARDO OLIVEIRA SALAN
Orientadora: Prof2. Dr2. MARILIA OETTERER

RESUMO

Os mexilhdes séo alimentos marinhos freqlientemente ingeridos crus, ou
parcialmente cozidos, e o habito de aferventar estes bivalves somente até que
abram as valvas, é insuficiente para eliminar os microrganismos patogénicos
eventualmente presentes neste molusco. ApGs levantamento inicial, e visando
melhorar a qualidade do mexilhdo Perna perna cultivado e comercializado no
municipio de Ubatuba, SP, esta pesquisa estudou o crescimento de
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus em mexilhdes in natura e pré-cozidos,
e a eliminacdo dos mesmos por meio de tratamentos térmicos, avaliando,
posteriormente, as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos produtos.
Em ambos os casos, lotes de 1 kg de mexilhdo foram inoculados,
individualmente, com cepas de S. aureus e B. cereus e mantidos, por 10 horas,

a temperatura ambiente (25°C+1°C) e sob refrigeragcdo (7°C+1°C).
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Posteriormente, foram estabelecidos seis tipos de tratamentos térmicos, sendo
trés sob vapor (5, 10 e 15 min) e trés por imersdo em agua (5, 10 e 15 min),
buscando estabelecer o binbmio que proporcionasse a eliminagdo dos mesmos,
e avaliando o rendimento, os aspectos fisico-quimicos e sensoriais. Para ambos
microrganismos, ocorreu crescimento durante as 10 horas de estudo, sendo
este mais evidente, nos tratamentos mantidos a temperatura ambiente. No
mexilhdo pré-cozido ocorreram as maiores contagens microbianas, se
comparado ao mexilh&o in natura. Com relacao aos tratamentos térmicos, todos
foram eficientes, eliminando os microrganismos da ordem de, pelo menos 2
ciclos logaritmicos, no entanto, os tratamentos térmicos por imersdo em agua,
permitiram melhores resultados do que os tratamentos sob vapor. As analises
fisico-quimicas e sensoriais, ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos térmicos estudados. Com o emprego de altas temperaturas por um
determinado periodo, obteve-se perda de alguns minerais, como Potassio e
Boro, tendo outros, ndo apresentado alteracdo com relacdo ao tempo de
exposicdo ao calor. Ja, quanto ao rendimento, houve diferenca, em nivel de 5%,
sendo os melhores rendimentos alcancados nos menores tempos de exposicao
ao calor e, os tratamentos por imersédo, apresentaram resultados melhores que
0os tratamentos sob vapor. Concluiu-se que o tratamento térmico, bindmio
tempo-temperatura, de 10 min em agua a ebulicédo, é suficiente para reduzir os
microrganismos, permitindo a retencdo dos nutrientes e um rendimento de
54,36%, podendo, portanto, ser recomendado para os produtores, visando
melhorar a qualidade do mexilhdo, via adequacdo do manejo atualmente

empregado.



THERMICAL TREATMENT AS A FORM TO CERTIFICATE THE
QUALITY OF Perna perna MUSSEL — EVALUATION OF Bacillus
cereus AND Staphylococcus aureus GROWTH

Author: EDUARDO OLIVEIRA SALAN
Adviser: Profa. Dr2, MARILIA OETTERER

SUMMARY

Mussels are seafood frequently ingested raw or partially cooked and the
habit of boiling bivalves only to open the valves, is insufficient to eliminate
several species of pathogenic bacteria. Seeking to improve the quality of the
cultivated and marketed Perna perna mussel in the district of Ubatuba, SP, this
research studied the microbiological growth of Staphylococcus aureus and
Bacillus cereus in fresh and pre-cooked mussels, and the elimination by thermal
treatments, being evaluated its physicochemical and sensorial characteristics.
For such, lots of 1 kg of mussel was inoculated individually with strains of S.
aureus and B. cereus, and maintained by 10 hours at environmental
temperature (25°C+1°C) and under refrigeration (7°Cx1°C). Six thermal
treatments were established, 3 in steam (5, 10 and 15 min) and 3 in boiling
water (5, 10 and 15 min), being looked in the elimination of B. cereus and S.
aureus, and also evaluating the performance, and physical-chemical and

sensorial aspects. Microbiological growth was verified after 10 hours for both
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microorganisms, and this being more evident in the treatments maintained at
environmental temperature. Pre-cooked mussel obtained the largest microbial
developments, if compared to fresh mussels. About the thermal treatments,
everyone was efficient, eliminating at least 2 logarithmic cycles, however,
thermal treatments in boiling water obtained better results than the steam
treatments. The physical-chemical and sensorial analyses, didn't present
statistical difference among the thermal treatments studied. Use of high
temperatures for a determinate period, obtained lost in some minerals, like
potassium and boron, and others minerals not presented alteration in relation to
the heat time exposure. Already in the performance, it was obtained statistical
difference, being the best performances reached in the smallest times of heat
exposition, and the treatments in boiling water presented better results than the
steam treatments. The thermal treatment, binomial time-temperature, of 10 min
in boiling water, is enough to reduce the microorganisms, allowing the retention
of the nutrients and performance of 54.36%, could be recommended for the

producers seeking to improve the traditional handling.



1 INTRODUCAO

A oferta mundial de pescado para a alimentacdo humana aumentou de
27,6 milhdes de toneladas, em 1961, para mais de 93 milhdes de toneladas até
o final do século 20. O consumo médio aparente aumentou, de cerca de, 9kg
per capita/ano, no comeco dos anos 60, para cerca de, 16kg em 1997, com
tendéncia de aumento (FAO, 2004a).

Ao contrario da pesca extrativa, a aquicultura vem crescendo
rapidamente nas ultimas décadas, com média de 10% de crescimento ao ano
desde 1984 (FAO, 2004b), sendo o cultivo de moluscos responséavel por 24%
de toda producdo aquicola mundial, e os mexilhdes, representando cerca de
13,3% da producdo de moluscos cultivados (Ostrensky et al., 2000; Streit et al.,
2002).

No Brasil, a maricultura esta representada, basicamente, pelo cultivo de
crustdceos e moluscos. A producao brasileira de moluscos esta em torno de
6.690t, o que corresponde a 48% de todo o mexilhdo produzido na América
Latina (Subasinghe et al., 2001). Segundo Borghetti & Ostrensky (2000), os
moluscos produzidos no Brasil sdo o mexilhdo Perna perna , duas espécies de
ostra e uma de vieira.

A mitilicultura € uma das atividades mais produtivas da aquicultura
alcancando, até, 30 t de carne por ha/ano, o que representa a maior cifra obtida
com modalidade de criacdo ndo sujeita a alimentagdo artificial. Além de
diversos aspectos biolégicos favoraveis, outros fatores como o baixo custo das
instalacdes, facilidade de manejo e de localizacdo dos cultivos no mar

contribuiram para a expansado mundial dessa atividade (Gelli et al., 1998).



No estado de Santa Catarina, através de parcerias entre os 6rgaos
federais, estaduais e municipais, iniciou-se em 1998 projetos de capacitagédo e
transferéncia de tecnologia de criagdo de mexilhGes aos pescadores artesanais
e atualmente, o Estado destaca-se como o maior produtor de mexilhdes de
cultivo no Brasil. Em 1998 - 1999, a producéo foi de 8500 t, envolvendo cerca
de 1000 familias de pescadores gerando ainda, empregos diretos e indiretos
dentro da cadeia produtiva. A infra-estrutura do Estado de Santa Catarina, com
depuradoras comunitarias e unidades de beneficiamento monitoradas pela
Universidade Federal de Santa Catarina tem permitido a colocacdo de
mexilhdes certificados congelados no mercado do Estado de Séo Paulo e a
estimativa é de que a regido devera produzir 20 mil t/ano proveniente do cultivo
de pequenos produtores (Beirdo et al., 2000).

Segundo informagcbes da AMESP — Associagdo dos Maricultores do
Estado de S&o Paulo, a producdo de mexilhdes no Litoral Norte — é de 100
t/ano. No municipio de Ubatuba, SP, desenvolveu-se, com certa facilidade a
atividade de criacdo de mexilhdes, através de repasse de tecnologia gerada
pelos técnicos da Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronegécio (APTA) da
Secretaria da Agricultura. No entanto, a atividade esta envolvida em inUmeros
problemas organizacionais, havendo produtores com dificuldades em obter
financiamentos devido a falta de registro e, consequente, fiscalizagdo, e ainda,
pela impossibilidade de transportar legalmente o produto, o que se constitui em
risco a saude (Assumpcao, 1999).

Porém, a contaminacdo de aguas costeiras pode ameacar Seu uso
potencial para o cultivo de moluscos bivalves que, sendo organismos filtradores,
tém capacidade de concentrar e acumular altas densidades de bactérias,
protozoarios e virus patogénicos, além de metais e outros compostos quimicos
toxicos e toxinas provenientes de certos microrganismos (Rodrigues-Ariza et al.,
1992; Rodrigues, 1998).

Marques & Pereira (1989), efetuaram um |evantamento e

dimensionamento preliminares das areas mais favoraveis a pratica da



mitilicultura no litoral do municipio de Ubatuba (23°26’S, 45°04'W) e
classificaram as areas utilizando critérios prioritarios para a ocupagao. As areas
de cultivo foram entdo classificadas como: Area de ocupacgdo primaria, que
apresenta condicbes bastante favoraveis ao cultivo; Area de ocupacio
secundaria, embora favoravel apresenta alguns inconvenientes, tais como:
dificil acesso e ocasional turbuléncia das aguas; Area de ocupacio terciaria,
embora a mitilicultura seja viavel podera conflitar com outras atividades, como
navegacao, pesca e recreacao.

E nesse contexto que se estabeleceu uma parceria, através de um
programa de politicas publicas da FAPESP, entre a Universidade de Séo Paulo
- ESALQ e a Prefeitura Municipal da Estancia Balnearia de Ubatuba, a fim de
estabelecer as etapas de levantamento da situacdo, diagnosticando os pontos
criticos e sugerindo os caminhos para tornar viavel a comercializacdo do
pescado, com valor agregado dirigido ao produtor, e que possa fixa-lo em uma
atividade mais sélida e rentavel. O presente trabalho encontra-se inserido
dentro deste programa, intitulado de “Diagndstico e intervengdes emergentes
para viabilizar a comercializacdo e o beneficiamento do pescado e derivados-
mexilhdes, no Litoral Norte de S&o Paulo”. A primeira fase do projeto consistiu
no diagnostico da situacdo de producdo e comercializacdo de mexilhdes, bem
como da avaliagdo da qualidade da agua de cultivo e do produto em pontos de
coleta eleitos para a amostragem, no periodo de 2002 - 2003 (Oetterer, 2003).

Inicialmente foram escolhidos 3 pontos de coleta onde a atividade ja
havia sido implantada, de acordo com o levantamento de Marques & Pereira
(1989), e que caracterizavam-se por serem bem distintos, sendo eles, a praia
da Barra Seca (23°25'26.8"S, 45°02'56,9"W), praia do Engenho da Almada
(23°21'06.2"S, 44°53'11.4"W) e o Costdo da Praia do Cedro (23°33'45.5"S,
45°09'32.9"W), todos classificados como area de ocupacdo primaria. Dos trés
pontos, foram coletadas amostras de agua e mexilhdo, no periodo de
Novembro de 2002 a Marco de 2003, e realizadas analises microbioldgicas e

fisico-quimicas.



As andlises microbioldgicas mostraram que a maioria das amostras de
mexilhdes analisada apresentou-se dentro dos padrbes estabelecidos na
legislagdo para pescado. As maiores contagens ocorreram nos mexilhdes
provenientes de areas densamente povoadas e mais proximas da saida de
efluentes (Barra Seca). Todas as amostras de &agua tiveram um resultado
negativo para Salmonella, o que ndo ocorreu com os mexilhdes, havendo uma
amostra positiva no més de marco na praia da Barra Seca (Galvao, 2004).

Outra constatacdo mostrou que todas as amostras de mexilhdo
apresentaram contagens microbianas superiores as encontrados na agua, fato
este que concorda com a afirmacdo de que os bivalves sdo citados como
amostradores biolégicos e bioacumuladores da matéria e/ou substancias pré-
existentes na agua (Galvéao, 2004).

Tanto Staphylococcus aureus como Bacillus cereus foram encontrados
no mexilhdo em contagens baixas. Todavia, concluiu-se que h& um risco
potencial com relacdo a S. aureus e B. cereus, uma vez que estes sao
patogénicos, e pela maneira que estes sdo comercializados, tornando-se um
risco para a saude do consumidor.

As analises fisico-quimicas realizadas no mexilhdo por Furlan (2004),
atestaram a boa qualidade da matéria-prima, possuindo um bom rendimento, e
apresentando-se dentro dos padrdes da legislagdo vigente para pescado. A
utilizacdo da refrigeracdo imediata dos mexilhdes apds a coleta, aumentou a
vida util do mexilhdo em 5 dias, o que possibilita a sua comercializagdo por um
tempo maior, se tornado imprescindivel uma manipulacdo adequada.

Uma vez definida a boa qualidade dos mexilhdes para a comercializacao,
conforme exigéncias da legislacdo, elegeu-se um ponto, o do Costdo da Praia
do Cedro, por possuir uma menor variagdo da produgédo ao longo do ano e ser
de acesso mais facil do que os demais (Furlan et al., 2003a; Furlan et al.,
2003b).

Como objetivo, nesta etapa da pesquisa, pretendeu-se verificar o

crescimento de Bacillus cereus e Staphylococcus aureus em amostras de



mexilhdes in natura e pré-cozidas, armazenadas por um periodo de 10 horas a
temperatura ambiente (25°C+1°C) e sob refrigeragéo (7°C+1°C); estabelecer o
bindbmio tempo-temperatura para a eliminacdo destes microrganismos, através
de 6 diferentes tratamentos térmicos, e o efeito destes tratamentos nas

caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais deste molusco.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bivalves: cultivo, producédo e consumo

No inicio do século Xlll, segundo uma conhecida versdo, um barco
tripulado por trés irlandeses e comandado por Patrick Walton, naufragou em
uma regido deserta na Ponta d’Escale, proximo a Rochele, na Bretanha
francesa, tendo sobrevivido somente o comandante. Durante o periodo em que
ali permaneceu abrigado, ele sobreviveu a custa da caca e da pesca, utilizando
para tal, entre outras armadilhas, uma série de postes de madeira fincados na
praia, entrelacados com pedacos de redes de pesca e cordas, na tentativa de
capturar aves marinhas. Nas estacas e redes que ficavam submersas durante
as mares altas, ele observou a fixacdo de uma grande quantidade de mexilhdes
dos quais também passou a se alimentar. Mais tarde, ja resgatado, divulgou
sua descoberta por outras regides da Franca e na Gré-Bretanha, dando inicio
assim a atividade da criacao de mexilhées (Marques, 1998).

O cultivo de moluscos foi iniciado, pelos japoneses, em 2000 a.C., e
pelos romanos, em 100 a.C. (José, 1996). Como atividade econémica produtiva,
a mitilicultura, estabeleceu-se na Espanha no inicio da década de 40, e desde
entdo, os cultivos se espalharam comercialmente pelos paises da Europa, Asia
e Ameérica do Sul (Andréu, 1976).

