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CAVIAR PEROLA, ESTUDO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA E
MICROBIOLOGICA
RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a estabilidade das caracteristicas fisico-quimicas
e microbiologicas do “Caviar Pérola”, cuja matéria-prima sdo ovos de caracol da
espécie Helix aspersa maxima. Testou-se a utilizacdo do sorbato de potassio (E202)
como conservante. A analise a composicado centesimal dos ovos de Helix aspersa
maxima revelou um elevado teor de humidade (84,5%). Os valores de hidratos de
carbono, proteinas, lipidos e cinzas foram 6,7%; 3,7%; 0,1%; 5% respetivamente. O
pH do “Caviar Pérola” utilizado apresentou-se ligeiramente béasico (8,40).
Observaram-se variagdo da coloragcdo ao longo do tempo tornando-se
progressivamente mais rosado e escuro quando analisados pelo sistema CIE L*a*b*,
validando as observacfes visuais dos ovos no momento das andlises. Nao se
registou evidéncia da presenca de Clostridium perfringens, Escherichia coli,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e fungos em 10
gramas do produto. A adicdo do sorbato de potassio a solucdo excipiente nédo
influenciou a conservacéo do “Caviar Pérola”. A técnica testada para a estabilizacéo
do “Caviar Pérola” neste estudo mostrou-se ineficaz para a conservacgao do produto
num prazo comercial util (3 meses), uma vez que condicionou a estabilidade da cor,

sem conseguir inibir o desenvolvimento microbiano.

Palavras-chave: Caviar Pérola, Helix aspersa maxima, caracol, estabilidade
microbioldgica, estabilidade fisico-quimica.



CAVIAR PEROLA, PHYSICAL-CHEMICAL  STABILITY  STUDY  AND
MICROBIOLOGY

Abstract

The objective of this study was to analyze the physico chemical and microbiological
“Caviar Pérola” stability, whose raw material are snail eggs of the species Helix
aspersa maxima. We tested the use of potassium sorbate (E202) as a preservative.
The chemical composition of the Helix aspersa maxima eggs revealed high moisture
content (84.5 %). The amounts disclosed for carbohydrates, proteins, lipids and ash
were 6.7 %, 3.7 %, 0.1 %, 5 % respectively. The pH of “Caviar Pérola” used was
slightly basic (8.40). Observation of the colour varied over time, becoming
increasingly pink and dark when analyzed by the CIE L*a*b*, validating the visual
observations of the eggs at the time of analysis. There has been no evidence of the
presence of Clostridium perfringens, Escherichia coli, Salmonella spp. Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus and fungi in 10 grams of product. The
addition of potassium sorbate to the excipient solution did not affect the “Caviar
Pérola” preservation. The technique tested for the stabilization of the “Caviar Pérola”
in this study proved ineffective for the preservation of the product within a useful
commercial period (3 months). It conditioned the colour stability and was unable to

inhibit the microbial growth.

Key words: Caviar Pérola, Helix aspersa, snail, microbiological stability, physical-

chemical stability.
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|. INTRODUCAO

Desde sempre que a alimentacdo, a qualidade e a seguranca dos alimentos
constituem uma preocupacédo para o Homem, ainda que estes conceitos tenham
evoluido ao longo dos tempos. As mudancas na sociedade, a sofisticacdo da
producdo de alimentos, as mudancas nos habitos de vida, de rotina e de
alimentacao, resultaram na alteracao das preferéncias do consumidor. A progressiva
sofisticagcdo da sociedade leva os consumidores a desejar ndo somente a satisfagao
das necessidades basicas, mas produtos e servigos que Ihes oferecam significados

simbodlicos e emocionais.

O caviar de esturjdo é conhecido historicamente como item alimentar de luxo e
altamente desejavel. O seu comércio na unido europeia movimentou
aproximadamente 20 milhdes de euros no ano de 2009. Devido ao seu elevado valor
comercial, tém surgido diversos produtos como “substitutos do caviar”, a maioria dos
dos quais tem origem nas ovas de peixe de variadas espécies (salmdo, bacalhau,
arenque, entre outras). Entretanto, outros substitutos derivados de produtos de
origem vegetal e animal estdo a ser comercializados e dentre estes, o “Caviar

Pérola”.

O “Caviar Pérola” é obtido a partir dos ovos do caracol da espécie Helix aspersa
maxima. Ndo ha um modo de processamento padronizado para este produto, a
forma de preparacéo e ingredientes utilizados variam desde o uso de tratamentos

térmicos como a pasteurizacdo a utilizacdo de salmouras contendo ervas

aromaticas.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a estabilidade do “Caviar Pérola”,
elaborado para este estudo, no que se refere as caracteristicas microbiologicas e

fisico-quimicas.



ll. REVISAO DE LITERATURA

1. Caracol terrestre (Helix aspersa)

1.1. Biologia

Os caracoéis terrestres pertencem ao filo Mollusca e classe Gastropoda, da qual
fazem parte as lesmas e diversos animais marinhos protegidos por concha. A
espécie Helix aspersa, descrita pela primeira vez por Miller em 1774, pertence a
subclasse Pulmonata sendo designada como um molusco gastrépode pulmonado.
Helicidae é o nome da familia & qual pertence (White-McLean, 2011).