No Brasil, as primeiras pesquisas sobre mitilicultura foram realizadas
pelo Instituto de Biociéncias da USP, na década de 60, que visavam o estudo
dos mexilhBes nos estuarios de Santos e Sdo Sebastido. Paralelamente, a

Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste (SUDENE) iniciou



investigacdes sobre a espécie Mytella falcata, na Lagoa Mundal, em Maceio
(Ferreira & Magalhaes, 1996).

Em meados da década de 70, a Secretaria de Agricultura do Estado de
Sao Paulo, através do Instituto de Pesca, iniciou em Ubatuba um programa de
pesquisas sobre ecologia e cultivo de mexilnbes, que resultou no
aprimoramento das balsas de cultivo que haviam sido desenvolvidas pelo
Instituto de Pesquisas da Marinha em Arraial do Cabo — RJ, e também no
repasse das técnicas a criadores particulares e outras instituicbes de pesquisa
e extensdo. Porém, apesar das excelentes condi¢cbes climaticas e ambientais
disponiveis para o desenvolvimento da mitilicultura, apenas a partir dos anos 90
€ que essa atividade despontou comercialmente (Marques, 1998).

Segundo Ostini & Gelli (s/d) ha varios métodos de cultivo de mexilhdes.
O cultivo em estaca é muito utilizado na Franga e apresenta a vantagem de nao
expor os bivalves aos predadores do fundo; a desvantagem é a exposicdo ao ar
na maré baixa, reduzindo o tempo habil de alimenta¢do. O cultivo sobre o fundo
€ uma técnica muito utilizada na Holanda e consiste no transporte de mexilhdes
jovens para os locais de cultivo, geralmente em aguas calmas e rasas; a
vantagem deste sistema esta no fato de que o marisco permanece todo o
tempo submerso, alimentando-se continuamente, mas tem como maior
desvantagem o contato deste com o lodo e consequiente presenca de residuos
minerais no intestino, depreciando o produto final. Para a implantacdo do cultivo
suspenso, muitos aspectos devem ser levados em consideracédo, embora seja
uma técnica muito utilizada no Mediterraneo; com a vantagem de apresentar
baixo custo de implantagdo e manutencao.

A producao brasileira de bivalves esta centrada nos estados do Rio de
Janeiro, S&o Paulo e Santa Catarina devido principalmente, as caracteristicas
ambientais propicias ao desenvolvimento desses moluscos, 0s quais
necessitam de aguas de temperaturas amenas e ricas em nutrientes (Beirdo et
al., 2000).



Atualmente, a producdo de mexilhdo do Litoral Norte é de
aproximadamente 100 ton/ano e, como todas as iniciativas de criacdo de
moluscos bivalves no pais, é caracteristicamente clandestina, no que se refere
a legalizacdo de uso da éarea. Isso ocorre porque a legislacao pertinente —
Decreto 2869 — permanece com suas normas complementares ainda nao
aprovadas, o que pode dificultar a aquisicdo do Registro do Aquicultor por parte
dos criadores e, conseqientemente, de financiamentos e garantias previstas no
corpo do Decreto (Pereira et al., 2003).

Ao lado desta probleméatica deve-se considerar que, no pais, por razdes
culturais e socio-econdmicas 0 consumo de pescado ainda € pouco expressivo;
nos ultimos anos, todavia, tem-se observado uma mudancga no perfil nutricional
da populagéo e a oferta de pescado de qualidade no mercado interno, pode
direcionar o consumo, em especial pela oferta de novas formas de
apresentacao deste alimento perecivel (Germano et al., 1998).

Cabe salientar que, no Brasil, o universo de consumidores de pescado,
divide-se em dois poélos distintos: a populacdo de baixa renda, que habita
regides ribeirinhas ou litoraneas que tém no pescado a Unica fonte de proteinas,
e a de alta renda que devera ter no pescado um alimento alternativo, que
permitirh manter uma dieta rica em nutrientes e com baixos indices caldricos e
portanto, melhor para a saude (Silva, 1969 citado por Espinola & Dias 1980;
Germano et al., 1998).

O comportamento do consumidor é influenciado por variaveis socio-
demogréfico-culturais, variaveis psicoldgicas (estilo de vida, motivacao) e por
situacdo de compra. Com relacdo a freqiéncia do consumo, 39.31% dos
paulistanos afirmam consumir moluscos poucas vezes ao ano e 26.21% apenas
nos meses do verdo. Apesar do consumidor preferir em 52.08% das vezes
consumir o produto em casa, observa-se um valor relevante para o consumo
em restaurantes de (34.38%) (Barni et al, 2002).



2.2 Microrganismos relacionados ao cultivo

2.2.1 Microrganismos na agua

A qualidade dos moluscos bivalves, especialmente ostras e mexilhdes,
esta diretamente relacionada com a qualidade do ambiente onde estas
espécies sao cultivadas ou extraidas (Wood, 1979; Jay, 1994). Sendo assim, se
as aguas de cultivo ou extracdo estdo contaminadas, 0os moluscos provenientes
desses locais também poderdo apresentar bactérias patogénicas ou virus
capazes de provocar riscos a saude (ICMSF, 1983).

A agua atua por consequéncia de sua contaminacdo como importante
veiculo de inUmeras doencas, seja em decorréncia de excretos humanos ou de
outros animais, seja pela presenca de substancias quimicas nocivas a saude
humana. A avaliacdo microbiol6gica precisa ser realizada periodicamente para
que se tenha controle das doencas de transmissao hidrica (Cavalcante et al.
1998; Guilherme et al., 2000).

A qualidade sanitaria do ambiente aquatico, onde os bivalves sé&o
capturados, responde diretamente pelos problemas de Saude Publica que
podem gerar quando consumidos, principalmente se ingeridos in natura
(Santos, 1982). Os bivalves, apés a coleta, apresentam em média 10° - 10°
bactérias g*. Estes niveis normalmente sdo 1 a 2 unidades logaritmicas
maiores que os numeros encontrados na agua na qual estes foram colhidos
(Vasconcelos, 1969; citado por Cook, 1991).

A principal dificuldade do monitoramento da qualidade da agua de um
determinado local, é o estabelecimento de indicadores adequados e a defini¢cdo
dos critérios a serem adotados para esta avaliacdo. Nesse sentido, procura-se
relacionar a presenca de indicadores de polui¢do fecal no ambiente aquético e
0 risco potencial de se contrair doengas infecciosas por meio de sua utilizacao
para recreacdo (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental -
CETESB, 2003).
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Varios  microrganismos, principalmente  bactérias da  familia
Enterobacteriaceae, como os coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia
coli, tém sido utilizados como indicadores da qualidade sanitaria das aguas de
cultivo e dos moluscos bivalves (Martinez-Manzanares et al., 1991). A pesquisa
de coliformes fecais e Escherichia coli nos alimentos fornece, com maior
seguranca, informacdes sobre suas condi¢cdes higiénico-sanitarias e sdo a
melhor indicacdo da eventual presenca de enteropatdogenos (Franco &
Landgraf, 1996).

Segundo Hagler & Hagler (1988), os coliformes tém pouca tolerancia a
salinidade das aguas do mar, portanto, sua deteccdo nesse ambiente denota
uma descarga constante de matéria fecal. A enumeracdo de coliformes totais
em agua é menos representativa como indicacao de contaminacao fecal que a
enumeracao de coliformes termotolerantes ou Escherichia coli, no entanto, sua
enumeracao é muito utilizada em induastrias alimenticias, indicando poluicao
pré-sanitizacdo, contaminacao poés-sanitizacdo ou pos-processo, evidenciando
praticas de higiene e sanitizacdo aquém dos padrdes requeridos para o
processamento de alimentos (Padua, 2003).

Por esse motivo, o Clostridium perfringens tém sido utilizado como
indicador de contaminacao fecal em agua, pois sua incidéncia no meio aquatico
esta constantemente associada a dejetos humanos, sendo sua presenca
comum em fezes, esgoto e aguas poluidas. Como sao esporogénicos, 0S
esporos apresentam excepcional longevidade em agua, em funcédo da grande
resisténcia aos desinfetantes e outras condi¢cdes desfavoraveis do meio
ambiente (Silva et al., 2000).

A contagem padréo de bactérias aerdbias heterotroficas mesofilas é
considerada a técnica que melhor estima a densidade de bactérias
contaminantes em aguas nao potaveis. A importancia da avaliacdo do grau de
poluicAo dessas &guas utilizando a contagem padrdo de bactérias, esta

relacionada a determinacdo da fonte poluidora, além de reforcar os padrdes de
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qualidade da &agua e de tracar a sobrevivéncia de microrganismos (APHA,
1992).

O grupo de estreptococos fecais ocorre em grande quantidade nas fezes
humanas e de outros animais e tem o trato intestinal como habitat natural. Os
estreptococos fecais normalmente ndo ocorrem em aguas e solos virgens ou
nao poluidos, sendo as raras ocorréncias relacionadas diretamente a animais
de vida selvagem ou a drenagem do solo por enxurradas. Podem persistir por
longo tempo em aguas de irrigacdo, com alto teor eletrolitico, porém néo se
multiplicam nas &guas poluidas, sendo sua presenca uma indicacdo de
contaminacao fecal recente (Silva et al., 2000).

Mendes et al (2002), em estudos realizados durante o ano de 1999,
relataram que o indice de contaminacdo da agua de cultivo € dependente de
alteracbes sazonais. Os autores observaram que nos meses de estio (verdo) o
NMP de coliformes e de vibrios foi significativamente reduzidos, provavelmente
devido ao aumento de salinidade, em consequéncia da maior evaporacao.

No Brasil, 0 Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), 6rgdo que
estabelece a classificacdo e normaliza os parametros de qualidade da agua,
segundo 0 seu uso preponderante, determina que a agua salobra ou salina
destinada a criacdo extensiva ou intensiva de espécies destinadas a
alimentacdo humana e que serdo ingeridas cruas, apresentem bactérias
coliformes fecais inferior a 14 NMP 100 mL™, com ndo mais de 10% das

amostras excedendo 43 coliformes 100 mL™ (Brasil, 1986).

2.2.2 Microrganismos da carne

A classe bivalva é de grande interesse para os ecologistas uma vez que
€, provavelmente, a maior acumuladora de poluentes do meio ambiente. Esse
fato tem sido objeto de estudos de avaliagdo de contaminacdo ambiental
através da presenca de bactérias e metais pesados em bivalves. Com o

incremento da mitilicultura os riscos sanitarios causados pelo consumo de
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mexilhdes tém aumentado no que se refere a presenca de metais pesados,
fitoplancton e microrganismos (Espinola & Dias, 1980).

Devido a sua distribuicdo na costa maritima e estuario, 0s moluscos
estdo por inUmeras vezes sujeitos a poluicdo por esgoto, principalmente nas
proximidades de grandes centros urbanos. O principal perigo associado a
poluicdo € a presenca de bactérias e virus patogénicos, o que se transforma em
problema de Saude Publica, abalando o prestigio desses alimentos junto a
populacdo; agravando o problema, estd o consumo dos moluscos in natura ou,
levemente cozidos (Beirdo et al., 2000).

Segundo Martins (1983) sob o ponto de vista sanitario a pesquisa de
Salmonella e vibrios em moluscos bivalves, constitui em aspecto importante da
Saude Pdublica, pois esses microrganismos tem sido freglentemente
relacionado com a gastroenterites e toxinfecgcbes, em populacdes que o0s
consomem crus ou mal cozidos (Bean & Griffin, 1990; Jakabi et al., 2000; Huss
et al., 2000).

Os vibrios fazem parte da microflora natural de estuarios e aguas
marinhas podendo se acumular nos tecidos dos bivalves durante sua
alimentacdo. A maioria dos vibrios apresenta-se em concentracdes
significativas e pode persistir na agua por um longo tempo quando associada
com 0S organismos aquaticos, como o pescado e o plancton (Langraf et al.,
1996; Mascarenhas et al., 1999; Maugeri et al. 2000). Ostras, mariscos e
caranguejos sao o0s Vveiculos naturais do V. cholerae devido as suas
caracteristicas filtradoras, que conduzem a concentracdo de solutos e ao
acumulo de microorganismos (Lederer, 1991; Germano et al., 1993).

Segundo Laloo et al. (2000), em estudos realizados em Trinidad Tobago
a respeito da qualidade bacteriol6gica de ostras in natura comercializadas na
regido, havia 57,5% delas na faixa das que excederam o padrao recomendado
pelo ICMF - International Comission on Microbiological Specifications for
Foods, de 5,0 X 10°> UFC g* de aerébios totais.
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A legislacdo brasileira, através da Portaria n°® 451/97 do Ministério da
Saude, estabelece que a carne de moluscos “in natura” estd apta para o
consumo humano quando no produto o NMP de coliformes fecais néo
ultrapassar o limite de 100 g*; Salmonella sp. estiver ausente em 25g, e a
contagem em Unidades Formadoras de Colonias — UFC, de Staphylococcus
aureus ndo exceder 10° g*. Para pescado pré-cozido, sdo aplicados os
mesmos limites microbioldgicos estabelecidos para o in natura (Brasil, 1997).

Em levantamento prévio ao presente trabalho, relatado por Galvéo
(2004), observou-se a presenca de varias espécies de microrganismos nos
mexilhdes, tais como Bacillus cereus, Clostridium Sulfito Redutores, Clostridium

perfringens, Staphylococcus aureus e Enterococcus.

2.2.3 Surtos alimentares relacionados com moluscos

O consumo de moluscos, conforme registros em literatura especializada,
€ responsavel por inimeros surtos epidémicos e responde diretamente pelos
problemas de saude publica ocasionados, principalmente, quando 0os moluscos
sdo ingeridos in natura e a qualidade sanitaria do ambiente aquatico onde eles
sao capturados esta comprometida (Jose, 1996).

A maioria dos surtos alimentares documentados, envolvendo pescado
marinho nos Estados Unidos, esta relacionada com o consumo de moluscos
bivalves. Esta incidéncia se deve a biologia do animal, a qualidade da agua na
qual este se encontra, as técnicas de manipulacéo pés captura e ao fato de que
estes alimentos, frequentemente, sdo consumidos in natura (Cook, 1991).

A importancia dos frutos do mar como veiculos de toxinfecgbes esta
condicionada a fatores como a dieta da populacdo consumidora e o modo
tradicional de preparo do alimento. Assim, a propor¢cdo de surtos alimentares
envolvendo pescado é significativamente mais alta no Japao devido ao alto
consumo de pescado in natura quando comparado a outros paises como o
Canada e Estados Unidos (Huss et al., 2000).
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Do total de surtos alimentares relatados nos Estados Unidos no periodo
de 1988 - 1992, 35% foram causados por bactérias (Clostridium botulinum,
Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus, Vibrio spp. e Bacillus cereus)
através dos moluscos contaminados e 12% através de peixes.

Segundo Espinola & Dias (1980), 47% dos surtos alimentares, tendo
moluscos como vetores, sdo causados por microrganismos de etiologia
desconhecida, como hepatites nédo especificadas e certos tipos de Vibrios (V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. cholerae), representando um risco ainda
maior para pessoas que consomem bivalves in natura. No caso do V.

parahaemolitycus, este microrganismo € responsavel por uma elevagcdo de

20%, nos casos documentados, de intoxicagdo alimentar no Japéao.

2.3 Microrganismos estudados

2.3.1 Bacillus cereus

O Bacillus cereus é um bacilo, com dimensdes de 3 - 5um de
comprimento e 1 um de largura, é Gram-positivo, anaerdbico facultativo e
esporulado. Os esporos, sdo menos termoresistentes que os do C. perfringens
e sdo destruidos a 100°C por 5 — 30 min Aproximadamente 80% das cepas
produzem enterotoxina que é excretada durante a fase logaritmica (Hayes,
1993; Bourgeois et al., 1994). O B. cereus se desenvolve em alimentos com
atividade de agua igual ou superior a 0,95, e tem seu crescimento inibido pela
nisina e acido sorbico, na concentracéo de 0,20% (Bourgeois et al., 1994).

O B. cereus ocorre naturalmente em alguns alimentos e pode produzir
esporos, que permitem sua sobrevivéncia em condi¢cdes ambientais adversas,
como o0 congelamento e o0 cozimento. Assim, sua presenca sugere a
necessidade de uma manipulacdo eficiente para minimizar possiveis
problemas, principalmente, em produtos que possam vir a ser enlatados, visto
gue este microrganismo pode produzir toxinas no alimento ou no trato intestinal,

causando doencas, principalmente as cepas psicrotréficos que se desenvolvem
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em temperaturas de 4°C a 37°C, inclusive quando o pH é superior a 6,0. A
acidificacdo dos alimentos a base de peixe, ao lado de outros processos de
conservacdo, € importante para prevenir a colonizacdo e formacgéo de toxinas
por estas cepas (Germano et al., 1993).

Bacillus cereus é encontrado em um grande numero de alimentos, e é
uma importante causa de intoxicacdo gastrintestinal. A caracteristica de
formacédo de esporo assegura a sobrevivéncia na maioria dos processamentos,
e a refrigeracdo inadequada de pratos séo veiculos comuns para a germinacao
dos esporos e proliferacdo do microrganismo (Banwart, 1989). A maioria dos
procedimentos para o isolamento e enumeracdo do B. cereus envolve o
espalhamento de superficie em meio de cultura constituido por agar, manitol,
gema de ovo e polimixina (MYP) (Peng et al., 2001).

Segundo Bourgeois et al. (1994) ainda que o B. cereus possa sobreviver
em algumas semi conservas, principalmente do tipo pescado em azeite de
oliva, € incapaz de produzir substancias toxicas. Para que haja contaminacao, a
contagem bacteriana deve atingir 10*a 10°> UFC g™ de alimento.

Muitos estudos indicam que o B. cereus € muito sensivel aos efeitos
antimicrobianos do CO,. Enfors & Molin (1981) estabeleceram que de 11
microrganismos testados, o B. cereus foi o mais sensivel a inibicdo em
arenques filetados (Clupea harengus) armazenados sob atmosfera de CO..

Tanto o B. cereus e S. aureus, estdo freqlientemente envolvidos em
surtos alimentares e sao, consequentemente, isoladas em humanos. De
acordo com dados de Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), de 1993 a 1997, foram relatados 14 surtos e 691 casos, e 41 surtos e
1413 casos (1 morte), respectivamente, provocados pelo B. cereus e S. aureus,
nos Estados Unidos (Lanciotti et al., 2001).

Fang et al. (1997), examinando a qualidade microbiolégica de 155
produtos de cereais prontos para o consumo, indicaram o isolamento de B.
cereus em cereais instantaneos e em mix de cereais em, respectivamente, 26%

e 38% dos produtos.
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Estudos realizados por Lanciotti et al. (2001) apontam para o fato de que,
através de modelos de crescimento para B. cereus e S. aureus, a interacédo da
temperatura, atividade de &gua, pH e concentracdo de etanol podem ser
quantificadas. Além disso, € possivel identificar as combinacgfes de tais fatores
prevenindo o crescimento destes microrganismos. Estes resultados tém uma
implicacdo pratica na identificacdo das condi¢cdes que podem ser aplicadas na
preservacdo de alimentos para assegurar que nenhum crescimento destes
microrganismos ocorra.

Segundo McMeekin et al. (2000), a definicho dos parametros de
crescimento, pode prover uma combinacdo precisa das condicdes nas quais
novas tecnicas de preservacdo de alimentos podem ser fundamentadas.
Contudo, séo necessarias investiga¢cdes adicionais para o melhor entendimento

dos mecanismos préximo da interface do crescimento ou nao.

2.3.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compreende trés espécies, S. aureus, S.
epidermis e S. saprophyticus. Destas, 0 S. aureus € a mais importante para a
microbiologia de alimentos (ICMSF, 1983).

S. aureus é uma bactéria pequena, esférica, com didametro de 0,5 - 1um,
Gram-positiva, imovel, distribuida em agrupacfes irregulares de células que
lembram a cachos de uvas. S&o bactérias anaerébicas facultativas; porém
crescem melhor na presenca de ar, sendo a temperatura 6tima de crescimento
37°C, porém desenvolvem-se até 10°C ou temperaturas ligeiramente menores.
O S. aureus apresenta a caracteristica pouco frequente de tolerar baixas
atividades de agua (0,86), e portanto, cresce a niveis altos de sal. Todas as
cepas sdo coagulase positiva — possuem uma enzima que coagula o plasma
sanguineo —, porém, apenas 50% produzem enterotoxinas associadas as
toxinfecOes alimentares (Hayes, 1993).

O Staphylococcus aureus produz uma ou mais enterotoxinas termo

estaveis, responsaveis por surtos de envenenamento em alimentos (Jay, 1992).
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Um alimento no qual o S. aureus pode crescer e produzir enterotoxina € o
queijo (Pareira et al. 1996), porém pode ser encontrado em outros alimentos de
origem animal, e em alimentos manipulados por seres humanos portadores de
S. aureus (Jay, 1992).

Em alimentos crus, especialmente produtos animais, a presenca de S.
aureus é comum e pode ndo estar relacionada com contamina¢cdo humana.
Contaminacéo estafilococica de couro aminal, penas e pele sdo comuns e
podem ou nédo ser o resultado de lesdes ou tecidos contundidos (Lancette &
Tatini,1992).

O Staphylococcus aureus ha muito tempo é relacionado como o mais
importante agente de intoxicagcdo gastrintestinal no mundo, sendo o seu habitat
primario as membranas mucosas do sistema respiratério humano e a pele de
animais. Podem estar sempre presente ou estar passageiramente sem, no
entanto, causar qualquer sintoma aos humanos (Genigiorgis, 1989).

A presenca de S. aureus em alimentos prontos para servir esta
relacionada, freqientemente, a manipulacdo impropria por parte das pessoas
que, freqientemente, estdo contaminadas com estes microrganismos (Hatakka
et al., 2000). Como consequéncia direta da manipulacdo inadequada, sdo
apontados os Streptococcus sp e 0 S. aureus (Germano et al., 1993; Adams et
al., 1994; Cardonha et al., 1994), e que encontram no pescado ambiente
favoravel para sua multiplicacao (Gelli, 1988).

O limite proposto pelo regulamento técnico sobre padrdes
microbioldgicos em alimentos - Resolugéo - RDC n° 12, de janeiro de 2001 é de
5x10° UFC g* de S. aureus (ANVISA, 2003). Uma pesquisa realizada pelo
Laboratorio de Controle Sanitario da Prefeitura do Municipio de S&o Paulo no
ano de 1989, sinalizou que 25% das amostras de pescado comercializados na
cidade de S&o Paulo apresentaram valores acima dos exigidos pela legislacao
vigente (Germano et al. 1993). Hoffmann, et al (1999) analisando o pescado

comercializado na cidade de S&o José do Rio Preto,SP, detectaram que 82%
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das amostras apresentaram-se em desacordo com a legislagdo para o
parametro de S. aureus.

Ayulo et al. (1994), analisando peixes e mexilhbes produzidos e
comercializados no Estado de Santa Catarina, observaram a presenca de S.
aureus em 20% das amostras analisadas, sendo que 60% das amostras de
bivalves apresentaram S. aureus. Nesse estudo, também foi constatado que
apenas 9 das 109 cepas de S. aureus produziram enterotoxina, incluindo as
enterotoxinas A (4), D (1) e B (4).

Em estudos realizados na Africa, Staphylococcus sp. foram isolados de
agua de aquério e encontrados em aguas de viveiros de aquicultura, sendo os
membros desse género relacionados como patégenos de organismos aquaticos
(Nemetz e Shotts 1992). S. aureus foi associado a doencas de carpas
(Hypophthalmichthys molitrix), causando mortalidade em fazendas de cultivo na
india, no periodo de 1982 e 1983 (Shah & Tyagy 1986).

De acordo com dados epidemioldgicos, entre o periodo de 1986 a 1995,
patégenos bacterianos foram relatados como causadores principais de varios
surtos em Taiwan, na Republica de China (555 dos 852 surtos, 65%), sendo o
S. aureus (169 das 555 surtos, 30%) e o B. cereus (104 das 555 surtos, 18%),
dois dos principais responsaveis por estes surtos (Pan et al., 1997).

Os tratamentos térmicos comumente aplicados como, por exemplo,
pasteurizacdo do leite e cocgdo de carne, e substancias quimicas usadas como
agentes de sanificacdo, normalmente destroem as cepas de S. aureus. A
presenca apds estes tratamentos pode indicar aquecimento ou sanificacdo
insuficientes, ou contaminacdo depois da pasteurizagcédo ou cocc¢éo (Schoeller &
Ingham, 2001).

2.4 Beneficiamento dos mexilhdes
O armazenamento de moluscos é limitado, se comercializados in natura;
as valvas ocupam muito espaco dificultando o armazenamento e quando ha

beneficiamento, este é feito em uma parcela pequena da matéria-prima. A
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tendéncia é de se promover o crescimento da capacidade de armazenamento e
estocagem destes produtos, buscando adequa-los aos novos processos de
beneficiamento, garantindo a qualidade que o mercado exige (Beirdo et al.,
2000).

A temperatura € uma variavel critica na qualidade de alimentos frescos,
especialmente em pescado, sendo que a estimativa da vida Util destes
alimentos a qualquer temperatura de refrigeracdo seria de grande importancia
para 0 armazenamento de pescado, uma vez que as temperaturas de
armazenamento na cadeia de distribuicdo comercial sdo variaveis (Charm et al.,
1972).

A vida util de um produto é basicamente determinada pelos componentes
do sistema, tais como o processo utilizado; o método de embalagem; o tempo,
temperatura e umidade durante o transporte e armazenamento. Os controles
destes fatores vao retardadar ou prevenir o desenvolvimento dos efeitos
(Dethmers, 1979).

Uma das grandes vantagens em processar este produto é o de poder
apresenta-los de forma mais atraente que a tradicional, ndo exigindo, por
exemplo, a dificil tarefa de desconchamento da ostra ainda crua, além de
permitir a estocagem por tempo mais prolongado, dando flexibilidade ao seu
consumo (Beir&o et al., 2000).

2.4.1 Tratamento térmico

O processo térmico € a area chave no processamento de mexilhdes para
que se obtenham as propriedades sensoriais requeridas, além de inativar
bactérias e enzimas visando produzir um alimento seguro e estavel. Uma
adequada vida util é essencial para a demanda do mercado exportador, e para
a expansao do mercado interno (Wood, 1979; Skipnes et al., 2002).

Durante o processamento de alimentos em geral, varidveis fisicas
importantes, como tempo e temperatura de cozimento influenciam na

sobrevivéncia dos microrganismos, ou ha persisténcia das toxinas responsaveis
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por doencas alimentares. O bindmio tempo-temperatura de cozimento € um
fator importante para assegurar a qualidade sanitaria dos alimentos. Os
binbmios 65°C por 10 min ou 75°C por 5 min, foram estabelecidos como
padroes para os alimentos, como letais para a maioria dos microrganismos
patogénicos (Silva Junior, 1995).

Pigott & Tucker (1990) relatam que microrganismos patogénicos podem
ser destruidos a temperaturas menores do que 100°C, sendo que o
procedimento de aumentar a temperatura interna dos alimentos para 66°C é
normalmente suficiente para tornar o alimento seguro para 0 consumo.

O beneficiamento do mexilhdo é iniciado com a cocgdo que permite a
retirada das conchas e a ligeira pasteurizacdo da carne. ApoOs lavagem o
mexilhdo é cozido durante 6 min, em agua a ebulicdo ou vapor a 100°C; ou por
4 min, em vapor a 115°C. Uma vez cozido e descascado, a carne pode ser
resfriada e empacotada para ser comercializada ou destinada a industrializacao
(Espinola & Dias, 1980).

No cozimento, os moluscos bivalves sdo expostos ao calor imido por um
tempo que varia de acordo com o tamanho do marisco, a velocidade de
penetracdo do calor e as condigbes de aquecimento (Wood, 1979). Chai et al.
(1994) estudaram o processo térmico para ostras e sugeriram um tratamento de
75 - 76°C por 8 min visando uma melhor qualidade; nesse estudo ndo foram
consideradas outras temperaturas.

Antoniolli (1999), estudando a vida utili de mexilhdes Perna perna
processados e mantidos sob refrigeracdo, utilizou diferentes tempos de
cozimento, desde 15 até 30 min, obtendo temperaturas finais que variaram de
80 a 96°C, e observou que todos os tratamentos térmicos aplicados foram
satisfatorios quanto a eliminacdo dos microrganismos. Nesse estudo, foi
também observado, que o cozimento dos mexilhdes por 30 min, atingindo a
temperatura final de 96°C, apresentou melhores caracteristicas sensoriais, bem

como melhorou o processo de desconchamento dos mexilhdes.
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As industrias de processamento de mexilhdes utilizam altas temperaturas
(120°C - 130°C) por um periodo de tempo relativamente pequeno — de 90
segundos a poucos minutos (Skipnes et al., 2002). Uma das grandes vantagens
em processar estes produtos é o de poder apresenta-los de forma mais
atraente que a tradicional, ndo exigindo, por exemplo, a dificil tarefa de
desconchamento do pescado cru, além de permitir a estocagem por tempo mais

prolongado, dando flexibilidade ao seu consumo (Beiréo et al., 2000).

2.4.2 Valor nutricional

A utilizacdo de moluscos bivalves como alimento data da época
paleozdica, sendo a qualidade sanitaria do ambiente aquético, onde estes séo
capturados ou cultivados, responsavel diretamente pelos problemas de saude
publica que podem gerar quando consumidos, principalmente se ingeridos in
natura (Santos, 1982). Segundo Fernandez-Armesto (2004), os moluscos
providos de conchas séao consideradas uma comida eficiente, no sentido de que
ja vém envoltos em uma concha funcional, quando dispostos & mesa, sendo
este prato considerado extremamente nutritivo e apresentando desperdicio
minimo.

O mexilhdo apresenta pronunciada variacdo sazonal na composi¢cado de
sua carne, com maior rendimento na época de desova. O valor energético da
carne é de 80 kcal 100 g, préximo ao dos peixes magros, enquanto que 0s
mariscos e ostras possuem em média respectivamente, 76 kcal 100 g* e
44 kcal 100 g*. Possuem 1 a 7% de glicogénio, teor elevado em relacdo as
outras espécies de pescado, onde este carboidrato se encontra em baixa
proporcdo. A fracdo protéica do pescado situa-se na faixa de 8,4% a 17%, ja
para mariscos e ostras os valores médios sdo de 13% e 6%, respectivamente
(Espinola & Dias, 1980).