O Helix Aspersa é uma espécie originaria da regido do Mediterraneo e da Europa
Ocidental, do noroeste da Africa e da Peninsula Ibérica até a Asia Menor (Morei,
2012).

1.1.1. Descricdo anatdmica

O caracol € composto por duas partes: o corpo e a concha (Figural). O corpo divide-
se em trés partes — a cabeca, 0 pé e a massa visceral. A cabeca ndo se encontra
bem demarcada e suporta dois pares de tentaculos retracteis, dos quais um par de
tentaculos telescépicos, com posicdo dorsal e de maior comprimento em cuja
extremidade se situam os olhos e que funcionam como sensores de luz, e um par de
tentaculos menores situados ventralmente denominados de tentaculos tacteis que
funcionam como estruturas sensoriais tacteis e olfativas (Agro-Services/ Agence de
Promotion des Investissements Agricoles [APIA], 2004; Cobbinah, Vink & Onwuka,
2008).

Na superficie dorsal, atras da cabeca, situam-se duas pregas de pele que formam o
manto. O espaco entre o0 manto e o corpo do caracol € a cavidade do manto. Esta
cavidade é particularmente vascularizada pois nela se alojam os pulmdes e 6rgaos
respiratérios que comunicam com o exterior pelo poro ou orificio respiratorio

(pneumaostoma) (Hickman et al., 2011).

Na boca possui 0 6rgdo mastigador caracteristico, a radula, semelhante a uma
lingua com vérias fileiras de pequenos denticulos, que raspam o0s alimentos

produzindo particulas menores com o objetivo de facilitar a ingestédo (Ribas, 1986).

O pé, longo e muscular, ocupa quase toda a superficie ventral. Tal como a cabeca,

nao se encontra claramente demarcado do resto do corpo e possui uma estria
2



longitudinal, pouco profunda, que se estende ao longo da parte central do pé. E o
orgao muscular de locomocéo. O caracol move-se contraindo o seu pé e produzindo
um muco, através das ceélulas epiteliais, que diminui o atrito e facilita a locomocéao
(White-McLean, 2011).

A concha caracteriza-se por possuir 4 a 5 espirais, e tem cor castanha interrompida
por faixas amarelas. O tamanho do interior esta entre 30-35 x 32-40mm. A abertura
da concha é obliqgua com a margem branca fletida externamente. O ponto terminal
da concha estéa voltado para dentro (Jufickova & Kapounek, 2009). E constituida por
varias camadas, que sdo compostas de carbonato de célcio e precipitado organico
(Toader, 2012).

A massa visceral, em forma de crista, encontra-se alojada na concha. Ela contém os
orgaos digestivo, circulatorio, urinario, reprodutivo e respiratério. O sistema nervoso
esta distribuido por todo o corpo. O hepatopancreas destaca-se dentre os 0rgaos
mais importantes para esta espécie. Este 6rgdo produz enzimas digestivas e possui
também células que acumulam reservas de glicogénio, de gorduras e de calcio
(Garcia, 2006).

Figura 1 — Morfologia do caracol Helix aspersa (Adaptado de Nordsieck, 2013).

1-concha, 2-figado, 3-pulmdo, 4-anus, 5-poro respratorio, 6-olho, 7-tentaculo, 8-ganghos cerebrais, 9-ducto salivar, 10-boca, 11-, 12-glandula
salivar, 13-poro genstal, 14-pénis, 15-vagina, 16-glandula mucosa, 17-oviducto, 18-saco de dardos, 19-pé, 20-estomago, 21-rim, 22-manto,
23-coragdo e 24-vasos deferentes

A espécie Helix aspersa assim como outros caracois terrestres possuem o0s dois
aparelhos reprodutivos (masculino e feminino), no mesmo individuo, sdo portanto

3



gastropodes monocoicos. O aparelho genital € extremamente complexo, produz
esperma, o0citos e ovos, necessitando sempre de outro individuo para que ocorra a
fecundacéo. O orificio genital é Unico e abre atras da base do tentaculo ocular direito
(Cirlan & Sindilar, 2010).

A glandula hermafrodita consiste de quatro I6bulos, cada um dos quais esta
representada por um grande numero de foliculos que contém células germinativas
masculinas, células germinativas femininas, células foliculares e células de Sertoli. O
pénis € um oOrgdo muscular e suas fibras sédo circulares, longitudinais, radiais e
obliquas (Cirlan & Sindilar, 2010).

Na estrutura do oviduto existem dois tipos de células: as células ciliadas e células
secretoras. A glandula produtora de albumen € responsavel pela formacado dos
envelopes que envolvem os odcitos fertilizados e o parénquima glandular é
constituido por células secretoras do albumen e células labirinticas (Cirlan & Sindilar,
2010).

O love dart (dardo) é um 6rgédo que esta envolvido no processo de reproducao e é
composto basicamente por carbonato de célcio podendo ter entre 1 e 30 mm de
comprimento. Sua funcdo é penetrar na pele do parceiro no momento do
acasalamento. Este “dardo” (love dart) transfere uma secrecdo produzida pelas
glandulas mucosas do aparelho genital e contém uma mistura de hormonas que
contribuem para os movimentos peristalticos do aparelho genital (Chase &
Blanchard, 2006).

1.1.2. Reproducgao

Durante as fases iniciais da reprodugdo, o atrio genital € evertido e comecga a
gradualmente a ser visivel como uma protuberancia branca no lado direito da
cabeca do animal. E entdo inserido o dardo no parceiro. (Koene, 2006; Landolfa,
Green & Chasea, 2001). Esta etapa ndo € essencial para que aconteca a
reproducdo mas as possibilidades de fertilizagdo de um caracol podem ser

duplicadas quando esta presente (Koene & Chase, 1998).

O disparo do dardo marca o fim do comportamento de namoro e € geralmente
realizado por ambos os animais, embora ndo ao mesmo tempo. Apos o langcamento

do dardo, o saco do dardo, que produz e armazena o dardo, € forcosamente



projetado do poro genital, expulsando assim o dardo (Koene, 2006; Landolfa, Green
& Chasea, 2013).

No seu caminho para fora, o dardo € coberto com muco das glandulas associadas
ao saco do dardo. Com resultado do disparo, que é realizado uma vez por cada
parceiro, dar-se a perfuracdo da pele do parceiro de acasalamento e, em quase
metade dos casos, o dardo fica alojado (Koene, 2006; Landolfa, Green & Chasea,
2013).

ApoOs esta etapa, o pénis é projetado e cada caracol tenta introduzi-lo no seu
parceiro em simultdneo. A cdépula tem sucesso quando os pénis de ambos o0s
caracOis sdo inseridos no canal vaginal dos parceiros. Neste ponto, 0s
espermatozoides sao libertados juntamente com o plasma seminal e seguem para 0
orgao feminino do parceiro (Figura 2) (Koene, 2006; Landolfa, Green & Chasea,
2013).

Apés a transferéncia, os espermatozoides movimentam-se no canal vaginal e
chegam ao local de armazenamento de espermatozoides, bursa copulatrix, onde séo
armazenados antes de serem utlizados para a fertilizagdo dos o6vulos. O
espermatozoide pode ser armazenado por até 4 anos neste 6rgao (Koene, 2006;
Landolfa, Green & Chasea, 2013).

Figura 2 — Helix aspersa: acasalamento (Retirado de Tunner (2010)).




Uma pequena percentagem de espermatozoides depositados na bursa copulatrix
migra para o oviduto e posteriormente migram do oviduto para o complexo bolsa-
espermateca onde ocorre a fertilizagdo. Os o6citos sdo voluntariamente libertados
do ovotestis para o complexo bolsa-espermateca onde se irdo unir com oS

espermatozoides que ali se encontram (Figura 3) (White-McLean, 2011).

Os o6vulos (zigotos) sdo envolvidos com uma camada de albamen, produzida pela
glandula do albumen. Os ovos sao transportados a partir do complexo de bolsa-
espermateca para o oviduto comum e sdo dispostos em linha (semelhante a um
colar de pérolas). Varias camadas de material rico em célcio sdo, entdo, depositadas

em torno de cada ovo antes de ser iniciada a postura (White-McLean, 2011).

Figura 3 - Diagrama geral do processo de fertilizacdo cruzada (Adaptado de White-
McLean (2011)).

Doador
7

== Movimento do ovo
== Movimento do esperma

1-liberacdc dos espermatozoides; 2-introducdo do esperma; 3-eliminacdo através do pénis; 4-
entrada na "bulsa copulatrix”; S-migracéoc do espermatozdide; 6-complexo bolsa-espermateca; 7-
Iiberat;ﬁo dos ovulos; 8-trajeto dos Zigotos; 9-ovopostura.



A glandula do albumen, glandula acessoria do aparelho reprodutivo feminino dos
gastrépodes pulmonados, fornece os nutrientes responsaveis pelo desenvolvimento
embrionério. O fluido secretado pela glandula do albimen é denominado albumen
ou liquido perivitelino. No caracol gigante africano (Strophocheilus oblongus), o ovo
pesa aproximadamente 1 a 2,9 g e contém 72% de agua, 18% de albumen e 10% de
casca. O albumen fornece proteina e galactogénio e determina o nimero de ovos
gue serdo produzidos para postura (Morishita, Mukai & Saleuddin, 1998; Egonmwan,
2007).

A postura dos ovos (ovopostura) ocorre de trés a seis dias apos a fertilizacdo (Figura
4). Os ovos sdo brancos, esféricos, com cerca de 3mm de didametro. S&o
depositados num ninho construido pelo caracol, escavando um orificio no solo de 1
a 1,5 centimetros de profundidade. O nimero de ovos depositados de uma s6 vez
varia de 30 a 120. Os ovos sdo posteriormente cobertos com uma mistura de solo e
muco seguido por uma quantidade de excrementos (Canadian Food Inspection
Agency, 2011).