Medeiros et al. (1996) destacam que o mexilhdo Perna perna apresenta
pronunciada variagdo sazonal na composicdo de sua carne, com maior

rendimento na época de desova. Segundo os autores, o mexilhdo possui
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9,24 g 100 g* de carboidratos, na sua maioria glicogénio, 4,44 g 100 g™ de
proteina , e de 5,24 g 100 g* de frac&o lipidica, sendo o valor energético de
108 kcal 100 g™.

Em trabalho realizado concomitantemente a esta pesquisa, foi avaliada a
composigao centesimal de mexilhGes Perna perna proveniente de trés locais de
cultivo, em Ubatuba/SP, sendo encontrados os seguintes valores para umidade,
lipideos, cinza, proteina e carboidrato: 83,9 g 100 g*, 1,0 g 100 g%,
1,99 100 g? 9,09 100 g™ e 4,0 g 100 g*, respectivamente (Porrelli et al., 2003;
Furlan, 2004).

Furtado et al. (1998), estudando sururu (Mytella falcata), e berbigéo
(Anomalocardia brasiliana), obteve valores médios de umidade para a espécie
M. falcata de 30,65% e de proteina de 56,44%, enquanto que, para a espécie A.
brasiliana os teores foram 25,62% e 48,14%, respectivamente. O teor de
lipideos mostrou-se menor no molusco M. falcata, com média de 2,9%,
enquanto o A. brasiliana expressou um valor médio de 7,7% e também
apresentou-se mais rico nos teores de cinza (3,13%) e carboidratos (15,18%).

O processo de decomposicdo altera quase sempre a concentracdo de
ions hidrogénio de um alimento. A determinacdo do pH € importante no caso do
pescado, pois este € um alimento de baixa acidez (Tavares et al., 1988).
Porém, a medida do pH nédo deve ser utilizada individualmente como indice de
frescor, pois pode induzir a falsas avaliagbes. No entanto, seus valores
geralmente acompanham, paralelamente, analises quimicas, microbiolégicas e
sensoriais (Nort, 1988).

Quando comparados a outros tipos de pescado, 0s moluscos
apresentam em sua carne um teor elevado de carboidratos e menores
concentracdes de nitrogénio. Consequentemente, a sua deterioracdo pode ser
considerada de caracteristica fermentativa. Outro fator qualitativo do pescado é
quanto aos lipideos, que possuem grande quantidade de &cidos graxos
insaturados, sendo portanto, altamente susceptiveis a oxidacdo, a qual é

acelerada pela presenca de luz, calor e metais pesados (Beirdo et al., 2000).
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Os macronutrientes minerais, assim definidos por sua abundancia
percentual no corpo humano, compreendem o célcio (1,5 a 2,2%), fosforo (0,8 a
1,2%), potassio (0,35%), enxofre (0,25%), sodio (0,15%), cloro (0,15%) e
magneésio (0,05%). Também podem ser definidos como macrominerais todos 0s
minerais que existem no organismo em proporcao superior a 0,05% (Dutra-de
Oliveira & Marchini, 1998).

Os microminerais, também denominados “elementos-traco”, sdo minerais
necessarios em pequenas quantidades diarias para manutencdo do
metabolismo e funcionamento adequado das células. Além de componente
estrutural, eles exercem funcbes especificas no organismo, incluindo acéo
hormonal, atuando como co-fator enziméatico ou estabilizador de reacfes
quimicas, entre elas a neutralizacdo de radicais livres (Cunha & Cunha, 1998).

O pescado pode ser uma excelente fonte de minerais fisiologicamente
importantes, tais como, magnésio, manganés, zinco e cobre, com teores
relativamente elevados, principalmente em alguns moluscos e crustaceos
(Ogawa & Maia, 1999). Segundo Contreras-Gusman (1994), os moluscos
possuem grandes quantidades de soédio, magnésio, ferro e zinco, se
comparados com outros organismos de origem aquatica.

Frutos do mar sdo comumente considerados como fontes de ferro
(Nettleton, 1985); contudo apenas os mexilhGes apresentam teores de ferro
comparaveis aos de carne vermelha. Por exemplo, o contetdo de ferro
encontrado em mexilhdes in natura (11 mg 100 g}), é similar aos encontrados
para carnes bovinas de primeira (Anderson et al., 1986).

Segundo Kongkachuichai (2002), bivalves crus ou cozidos, séo tidos
como boas fontes de ferro heme e total, variando-se de 2,5 a 9,1 mg 100 g* e
de 15 a 18 mg 100 g™ para ferro total, respectivamente.

Dentre as fontes de zinco na alimentacdo, encontram-se produtos
integrais, levedo de cerveja, farelo e germe de trigo; os frutos do mar e as

carnes sdo, geralmente, melhores fontes de zinco biodisponivel que os vegetais
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(Hendler, 1994). A interagdo do zinco com outros nutrientes da alimentacao
pode aumentar ou diminuir sua absorcao (Cunha & Cunha, 1998).

Uma alimentagdo variada geralmente contém cobre em quantidade
suficiente para a maioria dos individuos saudaveis. Fontes ricas em cobre
incluem o figado animal, frutos do mar, castanhas e nozes (Hendler, 1994).
Carnes, frango, peixe, ovos e cereais processados também sdo fontes. A
quantidade de cobre em frutas e vegetais verdes depende do -cultivar,
concentracdo de cobre no solo e condi¢des de cultivo (Cunha & Cunha, 1998).

Em estudos realizados por Furtado et al. (1998), a espécie M. falcata
revelou um teor médio de 1,38% e 8,45% destes componentes. Quanto aos
minerais, 0 zinco apresentou teores de maior expressdo: 70,5 mg para
M. falcata e 68,8 mg para A. brasiliana. A quantidade média de calcio
encontrada para o M. falcata foi de 53,7 mg e para o A. brasiliana 49,5 mg,
comprovando assim a importante colaboracdo destes bivalves como fontes de

nutrientes na alimentacéo de populagdes litoraneas

2.4.3 Analise sensorial

A qualidade sensorial de peixes e outros produtos de origem marinha
depende de muitos processos 0s quais sd0 governados por mecanismos
quimicos, bioquimicos e microbioldgicos e, a perda de frescor do pescado
refrigerado € o reflexo da atividade desses processos (Stone & Sidel, 1993).

A carne de moluscos recém capturados apresenta um odor tipico de
fresco, em produtos preparados apresenta-se leitoso com aroma agradavel. A
acao de fechar as valvas quando estdo abertas, a elasticidade da carne e cores
vivas, séo sinais de frescor. Os moluscos requerem temperaturas nao inferiores
a 10°C e elevada umidade, para permanecerem vivos por determinado tempo
(Bertullo, 1975; Beir&o et al., 2000).

As pessoas consomem frutos do mar por causa de seu alto valor nutritivo
e pelo seu sabor caracteristico e diversificado. Estas caracteristicas devem

estar presentes qualitativamente e quantitativamente, ndo sé nos alimentos
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processados, como nos produtos do tipo surimi, bem como no alimento original,
como por exemplo, peixes e molusco cultivados, que eventualmente adquirem
sabor menos pronunciado que 0s mesmos em estagio selvagem (Haard, 1992).

Pesquisas nesta linha tém enfocado a extracdo deste sabor ativo, em
residuos de camardo. Estas substancias poderiam ser utilizadas como
estimuladores de alimentagcdo ou como saborizante em peixes e frutos do mar,
ou poderiam ser incorporados em sopas ou produtos do tipo surimi ( Mandeville
et al.,, 1991; Mandeville et al., 1991).

Muitos sdo os componentes responsaveis pelo sabor e aroma em frutos
do mar, tais como amino&cidos livres (glicina, alanina, prolina, acido glutamico,
metionina e histidina), di-peptidios (anserina e balenina), nucleotideo e
compostos relacionados (inosina monofosfato, guanosina monofosfato e
hipoxantina), amonia quaternaria e acidos organicos (Cambero et al., 1998).

Segundo Cambero et al. (1998), o sabor caracteristico da carne de
caranguejo € dado por oito componentes nitrogenados, entre eles glicina,
alanina, e GMP, e quatro ions inorganicos (Na*, K*, CI" e PQO,3). Neste estudo,
0s autores sugerem que o sabor de alguns frutos do mar em particular, deve ser
originado de componentes especificos, e ndo necessariamente devido a
diferentes concentragcdes das mesmas substancias.

Peixes cartilaginosos e crustaceos sao propensos a rapida deterioracéo,
a partir de compostos nitrogenados simples, que irdo rapidamente produzir
odores e sabor ruins (Linton et al., 2003).

Os diferentes estudos de aroma e sabor em crustaceos cozidos utilizam
uma grande variedade de tratamentos térmicos. Em 1978, Konosu et al., citado
por Cambero et al. (1998), estudaram os componentes de sabor de caranguejos
cozidos em uma solugdo salina (3% de NaCl) por 15 -25 min. Em 1990,
Shenderyuk et al., citado pelo mesmo autor, submeteram a coc¢do camardes
em uma solucdo de NaCl 8% por 15 min, para investigar oS componentes

nitrogenados volateis e o papel deles no aroma de camardes cozidos.



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia e no
Setor de Processamento de Alimentos, do Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricdo, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
ESALQ-USP, em Piracicaba-SP.

3.1 Coleta das amostras

As amostras de mexilhdo Perna perna, foram coletadas em um cultivo
comercial localizado no Costdo da Praia do Cedro, em Ubatuba-SP
(23°33'45.5"S, 45°09'32.9"W). Foram coletados mexilhdes de tamanho
comercial, entre 5 e 7 cm, durante os meses de novembro de 2003 a marco de
2004.

Os mexilhdes coletados foram submetidos ao processo de desdobre, no
qual eram retirados do cacho, separados da fauna acompanhante, e
submetidos a limpeza para a retirada de cracas e parasitas. Posteriormente,
foram lavados com agua do mar, efetuando-se assim a limpeza superficial das
valvas (Figura 1).

Apobs esse processo, foram acondicionados em sacos de réfia, colocados
em caixas de isopor, com medidas internas de 35cm x 40cm x 25,5cm (35,7
litros), contendo gelo na proporcao de 1:1, sem, no entanto, contato direto com
gelo, evitando-se assim a morte dos mexilhdes. As amostras entdo foram
transportadas para o0s Laboratérios do Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricdo, da ESALQ-USP (Figura 2).
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Figura 1 — Coleta, desdobre, limpeza e transporte dos mexilhdes.
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[ COLETA DOS MEXILHOES ]

[ DESDOBRE E RETIRADA DAS CRACAS E PARASITAS ]

| LAVAGEM COM AGUA DO MAR |

[ ARMAZENAGEM EM EMBALAGENS DE RAFIA ]

[ TRANSPORTE COM GELO (1:1: MEXILHAO:GELO) ]

Figura 2 — Procedimento de preparo dos mexilhdes

3.2 Inéculo

Como in6culo para Staphylococcus aureus, foi utilizada uma cepa 1Z
1974, que foi mantida a temperatura ambiente em tubos contendo agar
nutriente (NA) (Merck) inclinado. Essa cultura foi reativada em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (Oxoid), por 24 horas a 36°C+1°C.

Para a inoculacéo do Bacillus cereus, foi utilizada uma cepa CCT 0198,
mantida a temperatura ambiente em tubos contendo agar nutriente inclinado.
Essa cultura foi reativada em caldo nutriente (NB) (Merck), por 24 horas a
36°C+1°C.

3.2.1 Determinacdo da curva de crescimento

A determinagao da curva de crescimento foi realizada com o intuito de se
determinar a taxa de crescimento dos microrganismos. A partir desta curva,
pode-se determinar o tempo necessario de incubacdo das cepas reativadas,
para se obter um inéculo com 10° UFC g™,

As culturas reativadas foram inoculadas em 100 mL de caldo BHI, e
incubadas a 36°C+1°C. Desta suspensao, foram retiradas aliquotas de 0,1 mL

em intervalos regulares de 1 hora, para a determinacdo da populacdo de
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bactérias.  Estas aliquotas foram inoculadas em placas contendo agar BHI
solidificado, pelo método de espalhamento em superficie, com a ajuda de uma
alca de Drigasky, e incubadas invertidas a 36°C+1°C, por 24 horas. A partir
desta curva, foi estimado o tempo para a retirada de uma aliquota que

fornecesse uma populacéo proxima a 10® UFC g™.

3.2.2 Preparo da solucdo parainoculacao

Determinada a curva de crescimento, onde foi determinado o tempo
necessario para a obtencdo de um inéculo com 10° UFC g*, procedeu-se a
inoculacdo dos mexilhdes.

A partir da cultura reativada por 24 horas, 1 mL foi inoculado em 100 mL
de BHI, sendo incubado por 6 horas a 37°C. Em seguida, uma aliquota de 1 mL
foi suspensa em 10 L de uma solucéo salina 0,7%, onde foi inoculado 1 kg de

mexilhdo in natura ou cozido desconchado.

3.3 Preparo da amostra e Inoculagéo

As conchas dos mexilhdes foram lavadas sob agua corrente com o
auxilio de uma escova estéril, e distribuidos em papel toalha para retirada da
agua de lavagem (Vanderzant & Splittstoesser, 1992). O lote entéo foi separado
em 2 sub-lotes, um para andlise in natura e o outro para analise do material
cozido e desconchado (Figura 3).

Apbés a limpeza, foi realizada uma pré-coccao de um dos sub-lotes, por
imersdo em agua a ebulicdo, até que as conchas estivessem abertas, por
aproximadamente 5 min, sendo posteriormente mergulhados em agua e gelo,
para que fossem resfriados rapidamente até a temperatura interna de 10°C, e
retirados das conchas.

Os mexilhdes in natura e cozidos desconchados foram mergulhados por
30 min em uma suspensao de agua salina 0,7% e indculo, na proporcdo de
10L:1 mL (agua: indculo), para cada quilo de mexilhdo. Apds esse periodo, 0s

mexilhdes foram escorridos por 15 min e depositados em recipientes estéreis.
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| RECEPCAD E LIMPEZA DAS CONCHAS ]

[ FRECOCGAD | [ hASTERLAL M i TR
| |

|
| NocuLacan |

ANALISE MICROBIOLOGICA INICLAL
(TEMPO ZERD)

|
| ]
ARMAZENAMENTO S0E ARMAZENAENTD & TEMP ERATLIRA
REFRIGERAGAD (7£1°C) J [ ABIENTE (251°C) ]
| |
|
[ ANALISE MICROBIOLOGICA ]
(10 HORAS)

Figura 3 — Procedimentos de processamento e analizes microbioldgicas dos

mexihdes

Os dois tratamentos foram entdo divididos novamente em trés amostras:
um para analise imediata; um armazenado a temperatura de refrigeracdo (7+1°C),

e outro armazenado a temperatura ambiente (25£1°C), por 10 horas.

3.1 Analises microbioldgicas

Os mexilhdes in natura foram abertos pela regido do bisso, com o auxilio de
faca, forcando as conchas, permitindo assim a drenagem da agua das conchas e
a retirada total da carne, que foi depositada em becker estéril (Vanderzant &
Splittstoesser, 1992).
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3.4.1 Preparo das diluicdes

De cada tratamento, retirou-se 3 amostras de 25 gramas para serem
trituradas em liquidificador, em copo estéril, adicionando-se 225 mL de diluente
(4gua peptonada 0,5% esterilizada), obtendo-se uma diluicdo 10™*. As amostras
entdo foram trituradas por 1 min, para evitar um excessivo aguecimento das
mesmas (Vanderzant & Splittstoesser, 1992).

A seguir, foram realizadas as diluicées decimais seriadas. A diluicéo 107
foi obtida retirando-se 10 mL da diluicdo 10 e adicionando-se 90 mL de agua
peptonada 0,5% esterilizada. As demais diluicdes foram realizadas pelo mesmo
procedimento, retirando-se 10 mL da diluicdo anterior, adicionando-se a 90 mL
de agua peptonada 0,5%. Na obtencdo de cada diluicdo, os frascos foram
agitados de maneira vigorosa (Silva et al., 1997).

As diluicdes foram plaqueadas em fungdo do nivel estimado de
contaminacdo, de modo a se obter placas com contagens entre 30 a 300
unidades formadoras de colbnias (UFC), evitando-se assim contaminacdes
externas ou sobreposi¢cdes de coldnias, sendo os resultados apresentados em
UFC g™

3.4.2 Contagem de Bacillus cereus

Para a contagem presuntiva de Bacillus cereus foi utilizado o método de
contagem direta em placas, segundo Vanderzant & Splittstoesser (1992). Foi
inoculado 1 mL (0,3, 0,3, 0,3 e 0,1 mL) da diluicdio de 10 e 0,1mL das diluices
de 10* e 10, para o mexilhdo in natura, e 1 mL (0,3, 0,3, 0,3 e 0,1 mL) da
diluicdo de 10™ e 0,1mL das diluicdes de 10° e 10”7, para o mexilhdo cozido.

Os in6culos foram espalhados em duplicata, com uma alca de Drigalsky,
em placas de Petri com Agar Manitol Yolk Polymyxin (MYP) (Merck),
previamente adicionado de emulsdo de gema de ovo (Oxoid) e Polimixina B
(Oxoid), até que todo o excesso de liquido fosse absorvido.

Apés a secagem completa, as placas foram incubadas invertidas a

36°C+1°C por 20 a 24h. ApGs esse periodo, as colbnias tipicas (grandes, sem
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forma especifica, rosa, rodeadas de uma zona opaca) foram selecionadas para

os testes confirmativos de Gram e catalase. Algumas colonias tipicas foram

inoculadas em caldo BHI e incubadas a 36°C+1°C por 24 h, para a realizagao

das outras provas de identificagdo: motilidade, redugdo de nitrato,

decomposicdo da tirosina, crescimento rizéide e teste de Voges-Proskauer

(VP).

1.

Catalase: adicdo de gotas de agua oxigenada (peréxido de hidrogénio)
3% sob as colbnias selecionadas, aparecimento de borbulhamento

imediato

. Motilidade: inoculagdo com uma agulha da suspenséao (cultura + BHI)

em tubos contendo agar motilidade solidificado (Sim médium — Merck),

por 36°C+1°C por 24h, observando-se o crescimento difuso.

. Redugéo do nitrato: inoculagéo da suspensédo em tubos contendo caldo

nitrato (Difco), a 36°C+1°C por 24 h, posteriormente adicionado de 0,25
mL de &cido sulfanilico 0,8% e 0,25 mL de solucdo de alfa naftilamina
0,5%, sendo observado a coloracéo laranja devido a reducéo do nitrato
a nitrito pelo B. cereus.

Decomposicao da tirosina: estriamento na superficie da suspensao da
cultura em &gar nutriente (Merck) inclinado contendo 0,5% de tirosina, a
36°C+1°C por 48 a 72 h, observado a decomposi¢cdo da tirosina por
membros do grupo de B. cereus.

Crescimento de rizéide: inoculacdo com uma agulha no centro de
placas contendo agar nutriente (Merck) solidificado, 36°C+1°C por 24 h,

observando-se a auséncia de crescimento em rizéide, pelo B. cereus.

. Teste VP: inoculacdo da suspensdo da cultura em tubos contendo

MRVP Broth (Merck) , a 36°C+1°C por 48h, posteriormente adicionado
de 0,2 mL de hidroxido de potassio 40% e 0,6 mL de solucao alcodlica
de alfa-naftol 5%, sendo observada a coloracdo roxa em alguns minutos
devido a producdo de Acetilmetilcarbinol a partir de glicose pelos

membros do grupo do B. cereus.
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3.4.3 Contagem de Staphylococcus aureus

Para a contagem presuntiva de Staphylococcus aureus foi utilizado o
método de contagem direta em placas, segundo Vanderzant & Splittstoesser
(1992). Foi inoculado 1 mL (0,3, 0,3, 0,3 e 0,1 mL) da diluicdo de 10 e 0,1mL
das diluicdes de 10* e 10, para o mexilhdo in natura, e 1 mL (0,3, 0,3, 0,3 e
0,1 mL) da diluicéo de 10° e 0,1mL das diluicdes de 10° e 107, para o mexilhéo
cozido.

Os indculos foram espalhados em duplicata, com uma alca de Drigalsky,
em placas de Petri com Agar Baird-Parker (BPA) (Merck), previamente
adicionado de gema de ovo telurita (Oxoid), até que todo o excesso de liquido
fosse absorvido. Apdés a secagem completa, as placas foram incubadas
invertidas a 36°C+1°C por 48h. Apés esse periodo, as colbnias tipicas (pretas,
brilhantes, circulares, lisas, convexas, e com halo transparente ao redor) foram
selecionadas para que os testes confirmativos de Gram, catalase e coagulase.

No teste de Catalase, adicionou-se algumas gotas de agua oxigenada
(peroxido de hidrogénio) 3% nas colonias selecionadas, observando-se o
imediato borbulhamento. Para o teste de Coagulase, algumas colbnias tipicas
foram inoculadas em caldo BHI (Oxoid) e incubadas a 36°C+1°C, por 24 h.
Dessa suspenséo, foram retirados 0,2 mL para um tudo e adicionando 0,5 mL
de plasma de coelho liofilizado, previamente, adicionado de solucdo salina.
Misturou-se em rotacdo, sem agitacdo, e incubou-se por 6 h a 37°t1°C,

verificando-se a ocorrencia de coagulacao.

3.5 Tratamentos térmicos dos mexilhdes

Inicialmente, os mexilhdes foram lavados sob agua corrente com o
auxilio de uma escova estéril, e distribuidos em papel toalha para retirada da
agua de lavagem (Vanderzant & Splittstoesser, 1992).

O lote de mexilhdes, foi dividido em 2 sub-lotes de 6 kg, que foram

inoculados, separadamente, com uma suspensao de B. cereus e de S. aureus.
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Apos a inoculacéo, os sub-lotes foram separados em 6 amostras de 1 kg
cada, que foram submetidos aos seguintes tempos de cozimento: 5 min, 10 min
e 15 min em vapor, e 5 min, 10 min e 15 min imerso em agua. Os mexilhdes
foram submetidos a cocc¢éo, sendo colocados em cestos de arame (20 cm de
didmetro superior x 16,5 cm de diametro inferior x 10 cm de altura) suspensos
em um recipiente de inox (24,5 cm de didmetro x 14 cm de altura) com tampa.

A temperatura de cozimento foi monitorada com o auxilio de um conjunto
de termopares tipo T com 5 sensores calibrados, sendo distribuidos da seguinte
maneira: um no fundo do recipiente, outro no meio, e um na superficie, e outro
no centro da massa de mexilhdes. O quinto termopar foi colocado no recipiente
de resfriamento, onde os mexilhdes foram mergulhados em agua com gelo, na

propor¢cdo de 3:1, até atingirem a temperatura interna de 10°C.

Figura 4 — Tratamento térmico dos mexilhdes
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3.6 Analise microbiologica dos mexilhdes cozidos

Apés os cozimentos, os mexilhdes foram removidos de suas conchas e
acondicionados em copo Becker estéril e, imediatamente, conduzidos as
analises. De cada tratamento, foram retiradas 3 aliquotas de 25 g do molusco,
que foram transferidas para um copo estéril de liquidificador contendo 225 mL
de 4gua peptonada 0,5%, e homogeneizado por 60 seg, obtendo-se assim a
diluicdo 10™. A partir desta foram realizadas diluicdes décimas subseqiientes
até 10°. Para ambos os microrganismos, 1 mL de cada diluicéo foi inoculada
em serie de trés tubos, em duplicata, os quais continham 9 mL de caldo BHI
(Oxoid).

Estas séries de tubos foram inoculadas a 36+1°C por 18 h e apos o
periodo de incubacao o material de cada tubo foi semeado com alca em estrias,
no caso de S. aureus, e com uma agulha, no caso do B. cereus, de maneira a
se obter colbnias isoladas, em placas contendo agar BPA (Merck) e agar MYP
(Merck), respectivamente. As placas foram incubadas a 36+1°C por 24 horas,
no caso do B. cereus, e 48 horas, no caso do S. aureus. As colbnias suspeitas
de cada microrganismo, foram identificadas conforme descrito em 4.3 e 4.4. Os

resultados sdo apresentados em NMP g™,

3.7 Anédlise Fisico-quimica

As analises fisico-quimicas realizadas foram:

3.7.1 Determinagédo do pH: determinado em potenciémetro digital Digimed,
utilizando-se amostra (carne + liquido intravalvar) triturada com agua, na
proporcéo de 1:1 (AOAC, 1995).

3.7.2 Composicédo Centesimal
Umidade: realizada em estufa através da perda de peso da amostra aquecida a
105°C + 1°C, até peso constante, de acordo com AOAC (1995).
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Proteina: realizada mediante a determinacdo do nitrogénio total, pelo método
de Kjeldahl, e conversdo em proteina multiplicando o valor obtido pelo fator
6,25, conforme a AOAC (1995).

Lipideos: foram determinados através do método Soxhlet, utilizando-se hexano
como solvente extrator, conforme AOAC (1995).

Cinza: foi analisada por incineragdo da matéria organica e posteriormente as
amostras, para total calcinacdo, foram levadas a mufla a 550°C, até peso
constante, segundo AOAC (1995).

3.7.3 Determinacao de Minerais

As analises quimicas para a determinacdo dos teores de minerais
presentes no material seco foram efetuadas apoOs digestdo nitrico-perclérica,
utilizada na obtencéo dos extratos para as determinacdes de fésforo, potassio,
calcio, magnésio, enxofre, cobre, ferro, manganés e zinco.

O fésforo foi determinado por colorimetria de vanadato-molibdato e o
enxofre por turbidimetria, em espectrofotometro digital Micronal B34211, em
comprimento de onda de 420nm. O potassio foi determinado por fotometria de
chama, e os demais minerais por espectrofotometria de absor¢cédo atbmica, em
equipamento Perkin Elmer 3110.

Para a determinacdo do boro, foi realizada uma digestdo por via seca,
em mufla a 550°C por 2h, e posterior determinagdo por colorimetria de
azometina H, em espectrofotdbmetro digital Micronal B34211, com comprimento
de onda de 420nm.

3.8 Rendimento e Biometria

O célculo do rendimento foi realizado com o objetivo de se verificar
possiveis perdas no rendimento de mexilhdes em fungédo do tempo de coccao,
sendo adotadas duas formas de céalculo: uma levando-se em conta o peso total

dos mexilhdes, e a outra considerando apenas a parte comestivel.
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Antes de cada tratamento as amostras in natura foram pesadas e, ap0s o
desconchamento, a carne e as conchas com os residuos, foram pesadas

separadamente. O rendimento foi obtido utilizando-se as seguintes formulas:

Peso total _ Peso da Carne cozida X 100
(em %) - Peso do mexilh&o in natura
Parte comestivel _ Peso da carne cozida X 100
(em %) (Peso do mexilhdo in natura — peso da concha)

A biometria se constitui na medida das valvas de 100 individuos, de cada

coleta, com o auxilio de um paquimetro.

3.9 Anédlise Sensorial

O teste de ordenacdo permite comparacdo de 3 ou mais amostras com
relacdo a um atributo, porém os resultados sdo simplesmente ordinais e nao
obtém o grau de diferenca entre as amostras (ABNT, 1994). O teste consiste na
apresentacdo das amostras de maneira casualizada e balanceada e os
julgadores séo solicitados a ordena-las, colocando as amostras em ordem
crescente, quanto a intensidade de um determinado atributo. Os resultados sao
calculados pela soma das ordens para cada amostra e avaliados
estatisticamente pelo teste de Friedman, utilizando-se os dados da tabela de
Newell & MacFarlane (1987).

As amostras foram servidas simultaneamente, sob delineamento
aleatorio, e solicitado aos provadores que as rearranjassem por ordenacao em
ordem crescente (Meilgaard et al., 1991). A equipe foi composta de 50
provadores ndo treinados, porém conhecedores do produto, sendo solicitado a
eles que dessem sua opinido quanto a apreciacao geral do produto, anotando-

se na ficha de andlise sensorial, conforme figura 5.



38

Nome: Data: / /

Vocé esta recebendo 4 amostras de mexilhdo. Por favor, prove as amostras
da esquerda para a direita e ordene-as em ordem decrescente, de acordo

com a sua preferéncia.

(+ gostou) (- gostou)
Obs.:

Figura 5 — Modelo de ficha para analise sensorial

3.10 Andlises Estatisticas

Os resultados das analises fisico-quimicas foram submetidos a analise

de variancia, através do programa SAS (1999). As médias foram comparadas

entre si, pelo teste de Tukey, adotando-se o nivel de significancia de 5%.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curva de Crescimento
A figura 6 apresenta as curvas de crescimento para o Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus. Através da curva de crescimento, foi possivel

determinar o tempo necesséario de incubagdo das cepas para se obter um
inoculo com 10® UFC mL™,

12 -
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o . — _
E g . - -
2 — —¢
=) -
— - -
6./
4 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (horas)

—¢ -S. aureus —@—B. cereus

Figura 6 - Curvas de crescimento para Bacillus cereus e Staphylococcus aureus

Analisando-se a Figura 6, pode-se observar que com 6 horas de
incubacdo, ambos os microrganismos obtiveram a contagem de 108 UFC mL™
de inoculo, contagem esta pré-estabelecida em estudos preliminares, como
ideal para a contaminagcédo de ambos 0s microrganismos.
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A determinacdo da contagem inicial do inoculo, foi baseada em alguns
autores, entre eles Guimar&es (2002), que inoculando cerca de 10° UFC g™* de
Vibrio parahaemolyticus em carne de moluscos Anomalocardia brasiliana,

obteve contagens iniciais, no molusco, de 10° UFC g™.

4.2 Andlises Microbiolégicas — Inoculacao

A Tabela 1 e a Figura 7, apresentam os resultados do crescimento do
Staphylococcus aureus, inoculado em mexilhdes in natura e nos submetidos a
pré-coccdo, mantidos a temperatura ambiente (25°C+1°C) e sob refrigeracéo
(7°Cx1°C).