A frequéncia de ovopostura esta sujeita a temperatura, humidade e condi¢cbes do
solo. Uma baixa temperatura, baixa humidade e solo seco ndo sédo adequados para
a preparacao de um ninho, o que podera inibir a postura (Gomot, Gomot & Griffond,
1989). O tempo quente e humido, induz o aumento do numero de posturas, cuja

frequéncia pode ser até de uma vez por més (Dekle & Fasulo, 2001).

Figura 4 — Helix aspersa: Tempo (em horas) da ovopostura (Retirado de Chane
(2013)).

1:15 18:55 23:45 27:25

A incubacdo e a eclosdo demoram entre 15 e 30 dias e 0s recém-nascidos,
permanecem 2 a 5 dias no ninho antes de vir a superficie para se alimentarem.

Durante os meses de Verao, os ovos eclodem em cerca de duas semanas. O peso
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dos filhotes varia entre os 0,02 e 0,04 g (Agro-Services/APIA, 2004). As cascas dos
filhotes séo frageis, translicidas e apresentam somente uma espiral, lisa, castanho
claro a preto salpicado, sem qualquer padrédo de bandas ou manchas enquanto

recém-nascidos (Canadian Food Inspection Agency, 2011).

Para atingir a maturidade os caracoéis demoram entre 10 meses a 2 anos (Dekle &
Fasulo, 2001). A velocidade de maturacdo é determinada pela concentracdo de
célcio disponivel no seu ambiente (Canadian Food Inspection Agency, 2011).
Considera-se um animal adulto quando a sua concha apresenta a consisténcia firme

e dura e com uma ligeira projecao para o exterior (Ribas, 1986).

1.1.3. Ecologia

Os fatores ambientais tém um papel determinante no desenvolvimento dos caracois.
Os principais parametros ambientais que influenciam o crescimento dos caracéis séo
a humidade, temperatura, iluminacdo e caracteristicas do solo (Perea et al., 2006;
Cobbinah, Vink & Onwuka, 2008; Amaro, 2009).

Assim, os locais considerados favoraveis sdo formados por solo encharcado, nédo
compactado, que ndo seja acido e de composicao calcaria. O teor de humidade do
solo favoravel é de 80% da capacidade de campo (capacidade de retencdo de
agua). Na medida em que os caracéis sao de habitos noturnos, nas horas de
escuriddo, uma humidade do ar superior a 80% promovera uma boa atividade dos

caracOis e consequentemente, o seu crescimento (Cobbinah, Vink & Onwuka, 2008).

Deve existir um equilibrio constante entre o teor de agua dos tecidos do caracol e a
humidade relativa do ambiente. S&o particularmente ativos na estacdo chuvosa,
enquanto a estacdo seca causara periodos de dorméncia. A humidade relativa
preferida situa-se entre 75 e 95 % e o vento é prejudicial a criacdo uma vez que
ativa a evaporacdo e a ocorréncia de desidratacdo (Agro-Services/APIA,2004;
Cobbinah, Vink & Onwuka, 2008).

A temperatura do corpo é dependente da temperatura externa. Para o Helix aspersa,
uma temperatura inferior a 7 °C resultara em hibernacdo e uma temperatura
demasiado elevada, acima de 28 °C, ira induzir & dorméncia. A temperatura 6tima,
para que o crescimento dos caracois ocorra nas melhores condigdes é de cerca de
20 °C. Verifica-se ainda que temperaturas inferiores a -5 °C séao letais para o caracol
(Agro-Services/APIA, 2004; Perea et al., 2006; Cobbinah, Vink & Onwuka, 2008).
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Embora seja um animal cuja atividade ocorre principalmente durante a noite, a luz
desempenha um papel importante na funcdo reprodutora e no crescimento e €
caracterizada por trés parametros: fotoperiodo, valor da intensidade luminosa e cor
(Agro-Services/APIA, 2004).

Os caracois necessitam de 12 a 16 horas por dia de fotoperiodo para promover o
crescimento. E necesséaria uma intensidade de luz entre 60-100 lux para promover a
reproducdo, enquanto 60 Ilux é suficiente para o seu crescimento. A luz
monocromatica vermelha estimula a reproducédo e a fertilidade. Todavia, para o
crescimento, a luz vermelha € mais favoravel nas primeiras quatro semanas; a partir

desta altura a luz branca € a mais indicada (Agro-Services/APIA, 2004).

1.1.3.1. Estivacédo e hibernacéo

Uma das estratégias que explica o0 seu sucesso ecolégico é a capacidade de
alterarem o metabolismo e permanecerem, por longos periodos, inativos em
resposta as condicfes ambientais adversas. A estivacao e hibernacdo sdo respostas
endogenas a fatores ambientais como a temperatura e o fotoperiodo (Agro-
Services/APIA, 2004, Perea et al., 2006).

7z

Outro mecanismo importante € a adaptacdo do padrao diario de atividade as
condi¢cdes ambientais, desenvolvendo um ritmo circadiano, caracterizado por um
periodo de descanso, durante o dia, que ocorre em condi¢fes de baixa humidade e

um ativo, noturno, sob condicfes de alta humidade relativa (Perea et al., 2006).

Contudo, cada espécie necessita para 0 seu crescimento e reproducdo de um
conjunto de condicbes ecologicas ambientais que estdo sujeitos a variagdes
sazonais. O caracol, portanto, tem fases de inatividade sazonais e diarias no
ambiente natural (Agro-Services/APIA, 2004).

1.1.3.2. Atividade sazonal

A atividade do caracol comeca na primavera, a taxa de atividade da populagao
aumenta lentamente atingindo o pico maximo no verao, e depois diminui até entrar

em hibernacao no fim do outono (Ribas, 1986).

A hibernacgéo ocorre durante o inverno e o caracol entra em letargia. Uma membrana
calcificada, o epifragma, € produzida durante a hibernacéo para selar a abertura da
9



concha e evitar a desidratacdo. O animal vive a partir de suas reservas,

principalmente do glicogénio armazenado (Perea et al., 2006)

Durante a hibernagao, todos os metabolismos se tornam lentos e um caracol pode
perder até 30% do seu peso (perda de agua) nesse periodo. Todavia, na primavera,

as reservas perdidas serdo, muito rapidamente, recuperadas (Ribas, 1986).

A estivagdo caracteriza-se por um ritmo de vida lento. Este comportamento €
observado em regides onde o verdo é muito quente e seco. Assim como a
hibernac&o, o animal retrai-se no interior da concha e a abertura é fechada, através
de membranas secretadas pelo préprio caracol. Durante o periodo de estivacao, a
respiracdo e 0s movimentos cardiacos estdo normais, dai resultar um rapido

esgotamento das reservas de agua e de energia (Agro-Services/APIA, 2004).

1.1.3.3. Atividade diaria

O caracol tem um ritmo de atividade diaria intimamente relacionado com o
fotoperiodo. Contudo, esta atividade pode ser inibida pela temperatura e humidade
adversas. Em condi¢cBes 6timas de temperatura e humidade, o caracol torna-se ativo
a partir do pér-do-sol tendo em foco a alimentacdo como atividade principal. A cada
trés noites de atividade o caracol necessita de uma noite de descanso (Perea et al.,
2006).

A fase ativa tem uma duracao de seis horas. A fase de inatividade dura pelo menos
dezoito horas e durante esta fase, o caracol manifesta pouca atividade locomotora,

sexual ou nutricional (Agro-Services/APIA, 2004).

1.2. Sistemas de producéo

A criacdo de caracois (helicicultura) pode ser realizada de forma extensiva, semi-
intensiva ou intensiva, em ordem crescente de complexidade, gestao e de recursos

financeiros:

e Sistema extensivo: ao ar livre, sistema de criacdo de caracois em liberdade.

e Sistema semi-intensivo ou misto: a postura e incubacgéo/eclosdo dos ovos
ocorre num ambiente controlado, os caracéis jovens sao, entdo, removidos
ap0s 6-8 semanas para recintos no exterior, para que cres¢cam e/ou

engordem.
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e Sistema intensivo: sistema em cativeiro, por exemplo, em viveiros com tineis
de plastico, estufas e edificios com clima controlado (Amaro, 2009, Cobbinah,
Vink & Onwuka, 2008; Agro-Services/APIA,2004)

Independentemente do tamanho e tipo da exploracdo de caracdis, as instalacdes
devem ser a prova de fuga e ter espaco adequado. Neste sentido, as densidades de
criacdo adequadas variam entre 2100 caracéis por m? para os recém-nascidos, até
7-10 carac6is por m? para os reprodutores Os caracdis ndo toleram o
sobrepovoamento, pois impede o0 seu desenvolvimento e aumenta o0 risco de
doencas. Portanto, as areas de producdo devem estar de acordo com a fase de
crescimento dos caracois (recém nascidos, juvenis, reprodutores, ou adultos,

engordados para consumo) (Cobbinah, Vink & Onwuka, 2008).

1.3. Alimentacao

Os caracois sdo vegetarianos mas evitam plantas com folhas com tricoma (pelos) ou
gue produzam substancias quimicas téxicas. Os caracois jovens preferem folhas
tenras e rebentos; eles consomem cerca do dobro de comida dos caracois adultos.
A medida que se desenvolvem, alimentam-se, cada vez mais, de detritos: folhas
caidas e humus. O tipo alimentacao devera ser mantida ao longo do crescimento, e
no caso de ser necessario alterar a dieta, os novos itens alimentares deverdo ser
introduzidos gradualmente (Cobbinah, Vink & Onwuka, 2008).

Também no que diz respeito a alimentacado existem diferencas entre os sistemas de

criagao extensivo, semi-intensivo e intensivo (Cobbinah, Vink & Onwuka, 2008).