Tabela 1. Crescimento de Staphylococcus aureus em amostras de mexilhdo in
natura e submetidos a pré-coccao, apoés inoculacdo a temperatura
ambiente (25°C+1°C) e sob refrigeracéo (7°C+1°C)

Ap6s 10 horas de incubacgéo

Inicial* _ .
Ambiente (25°C+1°C)  Refrigerado (7°C+1°C)
Mexilhdo in natura®
Amostra 1 5,0 x 10° 2,5x10° 1,0 x 10*
Amostra 2 6,0 x 10° 4,0 x 10° 2,0 x 10*
Amostra 3 3,0 x 10° 3,0 x 10° 1,0 x 10*
Média 4,6 x 10° 3,2 x10° 1,3 x 10*
Mexilhdo cozido!
Amostra 1 5,6 x 10* 5,3 x 10’ 1,7 x 10°
Amostra 2 6,0 x 10* 6,1 x 10’ 1,3x10°
Amostra 3 6,4 x 10* 5,8 x 10’ 1,7 x 10°
Média 6,0 x 10* 5,7 x 10’ 1,6 x 10°

'médias em duplicata, expressas em UFC g™ de carne

Pode-se observar na Tabela 1, que em ambos os tratamentos, in natura

e submetidos a pré-coccdo, houve crescimento microbiano, nos mexilhdes
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mantidos a temperatura ambiente (25°C+1°C) ou sob refrigeracdo (7°C+1°C). O
maior crescimento de S. aureus observado aconteceu no mexilhdo cozido,
mantido a temperatura ambiente, onde ap6s 10 horas de incubagdo a 25°C
(+1°C), obteve-se contagem da ordem de 5,3 a 6,1 x 10’ UFC g* de mexilho,
verificando-se um aumento de 3 ciclos logaritmicos.

Esse é um aspecto importante, uma vez que o0 S. aureus esta
relacionado com intoxicacdes alimentares e a enterotoxina ingerida € preé-
elaborada em substratos alimenticios em densidade populacional situada entre
10° - 10® UFC g™. A ingestdo de alimentos contaminados com S. aureus é a
terceira causa mais frequente de intoxicacdes alimentares, e, freqientemente,
esta envolvido com problemas relacionados a gastroenterites, provocadas por

alimentos de origem animal (Silva, 2000).

In natura x Cozido - Comparacgéo do crescimento de
S. aureus
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Figura 7 — Crescimento do Staphylococcus aureus em mexilhdes in natura e
submetidos a pré-coccdo, mantidos a temperatura ambiente
(25°C+1°C) e sob refrigeracao (7°C+1°C).

Comportamento distinto do visto para o S. aureus, pode ser observado

na Tabela 2 e na Figura 8, para o B. cereus, inoculado em mexilhdes in natura e
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submetidos a pré-coccdo, mantidos a temperatura ambiente (25°C+1°C) e sob

refrigeracéo (7°C+1°C).

Tabela 2. Crescimento de Bacillus cereus em amostras de mexilh&o in natura e

submetidos a pré-coccao,

(25°C+1°C) e sob refrigeracdo (7°Cx1°C)

mantidos a temperatura ambiente

Apés 10 horas de incubacéao

inicial Ambiente (25°C+1°C) Refrigerado (7°C+1°C)
Mexilhdo in natura®
Amostra 1 4,0 x 10° 3,1 x 10* 4,0 x 10°
Amostra 2 6,0 x 10° 3,0 x 10* 5,0 x 10°
Amostra 3 5,0 x 10° 3,1 x 10* 6,0 x 10°
Média 5,0 x 10° 3,1x10* 5,0 x 10°
Mexilhdo cozido®
Amostra 1 2,0 x 10* 6,6 x 10° 5,3 x 10
Amostra 2 2,1 x 10* 4,5 x 10° 4,3 x10*
Amostra 3 1,8 x 10* 7,0 x 10° 5,6 x 10*
Média 1,9 x 10* 6,0 x 10° 5,0 x 10

'médias em duplicata, expressas em UFC g™ de carne

Analisando-se a Tabela 2, observa-se que os mexilhdes refrigerados,

tanto in natura quanto cozidos, mantiveram niveis baixos de contagens, da

ordem de 5,0 x 10° e 5,0 x 10*, respectivamente. Esse comportamento pode ser

explicado, pelo fato do B. cereus apresentar dificuldades de crescimento em

baixas temperaturas.

Johnson et al. (1983), observaram que em caldo tripticase-soja, 0

crescimento de B. cereus ocorre entre 15 e 50°C, estando o 6timo na faixa de

35 a 40°C. Mead et al. (2000), apresentam possibilidade de crescimento na

faixa de 4 a 50°C, para este microrganismo.
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Nos mexilhdes in natura, mantidos a temperatura ambiente, observou-se
um crescimento de 1 ciclo logaritmico, apos as 10 horas de incubacéo. Ja, para
mexilhdes cozidos e mantidos a temperatura ambiente (25°C+1°C), observou-se
grande crescimento microbiano, de 10* para 10°.

Esse € um dado importante, com relacdo a producao de esporos, tendo-
se em vista que, para desencadear uma gastroenterite alimentar s&o

necessarios de 10’ a 10® células por grama de alimento (Forsythe, 2002).

In natura x Cozido - Comparacéo do crescimento de
B. cereus
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Figura 8 — Crescimento de Bacillus cereus em amostras de mexilh&o in natura e
submetidos a pré-coccdo, mantidos a temperatura ambiente
(25°C+1°C) e sob refrigeracdo (7°C+1°C)

Como observado nesta pesquisa, Ola & Oladipo (2004), estudando o
tempo de armazenamento de corvina do Senegal (Pseudotholitus senegalensis)
em gelo e a temperatura ambiente, observaram que a contagem total de
microrganismos aumentou de 10° UFC g™ para 10° UFC g™, ap6s 12 horas de
armazenamento, ja sendo rejeitada, sensorialmente, pelos consumidores. Neste
estudo, foi observado também, que o género Bacillus foi o que mais contribuiu

para esse aumento, tendo duplicado a sua contagem durante o
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armazenamento. J4, quando se armazenou sob refrigeracdo, o Bacillus
apresentou ligeira diminuicdo na contagem apos os 20 dias de armazenamento.

Rawles et al. (1995), estudando o crescimento, sob refrigeracdo, de
Listeria  monocytogenes em carne de caranguejo azul cozida, obtiveram
contagens de 7 ciclos logaritmicos, ao final de 21 dias de armazenamento
refrigerado a 5°C, sendo que, o crescimento se tornou mais pronunciado a partir
do 10° dia de armazenamento. J& Reily & Hackney (1985), observando o
crescimento de Vibrio cholerae em ostras contaminados por inoculagéo, e
mantidas por 21dias sob armazenamento refrigerado (x7°C), obtiveram uma
reducdo de 3 ciclos logaritmos nos 7 primeiros dias de armazenamento,
mantendo-se as contagens inalteradas nos 14 dias sequentes.

Neste estudo, a refrigeracdo mostrou ser um processo eficiente no
controle do crescimento microbiano, para ambos os microrganismos. Este fato
demonstra a importancia de se refrigerar esse produto, principalmente, apés o
tratamento térmico, onde o produto sem as valvas, fica facilmente sujeito a
contaminacao.

A inoculacdo mostrou-se mais eficiente nos mexilhdes submetidos a preé-
coccdo para desconchagem do que nos mexilhdes in natura, fato que
demonstra a importancia da concha na protecdo dos mesmos quanto a
contaminacgdo microbiana.

A rapida deterioracdo na qualidade do pescado fresco é causada por
atividades microbianas e de enzimas enddgenas no animal post mortem.
Normalmente, os métodos de preservacdo do pescado fresco objetivam
controlar o crescimento microbiano (Simpson, 1997).

4.3 Andlises Microbiolégicas — Tratamento Térmico

Na Tabela 3 e na Figura 9, sdo apresentadas as médias das
temperaturas atingidas ao final dos tempos de cocc¢do, considerando-se as
leituras de todas as amostras efetuadas no mesmo periodo de tratamento

térmico.
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Tabela 3. Temperatura final atingida pelos 5 termopares nos tratamentos

térmicos realizados?

Tratamentos térmicos” Temperatura (°C)
1 2 3 4 5
Vapor por 5 min 95,65 96,14 72,25 64,27 11,69
Vapor por 10 min 99,35 98,64 99,15 98,47 11,79
Vapor por 15 min 98,95 99,04 98,15 96,47 11,89

Imerso em 4gua por 5 min 9595 93,14 94,65 89,37 10,09
Imerso em agua por 10 min 97,95 98,14 98,15 96,27 9,89
Imerso em agua por 15 min 97,05 98,24 98,45 97,57 11,19

'média de 3 repeticdes; “tempo medido apds iniciar a ebulicéo

Pode-se verificar que todos os tratamentos térmicos atingiram
temperaturas superiores a 60°C, e que as diferencas registradas nesta faixa de
temperatura entre os termopares, em um mesmo sistema n&o ultrapassou
10°C, com excecdo da coccdo no vapor por 5 min, fato que sugere uma
distribuicdo uniforme do calor nas condi¢cdes do experimento. Em estudos de
tratamento térmico realizado por Antoniolli (1999), como observado nesta
pesquisa, ndo ocorrem variagdes na distribuicdo do calor.

Segundo Pigott & Tucker (1990), os microrganismos patogénicos sao
destruidos a temperaturas abaixo de 100°C, sendo que, o efeito de aumentar a
temperatura interna dos alimentos para 66°C €, normalmente, suficiente para

tornar o alimento microbiologicamente seguro.
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Figura 9 — Temperaturas medidas nos termopares, ao final do tempo de cocc¢éo

Essa constatacdo pode ser observada na Tabela 4 e na Figura 10, onde
tem-se os valores do Nimero Mais Provavel (NMP g') para Staphylococcus
aureus e para Bacillus cereus em todos os tratamentos aplicados.

Analisando-se a Tabela 4, pode-se observar que os dois microrganismos
apresentaram comportamentos semelhantes, sendo reduzidos em pelo menos
2 ciclos logaritmicos em todos os tratamentos utilizados. Constata-se que 0s
tratamentos  térmicos  aplicados foram  eficientes para  reduazir,
consideravelmente, os microrganismos inoculados.

Como relatado anteriormente, em todos os tempos de coccéo atingiu-se,
segundo os autores revisados, temperaturas suficientes para a redugdo no
namero dos microrganismos patogénicos de interesse a saude publica. Pode-
se notar, também, que os tratamentos com agua a ebulicdo, foram mais
eficientes na eliminagdo microbiana, se comparados aos tratamentos sob

vapor.
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Tabela 4. Staphylococcus aureus (NMP g™) e Bacillus cereus (NMP g*) em

amostras de mexilhdes, apos inoculacdo e tratamento térmico®

Tratamentos Amostra o
Media

térmicos! 1 2 3

Staphylococcus aureus (NMP g™)
Controle (In natura) 1,1x10° 1,1x10° 1,1x10° 1,1x10°
Vapor

5 min 46x10° 46x10° 46x10°  4,6x10°

10 min 43x10" 6,4x10" 6,4x10"  57x10"

15 min 1,4x10"  15x10" 1,4x10" 1,4x10
Imersdo em agua a ebulicdo

5 min 39x10° 28x10>° 28x10*° 3,1x10?

10 min 7 1,1x10*  1,1x10 9,6

15 min 3 3 4 3,33

Bacillus cereus (NMP g™)
Controle (In natura) 21x10* 46x10° 21x10° 2,9x10*

Vapor
5 min 9,3 x 102 9,0 x 10* 2,8 x 102 4,3 x 10°
10 min 7,5 x 10* 6,4 x 10! 2,8 x 10* 5,6 x 10t
15 min 9,5 x 10t 2.8 x 10! 2,8 x 10* 5,0 x 10!
Imersdo em agua a ebulicdo
5 min 2,8 x 10° 2,1 x 102 2,1 x 10 2,3 x 10
10 min 1,5 x 10* 3,9 x 10* 3,9 x 10* 2,6 x 10*
15 min 2,8 x 10* 2.8 x 10! 2,1 x 10* 3,1x 10!

'média de 2 repeticées; “tempo medido ap6s iniciar a ebulicio

Antoniolli (1999), estudando a vida utili de mexilhdes Perna perna
processados e mantidos sob refrigeracédo, utilizou diferentes tempos de cocg¢éao,
desde 15 até 30 min, obtendo temperaturas finais que variaram de 80 a 96°C e

observou que todos os tratamentos térmicos aplicados foram satisfatorios



48

quanto a eliminacdo dos microrganismos. Ja, Chai et al. (1994) estudaram o
processo térmico para ostras e sugeriram o tratamento a 75-76°C, por 8 min,
visando uma melhor qualidade do produto.

Eliminacdo de S. aureus pelos diferentes
tratamentos térmicos

Log do NMP g*

Controle (in  Vapor por 5  Vapor por Vapor por Imersé&o por Imers&o por Imerséo por
natura) min 10 min 15 min 5min 10 min 15 min

‘ g Amostral [EAmostra2 mMAmostra3 @ Média ‘

Eliminacdo de B. cereus pelos diferentes
tratamentos térmicos

Log do NMP g*

Controle (in Vapor por 5 Vapor por  Vapor por Imerséo Imerséo Imerséo
natura) min 10 min 15 min por 5min por 10 min por 15 min

‘ g Amostral S Amostra2 mAmostra3 @ Média ‘

Figura 10 — Tratamentos térmicos para eliminacdo de Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus em amostras de mexilhdes.

Outro modo de eliminar microrganismos foi estudado por Juneja et al.
(1999), que demonstraram que a adicdo de NaCl age de forma protetora a
E. coli O157:H7 contra o efeito letal do calor em carne bovina, em pH 4. No
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entanto, com pH 8, esta tendéncia se inverte, onde a temperatura necessaria
para a reducdo decimal, aumentou conforme o teor crescente de sal.

Kotrola & Conner (1997), também demonstraram que a sobrevivéncia de
E. coli em carne de aves era significativamente aumentada (tempo de reducao
decimal maior) pelo uso de elementos aditivos no preparo da carne de peru,
como lactato de sédio, sal e polifosfatos. Em todos os casos, a porcentagem de
agua diminuia, bem como a mobilidade de agua no meio.

Ama et al. (1994), estudando os efeitos da temperatura e do pH na
inativacdo de V. vulnificus, observaram que quando se tem contagens iniciais
elevadas do microrganismo (~10’ por mL ou g), os tratamentos térmicos néo
sao efetivos na eliminacdo deste. O mesmo foi observado por Schaffner et al.
(1989) com S. enteriditis inoculado em ovo liquido inteiro, onde contagens
iniciais menores propiciaram aumento na taxa de inativacdo por termoradiacao
a 60°C.

Esta constatacdo € importante, pois apesar do tratamento térmico ser
efetivo para eliminar microrganismos, 0 mesmo nao deve ser utilizado com esta
finalidade, principalmente, quando se tem uma matéria-prima de baixa

qualidade.
4.4 Andlises fisico-quimicas e rendimento

4.4.1 Biometria

A tabela 5, apresenta a biometria dos mexilhdes, distribuidos nos
tamanhos médio, maximo e minimo. Pode-se observar que ao longo dos meses
avaliados, ndo se obteve grandes variagdes no tamanho dos mexilhdes, sendo

0s maiores valores encontrados, no ultimo més de coleta.
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Tabela 5. Biometria dos mexilhdes em funcédo das coletas®

Tamanho (em cm)

Coletas * Média Minimo Méaximo
Novembro/2003 6,3 4,8 7,6
Dezembro/2003 6,1 4,8 7,1
Janeiro/2004 6,1 4,5 7,6
Margo/2004 6,8 54 7,8

'média de 200 valvas (100 individuos).