Num sistema extensivo os caracoéis alimentam-se, exclusivamente, de vegetacéo
plantada no local em que se encontram, especificamente para este objetivo, ou seja
nos recintos com cercados e de criagcdo em liberdade (Cobbinah, Vink & Onwuka,
2008).

Num sistema de criacdo semi-intensiva de caracdis, fornece-se alimento
concentrado aos recém-nascidos, aos juvenis e possivelmente aos caracois
reprodutores que se encontram nas caixas de criacdo ou num sistema de gaiolas
afixadas no solo (Cobbinah, Vink & Onwuka, 2008).

Num sistema intensivo de criagao, fornece-se alimento concentrado a todos os

caracois, qualquer gue seja a fase de crescimento em que se encontrem. Os
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caracois sao mantidos em caixas de criacdo ou em gaiolas afixadas no solo. Neste
tipo de sistema, é utilizado alimento concentrado, formulado de maneira a
providenciar em cada fase de desenvolvimento todas as proteinas, hidratos de
carbono, minerais e vitaminas requeridas para um crescimento 6timo (Cobbinah,
Vink & Onwuka, 2008).

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de apresentar o balanco
nutricional necessério na formulacdo de racdes para os caracois terrestres (Hayashi,
Soares, Boscolo, Galdioli & Furuya, 2000; Soares, Hayashi & Cocito, 2002; Milinsk et
al., 2004; Barboza & Romanelli, 2005). Num sistema intensivo, a alimentacdo € um
dos itens mais onerosos ao custo de producdo, uma vez que este exige 0 uso de
alimento concentrado equilibrado e de qualidade para se obter indices de

desenvolvimento e producédo satisfatorios (Hayashi et al., 2000).

Nos sistemas extensivos de producdo, usa-se exclusivamente vegetacdo cultivada
nos parques. A vegetacao é escolhida tendo em consideracéo a disponibilizacédo de
diferentes espécies vegetais, com tamanho de folha e palatabilidade variados. Esta
associacdo permite que os parques ndo figuem completamente desprovidos de
vegetacdo e possam disponibilizar sombra e protecdo. As espécies cultivadas como
alimento séo a beterraba, trevo branco, espinafre, alface, chicoria, couve-galega e
rabanete, entre outras (Begg, 2006).

1.4. Carne de caracol

A descoberta de conchas de caracol durante escavacdes arqueoldgicas confirma
gue os caracois foram usados na dieta humana desde tempos pré-histéricos. A
origem antropica de acumulagcdes de gastropodes terrestres tornou-se evidente em
certas areas geograficas e em determinados momentos histéricos. Especificamente,
0 consumo de caracois terrestres, durante o final do periodo Paleolitico foram

observados em diversas areas da bacia mediterranica (Lloveras et al., 2011).

Existem muitas espécies de caracéOis, a maioria deles comestiveis, amplamente
espalhadas por toda a Europa, Norte da Africa, Américas e Asia Menor. As espécies
mais populares sdo Helix pomatia e Helix aspersa especialmente apreciadas na
alimentacdo humana. Mas ha também outras espécies comestiveis como Helix

lucorum, Achatina fulica, Helix Lacteea, Helix hortensis (Morei, 2012).
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Atualmente, os caracoéis sdo um alimento consumido em todo o mundo e a sua
comercializacdo é de grande interesse em muitos paises por possuir alto valor

econdmico e ser considerado alimento de luxo (Lubell, 2003).

Na culinaria asiatica a carne de caracol € considerada uma iguaria. Em alguns
paises africanos, como a Nigéria e a Africa do Sul, o caracol gigante africano
(Achatina fulica) é também um alimento tradicional. Os caracois sdo consumidos
principalmente na Franga e na Italia, bem como em Portugal, Espanha, Alemanha e
Reino Unido. Em Franca, o consumo anual € aproximadamente de cinco mil

toneladas, das quais 60% sao importadas (Lubell, 2003).

Na década de 80 do século passado, o consumo de caracéis foi de cerca de 320 mil
toneladas por ano em todo o mundo; a maioria desses caracois foram recolhidos da
natureza a partir de paises do Leste Europeu, como a Polonia, Roménia, Bulgaria e
outros, tendo a helicicultura contribuido apenas com 5.000 toneladas. Na década
seguinte (anos 90), o consumo cresceu rapidamente, atingindo as 405 mil toneladas
por ano, das quais 24 mil toneladas foram produzidas em helicicultura. Em 2010 e
2011 registou-se um consumo de cerca de 400 mil toneladas de -caracois
(representando 10 bilhées de euros em negdcio), dos quais apenas 55 mil toneladas

foram produzidas em helicicultura (Toader, 2012).

As espécies mais utilizadas na helicicultura, e que apresentam caracteristicas
vantajosas como rusticidade, alta prolificidade, crescimento rapido, boa converséo
alimentar e carne com excelentes caracteristicas organoléticas sdo as espécies
Achatina fulica e Helix aspersa. As espécies do género Helix apresentam maior valor
econOmico para a comercializacdo, devido as suas caracteristicas desejaveis como
a cor mais clara de sua carne que € melhor aceite no mercado consumidor podendo
ser preparada das mais variadas formas (Figura 5) (Hayashi, Soares, Matsushita,
Galdioli & Cocito, 2004).

Estudos sobre o valor nutricional da carne de caracol revelaram uma importante
guantidade de proteina de elevado valor biolégico devido ao seu teor em
aminoacidos essenciais e um baixo teor em gordura, representando uma fonte
proteica alternativa para individuos com exigéncias dietéticas restritivas & gordura. E
também rica em vitaminas e minerais, com destaque para o ferro (Barboza &
Romanelli, 2005; Cagiltay, Erkan, Tosun & Selguk, 2011).
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Estudos nutricionais desenvolvidos sobre a por¢cdo muscular do caracol Achatina
fulica demonstraram que a composi¢cdo da carne se aproxima da composicdo da
maioria dos peixes de agua doce, apresentando um teor de humidade de 79-84%,
proteina de 12-16%, um teor de lipidos de 0,5-0,8% e elevados niveis de minerais
(1,5%) como calcio, manganés, magneésio, zinco, ferro e iodo, apresentando um
valor energético relativamente baixo, de cerca de 251-335 Kljoules/100g) (Barboza &
Romanelli, 2005; Morei, 2012).

Figura 5 — Preparacfes alimentares a base de caracdéis terrestres (Adaptado de BBC
(2013) e Msxeroz (2013)).

1.5. Consumo de Caviar e “Caviar Pérola”

1.5.1. Consumo de Caviar

A progressiva sofisticagdo das sociedades leva os consumidores a desejar nao
somente a satisfagdo de necessidades basicas, mas produtos e servicos que lhes

oferecam significados simbdlicos e emocionais (Galhanone & Toledo, 2008).

Os casamentos tardios e a tendéncia de familias mais reduzidas traduzem-se num
maior rendimento disponivel para adquirir produtos mais caros e vivenciar mais
atividades de lazer. Da mesma forma, o aumento do numero de solteiros € um apelo
ao consumo de produtos que aumentem o bem-estar e favorecam a autoestima
(Silverstein & Fiske, 2003).

Na gastronomia, ingredientes considerados luxuosos estdo cada vez mais
presentes. As ovas de peixe tém sido historicamente vistas como itens alimentares
de luxo e altamente desejaveis. As ovas de peixe de maior valor sdo as de esturjdes
capturados no Mar Céspio, constituintes do caviar (Johannesson, 2006). O

Regulamento (CE) n.° 865/2006 define caviar como "Ovos nao fecundados, mortos e
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transformados de todas as espécies de Acipenseriformes; igualmente designados

por ovas".

No ano de 2009, o comércio do caviar na Unido Europeia movimentou
aproximadamente 20 milhdes de euros (Direccao-Geral dos Assuntos Maritimos e
das Pescas, 2012). Desde 1998, o comércio internacional de todas as espécies de
esturjdes foi regulamentado pela CITES (Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora), devido a preocupac¢fes sobre o
impacto da exploracéo insustentavel e o comércio ilegal nas populacdes de esturjao
em estado selvagem. Todos os esturjdes e partes ou seus derivados (por exemplo,
caviar, carne, pele, etc.) que entram no comércio internacional necessitam da

emissao de licencas e certificados da CITES.

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos produtos para imitar o caviar, a partir de ovos
de outras espécies de peixes e foram denominados “Substitutos de caviar’. Usando
processos adequados para cada tipo de peixe, € possivel fazer produtos
semelhantes com ovos de muitas espécies de peixes como Lumpo, Salméo, Truta,
Arenque, Atum, Tainha, Bacalhau ou Peixe-voador. O processamento das ovas
passa por serem lavadas, limpas de restos biolégicos, salgadas e por vezes
prensadas ou secas, com ou sem aditivos e corantes (Monfort, 2002; Johannesson,

2006).

Outros produtos também estdo sendo desenvolvidos para imitar o caviar, a partir de
algas ou soja, por exemplo, utilizando agentes gelificantes para produzir esferas a

imitar o aspeto dos ovos (Johannesson, 2006; Regulamento (UE) n.° 738/2013).

Atualmente, existem no mercado mundial, diferentes substitutos do caviar de origem

vegetal ou animal, como “Caviar Pérola”.

1.5.2. “Caviar Pérola”

O “Caviar Pérola” (Figura 6) € um produto obtido dos ovos da espécie Helix aspersa
maxima (Gros-Gris) também conhecido como “Caviar Branco”, “Perles de France” ou
“Pérolas de Afrodite”, publicitado pelas qualidades afrodisiacas. Os ovos de caracol
tém sido usados como iguarias ha séculos sendo referidos em banquetes romanos,

egipcios e gregos (Daily Mail Reporter, 2011).
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“Caviar Pérola” é um ingrediente que se vem tornando popular na gastronomia
moderna. O prec¢o pode chegar a 100 ddlares por uma embalagem com 30 gramas e
€ utilizado para conferir um detalhe de requinte aos pratos. Alguns chefes de
cozinha descrevem o flavour deste produto como a lembrar sabores terrosos
(himus, terra molhada e trufas), de pinho, cogumelo, cebola e alecrim. (Rummell,
2012).