Neste mesmo projeto, em coletas realizadas nos meses de novembro de
2002 a marco de 2003, observaram-se valores semelhantes para o tamanho
dos mexilhGes nos trés pontos de coleta avaliados (Furlan, 2004).

O tamanho dos mexilhdes pode ser diretamente relacionado a contagem
microbiana apresentada pelo produto, uma vez que os mexilhdes se alimentam
por filtracdo, sendo esta realizada sem nenhuma capacidade seletiva e,
dependente do tamanho do mexilhdo, variando entre 19 a 50 L h™. (Cook, 1991;
Lira et al., 2000). Quanto menor o marisco, maior a sua capacidade de filtracao,
e, portanto, maior a sua concentragcado microbiana.

Segundo Quayle & Newkirk (1989), o crescimento da concha é altamente
dependente da temperatura; quando a temperatura da agua é elevada o ano
todo, o crescimento da concha ocorre de forma continua.

Os mexilhdes em Ubatuba, SP apresentam uma variagdo de tamanho
entre 6,0 - 7,1 cm, apdés 9 meses de cultivo, se cultivados com sementes
extraidas de bancos naturais (Assumpcédo, 1999). Marques (1998), relata que,
no litoral paulista, os mexilhdes costumam ser comercializados a partir dos 5 cm
de comprimento, ndo sendo vantajoso para o0 produtor, esperar 0s animais
atingirem tamanhos maiores para comercializa-los, j& que o0 crescimento,
praticamente, estabiliza aos 6 cm, diferentemente do que ocorre em outros

estados brasileiros.
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Segundo Henriqgues (2001), o crescimento e a produtividade de
mexilhdes, tanto de cultivo quanto de bancos naturais, dependem de diversas
variaveis como a temperatura, a salinidade, a circulagdo da 4gua, a densidade
dos individuos, a quantidade e a qualidade de alimento disponivel e a baixa

incidéncia de parasitas, competidores e predadores.

4.4.2 Composicéao centesimal e pH

Os resultados obtidos para composi¢ao centesimal e pH do mexilhdo in
natura e cozido, nos diferentes tratamentos térmicos aplicados, estdo
apresentados na Tabela 6.

Nesta pesquisa, os valores médios encontrados para todos os
tratamentos, ndo apresentaram diferenca significativa, ao nivel de 5%, para

todos os parametros avaliados nas andlises fisico-quimicas.

Tabela 6. Composicéo centesimal e pH do mexilhdo submetidos a coccéo por

diferentes tratamentos térmicos

Tratamento Umidade Proteina Lipideos Cinza Carboidratos pH

Térmico*? ST 100 I [ ——
Controle 5
(In natura) 82,82a°> 11,78a 155a 2,37a 1,98 a 6,46 a
Vapor
5 min 79,85a 150l1a 1,79a 2,03a 1,32a 6,87 a
10 min 75,57 a 17,52 a 233a 2,05a 2,53 a 6,97 a
15 min 75,13 a 17,34 a 257a 201a 2,95 a 7,07 a
Imersdo em agua a ebulicdo
5 min 80,03a 14,73 a 203a 149a 1,72 a 6,92 a
10 min 77,11 a 16,80 a 26la 161la 1,87 a 7,08 a
15 min 76,23a 16,59 a 28la 156a 2,81la 7,11 a

! média de 3 repeticdes; * tempo medido apés iniciar a ebulicdo; * letras iguais

nao diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
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Mesmo ndo havendo diferenca estatistica, pode-se observar, todavia,
que os valores de umidade e cinza decresceram com 0s tratamentos térmicos,
0 que indica uma ligeira exsudac¢éo — perda de dgua e de minerais, em todos 0s
tratamentos. Para os demais atributos, pode-se observar um ligeiro acréscimo
dos teores com o0 aumento do tempo de coccao, resultante da perda de agua.

Para o mexilhdo in natura, obteve-se valores médios de 82,82; 11,78;
1,55 e 2,37 g 100 g*, respectivamente, para umidade, proteina, lipideos e
cinza. Estes dados estdo de acordo com varias tabelas de composicdo de
alimentos, como a tabela da Associacdo Catarinense de Aquicultura - ACAQ
(2004), que para 0 mesmo marisco estudado nesta pesquisa apresenta valores
de 83,00; 12,00; 1,5; 1,9 e 3,00 g 100 g, respectivamente, para 0s mesmos
parametros, e a tabela de Franco (2004), que obteve valores de 14,40 e
2,30 g 100 g™, respectivamente, para proteina e lipideos.

Pedrosa & Cozzolino (2001), avaliando a composicdo centesimal de
mexilhdo da espécie Anomalocardia brasiliana, encontraram valores para
mexilhdo in natura de 81,58; 12,67; 1,10 e 2,12 g 100 g™, respectivamente, para
umidade proteina, lipideos e cinza. Ja Bindu et al. (2002), observando a
composi¢cdo nutricional de mexilhdes Perna viridis in natura, encontraram
valores de 76,69 g 100 g* para umidade, 2,57 g 100 g’ para lipideos,
12,55 g 100 g* proteina, e 2,06 g 100 g* para cinza. Os valores encontrados
nesta pesquisa estao préximos aos encontrados nestes estudos.

Valores diferentes aos encontrados nesta pesquisa foram apresentados
por Tavares et al. (1998), que avaliando a variagdo da composicao de
mexilhdes Perna perna, ao longo do ano, em Ubatuba/SP, obtiveram valores
inferiores para umidade (72,12 g 100 g?), e superiores para proteina
(20,5 g 100 g™) e lipideos (3,24 g 100 g ™).

Pesquisando a composi¢cdo nutricional da pata de caranguejo verde
(Carcinus maenus), Skonberg & Perkins (2002), ndo observaram diferenca na
composicdo centesimal da pata crua e da pata cozida por doze minutos no

vapor, como observado nesta pesquisa para o mexilhao.
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Os resultados obtidos nesta pesquisa, porém, sao diferentes dos obtidos
por Kyriazi-Papadopoupou et al. (2003), que observaram em mexilhdes Mytilus
galloprovincialis, uma reducdo na composicdo centesimal dos mexilhdes
submetidos a coccdo de 10 min, sob vapor (80°C). J& Gokoglu et al. (2004),
estudando os efeitos de diferentes métodos de coccdo na composicao
centesimal e no conteddo de minerais de trutas arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), observaram que trutas cozidas em agua a ebulicdo por 5 min, ndo
apresentam diferenca significativa nos teores de proteina e gordura, porém
apresentaram valores de umidade e cinza reduzidos.

Os teores de umidade variaram de 75,13 a 82,82 g 100 g, sendo que,
quanto mais intenso o tratamento térmico, menores os valores de umidade.
Valores semelhantes aos encontrados nessa pesquisa, podem ser encontrados
nas pesquisas de Schramm (1993) que obteve teores de umidade entre 75 e
82 g 100 g*, para mexilhdes pré-cozidos em &gua a ebulicdo por 5 min, e
Magalhdes (1985), que obteve valores entre 78,30 e 89,77 g 100 g* para
mexilhdes in natura.

Os teores protéicos, encontrados neste trabalho, variaram de 11,78 a
17,34 g 100 g, estando estes, diretamente relacionados com os tratamentos
térmicos aplicados. Os maiores teores de proteina foram observados nos
tratamentos com maior tempo de exposicdo a alta temperatura e nos
tratamentos com exposicdo ao vapor. Os dados encontrados, sdo superiores
aos apresentados por Gelli (1992), de 6,7 a 9,5 g 100 g™*. Este fato pode ter
ocorrido devido a diversos fatores como regido de coleta dos animais,
diferentes estadios de reproducdo e metodologias utilizadas (Magalhdes 1985).
Em estudos realizados por Lema et al. (1986), foi observado que a cocgédo nédo
s6 melhora o valor nutricional dos mexilhBes, como também desnatura e
hidrolisa a proteina, facilitando assim a degradacéo e a digestdo das mesmas
durante o processo digestivo.

Para lipideos, obtiveram-se valores desde 1,55 g 100 g*, para o

mexilhdo in natura, até 2,81 g 100 g™, nos submetidos ao tratamento por
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imersdo, em agua a ebulicdo, por 15 min Segundo Ackman (1999), o contetudo
de lipideos dos mariscos varia entre 1 e 2 g 100 g, sendo este reduzido teor
lipidico relacionado ao armazenamento da energia na forma de glicogénio,
pelos bivalves.

Os valores de pH encontrados neste trabalho variaram de 6,46 a 7,11,
sendo observado um aumento crescente do pH, quanto mais intenso foi o
método de cocc¢do, ndo importando, no entanto, o modo como essa cocg¢ao foi
conduzida. Este dados estdo semelhantes aos encontrados por Oetterer (2003),
para mexilhdes Perna perna coletados em Ubatuba, que, segundo a autora,
variaram de 5,8 a 6,9 em mexilhdes in natura.

As amodnias e aminas provocam uma elevacdo no pH durante a
deterioracdo de peixes cartilaginosos e crustaceos. Porém, a presenca de
niveis significantes de carboidratos em moluscos bivalves, em principio,
conduz para atividades de sacarificacdo e a acumulacédo de acidos organicos,
resultando numa diminui¢cdo no pH durante a deterioragdo (ICMSF, 1998).

O potencial hidrogeniénico € um método de determinacdo da acidez de
um produto alimenticio, e, principalmente, no caso de pescado, que tem uma
acidez baixa, pode fornecer um dado valioso sobre seu estado de conservacao.
O processo de decomposicdo altera, quase sempre, a concentracdo de ions

hidrogénio de um alimento (Brasil, 1980; Tavares et al., 1988).

4.4.3 Minerais

As perdas de minerais pelos diferentes processos de coccdo dos
mexilhdes, estdo presentes na Tabela 7.

Os dados da literatura para minerais em mexilhdes sdo escassos, sendo
poucos 0s minerais analisados, o que torna dificil uma analise comparativa

entre os dados obtidos neste estudo.
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Tabela 7. Minerais em mexilhdo submetido a coccéo por diferentes tratamentos

térmicos
Tratamentos Minerais
Térmicos™? Fosforo Potassio Céalcio Magnésio  Enxofre
g 100 g*
Controle (in natura) 0,91 b® 1,20a 0,46a 0,52a 0,84 a
Vapor
5 min 099 b 1,06a 025 b 049a 0,83 a
10 min 1,06 a 0,80 033 b 045a 0,77 a
15 min 1,04 a 0,70 035 b 045a 0,76 a
Imersdo em agua a ebulicdo
5 min 1,14 a 0,69 040a 042 b 0,75a
10 min 1,03 a 0,56 032 b 0,39 b 0,75a
15 min 1,13 a 0,60 04l1a 041 b 0,74 a
Boro Cobre Ferro Manganés  Zinco
mg 100 g™
Controle (in natura) 2,15a 089 b 4753 b 080 b 10,57 b
Vapor
5 min 1,47 b 083 b 4311 b 055 b 959 b
10 min 1,36 b 1,15a 50,62 b 1,10a 10,94 a
15 min 1,13 b 1,21a 53,34a 1l4l1la 11,29 a
Imersdo em agua a ebulicdo
5 min 1,13 b 1,08a 60,53a 1,12a 11,08 a
10 min 155 b 1,05a 52,42a 1,08 a 11,02 a
15 min 153 b 11l1la 57,65a 1,13a 11,57 a

'média de 3 repeticdes; “tempo medido apds iniciar a ebulicdo; ° letras iguais

nao diferem estatisticamente entre si (p<0,05)

Os teores encontrados nesta pesquisa para mexilhdo in natura, séao

semelhantes aos encontrados por Karakoltsidis, Zotos e Constatinidos (1995),
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para potassio, calcio, magnésio, cobre e manganés; e superiores para ferro e
zinco, em mexilhdes da espécie Mytilus galloprovinciallis.

Os valores encontrados para fésforo (0,91 a 1,13 g 100 g) e potassio
(0,56 a 1,20 g 100 g*), calcio (0,46 a 0,25 g 100 g*), magnésio (0,39 a
0,52 g 100 g™ e ferro (43,11 a 60,53 mg 100 g}), estdo acima dos encontrados
por Franco (2004) e pela ACAQ (2004), para mexilhdes Perna perna .

A quantidade de minerais presentes nos mexilhdes, é influenciada por
diversos fatores, tais como estadio reprodutivo, regido de coleta e época do
ano. Estes fatores impedem que se faca comparacgfes pontuais, a ndo ser que
todas as variaveis sejam consideradas na pesquisa.

Observando-se a Tabela 7, pode-se constatar que dos minerais
analisados, apenas o boro apresentou redugdo significativa, em todos os
tratamentos térmicos aplicados, e que apenas no caso do enxofre, a cocgédo
nao influenciou no conteudo.

Alguns minerais apresentaram ligeira reducéo dos teores, dependendo
dos tratamentos térmicos aplicados. O potassio, apresentou reducdo
significativa quanto maior o tempo de exposicdo a altas temperaturas. Ja o
calcio, demonstrou uma perda mais acentuada nos tratamentos sob vapor do
que nos sob imerséo.

Pode-se observar que teor de magnésio sofreu um decréscimo com 0s
tratamentos em imersdo em agua, porém nao se alteraram nos tratamentos de
5 e 10 min sob vapor. Este mesmo efeito foi observado por Skonberg & Perkins
(2002), que estudando a composicdo nutricional da pata de caranguejo verde
(Carcinus maenus), ndo obtiveram diferenca no teor de magnésio, utilizando um
tratamento de 12 min sob vapor.

Esta diminuicdo dos teores pode ser explicada pela presenca de
compostos soluveis complexantes, ou mesmo na forma livre, que poderiam ser
perdidos pela dgua de cocc¢do.

Dos demais minerais, alguns apresentaram acréscimo nos teores, como

o fésforo, o cobre, o manganés e o0 zinco, que apresentaram teores maiores
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quanto maior o tempo de exposi¢cdo ao calor. Os dados sugerem que a coccao
pode ter influido aumentando os teores destes minerais das amostras de duas
maneiras: pela perda de umidade, concentrando este mineral no alimento; ou
pela presenca de compostos ligantes dos minerais no alimento, que impediram
sua perda pela 4gua de coccao.

Diferente dos dados encontrados nesta pesquisa, Pedroza & Cozzolino
(2001), obtiveram para mexilhdo cozidos em agua por 35 min, uma perda ao
redor de 50% no teor de zinco. Nesta mesma pesquisa, observaram aumento
nos teores para camarao e ostra, e ndo obtiveram diferenca no contetddo para
caranguejo e lagosta.

Ainda segundo Pedroza & Cozzolino (2001), o mexilhdo apresenta-se
como um alimento rico em cobre, sendo que a cocgdo ocasionou perdas de
50% com o tratamento térmico de 35 min em agua. Ja nos nesta pesquisa, a
coccao influenciou positivamente, provocando aumento no conteddo deste
mineral, em todos os tratamentos utilizados.

No caso do ferro, obteve-se um aumento no conteudo, com relacdo a
forma de coccdo aplicada. Nos tratamentos sob imersao, obtiveram-se teores
de ferro maior que os tratamentos sob vapor, sendo que o tratamento de 5 min
sob imersdo em agua fervente, foi 0 que apresentou maior teor deste mineral.

Com relacao ao teor de ferro, Pedroza & Cozzolino (2001), constataram
gue dentre os mariscos estudados que 0s moluscos apresentaram as maiores
concentracdes de ferro, ocupando o primeiro lugar o mexilhdo, seguido da
ostra. Diferentemente do encontrado nesta pesquisa, a coccdo influiu na
composi¢cdo do mexilhdo, diminuindo o teor de ferro encontrado.

4.4.4 Rendimento

Os valores obtidos para o rendimento da parte comestivel e do peso total
dos mexilhdes submetidos a diferentes tratamentos térmicos, sdo apresentados
na Tabela 8 e na Figura 11.



58

Tabela 8. Rendimento da parte comestivel e peso total, em %, de mexilhdes

submetidos a diferentes tratamentos térmicos

o Peso Rendimento (%)
Tratamento Termico

In natura Carne Parte Comestivel Peso Total

Vapor por 5 min 1006,10 298,66 69,54 a’ 29,68 A
Vapor por 10 min 1001,60 200,24 48,47 c 19,99 C
Vapor por 15 min 1000,00 193,33 45,72 c 19,33 C
Imerséo por 5 min 1006,90 248,13 60,22 b 24,64
Imersédo por 10 min  1003,40 208,87 54,36 b 20,82 B
Imersédo por 15 min  1003,30 200,54 52,68 b 19,99 C
Controle (In natura)  1009,60 331,28 - 3281 A

tempo medido apds iniciar a ebulicdo; ‘letras iguais ndo diferem

estatisticamente entre si (p<0,05); sendo imersdo em agua a ebulicao

O célculo do rendimento foi realizado com o objetivo de se verificar
possiveis perdas no rendimento de mexilhdes em funcédo do tempo de cocgdao,
sendo adotadas duas formas de calculo: uma levando-se em conta o peso total
dos mexilhdes, e a outra considerando apenas a parte comestivel.

O rendimento variou, de 45,72% a 69,24%, com o tratamento, sendo 0s
maiores rendimentos obtidos com os menores tempos de coccdo. Apesar de
apresentarem diferenca, nota-se que todos os tratamentos realizados
apresentaram alto rendimento, em termos de peso total, segundo o indice de
Condicdo Comercial proposto por Gomes et al. (1998), onde tem-se como

rendimento médio e maximo, respectivamente, 21,64% e 40,32%.
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Figura 11 - Rendimento da parte comestivel e peso total (%), de mexilhdes

submetidos a diferentes tratamentos térmicos

Os moluscos e crustaceos apresentam rendimentos mais baixos que 0s
dos peixes. O rendimento em carne, util para industrializacdo (congelados,
enlatados, salgados), é fortemente afetado pelo tipo de concha ou de carapaca
que, por sua vez, varia de acordo com o habitat e o estado fisioldgico
(Contreras Guzméan, 1994).

De acordo com Antoniolli (1999), os registros de rendimento para o
mexilhdo Perna perna s&8o escassos, dificultando, consequentemente,
comparagbes com outras pesquisas. Em suas pesquisas, Antoniolli (1999),
obteve rendimentos para o peso total e para a parte comestivel, inferiores ao
encontrados nesta pesquisa.

Em estudos realizados por Beirdo (2002), foi encontrado valores de
rendimento de aproximadamente 11% para a proporcdo casca/carne, valores
estes que ndo podem ser comparados, pois a avaliacdo efetuou-se de forma

diferenciada, uma vez que o autor avaliou apenas o peso do tecido.
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4.5 Anélise Sensorial

A Figura 12 apresenta os resultados obtidos no teste de ordenacdo. Os
valores foram obtidos enumerando-se de 1 a 4 as amostras de mexilhdes,
segundo a ordenacéo dada as amostras por cada provador, sendo considerado
o valor 1 para a pior amostra e 4 para a melhor.

Na Tabela 9, sédo calculadas as diferencas entre as soma das ordens
(Figura 12), para cada amostra, sendo avaliadas estatisticamente pelo teste de

Friedman, utilizando-se os dados da tabela de Newell & MacFarlane (1987).

Tabela 9. Diferenca entre as soma das ordens de cada amostra submetida ao

teste de ordenacéo.

Amostras
Tratamentos _
o Vapor Imersao
térmicos
5 min 10 min 5 min 10 min
Vapor 5 min - 0 1 9
Vapor 10 min - - 1 9
Imersdo 5 min - - - 10

Imersao 10 min - - - -

Sendo a imersdo em agua a ebulicdo

O valor critico para o nivel de significancia de 5%, segundo a tabela de
Newell & MacFairlane, é de 34. Os resultados encontrados ndao apresentaram
diferenca significativa neste nivel.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que mesmo com 0 aumento
do tempo do tratamento térmico, ndo ocorreram perdas sensoriais, sendo que o
melhor tratamento na opinido dos provadores foi o tratamento de 10 min em
agua a ebulicdo. A utilizacdo de agua a ebulicdo, ou vapor, ndo influenciou o

produto final, obtendo-se produtos de boa qualidade em ambos os tratamentos.
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Tratamentos Térmicos Tratamentos Térmicos

-‘.z Vapor Imersao -‘.z Vapor Imersao
o o
@& 5min 10min 5min 10 min a 5min  10min  5min 10 min
1 2! 4 1 3 26 4 2 3 1
2 4 2 1 3 27 2 4 3 1
3 1 2 3 4 28 1 2 4 3
4 2 4 3 1 29 4 3 2 1
5 1 3 2 4 30 4 1 2 3
6 4 2 1 3 31 4 2 3 1
7 4 1 2 3 32 4 3 2 1
8 4 1 3 2 33 1 4 2 3
9 3 4 1 2 34 1 3 4 2
10 2 4 3 1 35 1 2 4 3
11 4 2 3 1 36 2 1 4 3
12 2 3 4 1 37 1 3 4 2
13 2 4 1 3 38 2 3 4 1
14 1 2 3 4 39 3 2 1 4
15 4 2 3 1 40 2 1 3 4
16 3 2 4 1 41 3 2 4 1
17 3 1 2 4 42 2 1 4 3
18 2 1 3 4 43 2 4 1 3
19 3 4 1 2 44 1 2 4 3
20 4 3 1 2 45 1 4 3 2
21 3 4 1 2 46 4 1 3 2
22 2 3 1 4 47 4 1 3 2
23 3 1 4 2 48 1 4 3 2
24 4 3 1 2 49 1 3 4 2
25 2 3 1 4 50 3 4 1 2
TOTAL 127 127 128 118

' Os ntimeros foram atribuidos em ordem decrescente (4 = mais gostou; 1 = menos gostou).

Figura 12 — Teste sensorial de ordenacéo entre os tratamentos térmicos.



62

Segundo Gomes et al. (1998), nos mexilhdes, as desovas representam
uma variavel significativa no peso e na depreciacdo do aspecto organoléptico
do produto. Outro fator importante ligado ao local de cultivo, é a qualidade da
agua que, segundo Pigott e Tucker (1990), além de afetar a imagem do produto
junto ao consumidor, pode provocar odor residual (off taste) nos mexilhdes.

Em estudos realizados por Cambero et al. (1998), que observaram o0s
efeitos das diferentes formas de coc¢do nos compostos aromaticos de caldo de
camardo (Parapenaeus longirostris), obteve-se como melhor extrato de
camardo, o tratamento a 55°C por 120 min, sendo que quando mais alta a
temperatura aplicada, menores os tempos aplicados para se obter os melhores
extratos, como, por exemplo, 95°C para 15 e 30 min

Yasuhara & Morita (1987) identificaram mais de 100 componentes
volateis em mexilhdes (Mytilus edulis), entre os quais ésteres, acidos, alcanos,
e varios benzenos.

Guen et al. (2000), em estudos comparando trés métodos olfativos para
a identificacdo dos odores em mexilhdo cozido, identificaram seis odores
primarios responsaveis pelo aroma do mexilhdo, sendo o metional, o0 odor mais

pronunciado, e semelhante ao odor de batata cozida.



5 CONCLUSOES

Através dos resultados encontrados nesta pesquisa, pode-se concluir
que, ocorreu crescimento microbiano para S. aureus e B. cereus, tanto no
mexilhdo in natura como no mexilhdo submetido a coc¢édo, ao longo das 10
horas de observacéo.

O método de inoculagéo utilizado apresentou melhor efeito em mexilhdes
cozidos do que em mexilhGes in natura, o que € explicado pela presenca das
valvas, que sdo uma protecdo primaria contra a contaminagao externa.

Os mexilhbes mantidos a temperatura ambiente (25°C+1°C),
apresentaram crescimento microbiano mais pronunciado do que o0s
armazenados sob refrigeracéo (7°C+1°C).

Todos os tratamentos térmicos aplicados apresentaram reducdo de, no
minimo 2 ciclos logaritmicos, para ambos os microrganismos, sendo que 0s
tratamentos por imersdo em A&gua a ebulicdo foram mais eficientes na
eliminag&o dos microrganismos do que os tratamentos sob vapor.

Nas andlises fisico-quimicas e sensorial, ndo se observou variagdo entre
nenhum dos tratamentos térmicos aplicados, indicando que as temperaturas
utilizadas e o0 modo como essas foram aplicadas néo alteram as caracteristicas
do produto.

Pode-se observar diferencas na composi¢cdo de minerais com relacdo ao
tratamento térmico, 0 que evidencia as perdas de alguns nutrientes, como
potassio e boro, com o0 emprego de altas temperaturas por um determinado

periodo.
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Com relacdo ao rendimento, pode-se constatar que quanto menor o
tempo de exposi¢do ao calor maior o rendimento, sendo que nos tratamentos
sob imerséo, esse rendimento foi maior, se comparados aos tratamentos sob
vapor.

Nas condicbes analisadas, o tratamento por imersdo em agua a ebulicdo
por 10 min, foi eficiente para conferir seguranca ao mexilhdo podendo ser
recomendado como pratica & ser divulgada entre os mitilicultores. Este
tratamento apresentou os melhores resultados quanto aos atributos sensoriais

e rendimento.
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1. Ndmero Mais Provavel (NMP) — para varias combinacdes de resultados
positivos, quando trés tubos séo utilizados por diluicdes (inoculagbes de 1,0,

0,1 e 0,01 g ou mL da amostra).

Combinacédo de tubos positivos Combinacgé&o de tubos positivos
1,0g—mL 0,1g—mL 0,01 g—mL NMP 1,0g—mL O,lg—mL 0,01 g—mL NMP
0 0 0 <0,3 2 0 0 0,91
0 0 1 0,3 2 0 1 1,4
0 0 2 0,6 2 0 2 2,0
0 0 3 0,9 2 0 3 2,6
0 1 0 0,3 2 1 0 1,5
0 1 1 0,61 2 1 1 2,0
0 1 2 0,92 2 1 2 2,7
0 1 3 1,2 2 1 3 3,4
0 2 0 0,62 2 2 0 2,1
0 2 1 0,93 2 2 1 2,8
0 2 2 1,2 2 2 2 3,5
0 2 3 1,6 2 2 3 4,2
0 3 0 0,94 2 3 0 2,9
0 3 1 1,3 2 3 1 3,6
0 3 2 1,6 2 3 2 4,4
0 3 3 1,9 2 3 3 53
1 0 0 0,36 3 0 0 2,3
1 0 1 0,72 3 0 1 3,9
1 0 2 1,1 3 0 2 6,4
1 0 3 15 3 0 3 9,5
1 1 0 0,73 3 1 0 4,3
1 1 1 1,1 3 1 1 7,5
1 1 2 15 3 1 2 12
1 1 3 19 3 1 3 16
1 2 0 1,1 3 2 0 9,3
1 2 1 15 3 2 1 15
1 2 2 2,0 3 2 2 21
1 2 3 2,4 3 2 3 29
1 3 0 1,6 3 3 0 24
1 3 1 2,0 3 3 1 46
1 3 2 2,4 3 3 2 110
1 3 3 2,9 3 3 3 > 110

Fonte: U.S. Department of Health, Education e Welfare, 1984.
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2. Teste de ordenacdo - Diferenca critica entre os totais das somas de
ordenacado (Newell e MacFarlene) - Para nivel de significancia de 5%

N° de N° de amostras
Respostas 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
3 6 8 11 13 15 18 20 23 25 28
4 7 10 13 15 18 21 24 27 30 33
5 8 11 14 17 21 24 27 30 34 37
6 9 12 15 19 22 26 30 34 37 42
7 10 13 17 20 24 28 32 36 40 44
8 10 14 18 22 26 30 34 39 43 a7
9 10 15 19 23 27 32 36 41 46 50
10 11 15 20 24 29 34 38 43 48 53
11 11 16 21 26 30 35 40 45 51 56
12 12 17 22 27 32 37 42 48 53 58
13 12 18 23 28 33 39 44 50 55 61
14 13 18 24 29 34 40 46 52 57 63
15 13 19 24 30 36 42 a7 53 59 66
16 13 19 25 31 37 42 49 55 61 67
17 14 20 26 32 38 44 50 56 63 69
18 15 20 26 32 39 45 51 58 65 71
19 15 21 27 33 40 46 53 60 66 73
20 15 21 28 34 41 a7 54 61 69 75
21 16 22 28 35 42 49 56 63 70 77
22 16 22 29 36 43 50 57 64 71 79
23 16 23 30 37 44 51 58 65 73 80
24 17 23 30 37 45 52 59 67 74 82
25 17 24 31 38 46 53 61 68 76 84
26 17 24 32 39 46 54 62 70 77 85
27 18 25 32 40 a7 55 63 71 79 87
28 18 25 33 40 48 56 64 72 80 89
29 18 26 33 41 49 57 65 73 82 90
30 19 26 34 42 50 58 66 75 83 92
31 19 27 34 42 51 59 67 76 85 93
32 19 27 35 43 51 60 68 77 86 95
33 20 27 36 44 52 61 70 78 87 96
34 20 28 36 44 53 62 71 79 89 98
35 20 28 37 45 54 63 72 81 920 99
36 20 29 37 46 55 63 73 82 91 100
37 21 29 38 46 55 64 74 83 92 102
38 21 29 38 a7 56 65 75 84 94 103
39 21 30 39 48 57 66 76 85 95 105
40 21 30 39 48 57 67 76 86 96 106
41 22 31 40 49 58 68 77 87 97 107
42 22 31 40 49 59 69 78 88 98 109
43 22 31 41 50 60 69 79 89 929 110
44 22 32 41 51 60 70 80 90 101 111
45 23 32 41 51 61 71 81 91 102 112
46 23 32 42 52 62 72 82 92 103 114
47 23 33 42 52 62 72 83 93 104 115
48 23 33 43 53 63 73 84 94 105 116
49 24 33 43 53 64 74 85 95 106 117
50 24 34 44 54 64 75 85 96 107 118
55 25 35 46 56 67 78 90 101 112 124
60 26 37 48 59 70 82 94 105 117 130
65 27 38 50 61 73 85 97 110 122 135
70 28 40 52 64 76 88 101 114 127 140
75 29 41 53 66 79 91 105 118 131 145
80 30 42 55 68 81 94 108 122 136 150
85 31 44 57 70 84 97 111 126 140 154
90 32 45 58 72 56 100 114 129 144 159
95 33 46 60 74 88 103 118 133 148 163
100 34 47 61 76 91 105 121 136 151 167

Fonte: Newell e Mac Farlane (1987)
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