A producgdo do “Caviar Pérola” exige um elevado controlo na criacdo do caracol,
para a obtencdo de uma matéria-prima com qualidade. No processamento, alguns
produtores utilizam a pasteurizacdo. Contudo, ha relatos que indicam que esse
procedimento elimina os sabores terrosos do caviar. Ha4 produtores que fazem uso
de um répido branqueamento dos ovos num “caldo quente”, a que se segue uma

cura em sal, amido, acido citrico e alecrim (Guillaume, 2001; Rummell, 2012).

Outros produtores preparam os ovos de caracol numa salmoura, normalmente de
flor de sal e embalam a vacuo em ambiente escuro (conservacdo a 4 °C). Este
processo de preparacdo € praticamente idéntico ao do caviar (Guillaume, 2001,
Rummell, 2012).

Figura 6 — “Caviar Pérola” (Retirado de Fichtner (2011)).
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2. Seguranca alimentar aplicada ao produto “Caviar Pérola”.

A comisséo do Codex Alimentarius define perigo em alimentos como a presenca de

qualquer agente quimico, fisico e biolégico que possa tornar um alimento prejudicial
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para o consumo humano (Codex Alimentarius Commission, 1969). Os perigos para
0s produtos originarios do caracol terrestre podem entdo ser classificados em

perigos quimicos, fisicos e bioldgicos.

2.1. Perigos quimicos

Os gastropodes pertencem as espécies de invertebrados que exibem das mais
elevadas capacidades de acumulacdo de metais pesados no reino animal. A maior
parte dos metais pesados tem como local principal de acumulacdo o
hepatopancreas. Por essa razdo, os caracois tém servido como bioindicadores de
contaminacdo ambiental (Coughtrey & Martin, 1977; Berger & Dallinger, 1989).
Contudo, ndo existe informacdo sobre a acumulacdo de metais pesados no “Caviar

Pérola”.

2.2. Perigos fisicos

Na producdo do “Caviar Pérola”, a postura dos ovos em turfa favorece a presenca

de agentes fisicos, como pequenas pedras ou areias por exemplo.

2.3. Perigos bioldgicos

As bactérias, os acaros e 0s nematodes sdo as principais causas de doencas e
parasitoses nos caracois (Amaro 2009). Para o “Caviar Pérola”, estes organismos
vivos sdo considerados perigo biolégico uma vez que podem contaminar a matéria-

prima.

Reye, Martinez, Martinez e Herrera (2007), apresentaram um estudo cujo objetivo foi
identificar e classificar os agentes patogénicos que afetam os caracéis do género
Helix aspersa. Este trabalho demonstrou que as bactérias isoladas de animais
saudaveis pertenciam as espécies Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp. e
Escherichia coli e, portanto, poderdo ser classificados como microrganismos

comensais destes gastrépodes terrestres.

Os principais agentes causadores de doenga em caracois da espécie Helix aspersa
pertencem aos géneros bacterianos Staphylococcus sp, Pseudomonas sp.,
Aeromonas sp., Hafnia sp., Corynebacterium sp Arcanobacterium sp., Salmonella
sp., Escherichia coli e Streptococcus sp.. As enfermidades fungicas sdo causadas
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pelos géneros Aspergillus sp., Penicilium sp. e Geotrichum sp. e as doencgas
parasitarias corresponderam espécies da familia Strongyloididae, Oxiuridae,

Nyctotheridae e ao acaro Ricardoella limacum (Reye et al., 2007).

3. Legislacdo aplicavel na producéo do “Caviar Pérola”

Para o processamento do “Caviar Pérola”, deverdo ser cumpridos regulamentos
estabelecidos pela unido europeia que definem as normas para a produgcao e

comercializacdo de produtos alimentares a fim de obter um produto de qualidade.

3.1. Regulamento (CE) n.° 178/2002

O presente regulamento prevé os fundamentos que visam garantir um elevado nivel
de protecdo da saude humana e dos interesses dos consumidores em relacdo aos
géneros alimenticios, assegurando, ao mesmo tempo, o funcionamento eficaz do
mercado interno. E aplicado a todas as fases da producgdo, transformacgio e

distribuicdo de géneros alimenticios e de alimentos para animais.

Este regulamento veio estabelecer os principios gerais que regem 0S géneros
alimenticios e os alimentos para animais em geral e, em particular, a sua seguranca,
a nivel comunitario e nacional, e estabelece procedimentos para questbes com
impacto direto ou indireto na seguranca dos géneros alimenticios e dos alimentos
para animais. Portanto, € considerado a base da legislacdo no se refere a seguranca

dos alimentos.

O regulamento descreve género alimenticio como “qualquer substancia ou produto,
transformado, parcialmente transformado ou nao transformado, destinado a ser

ingerido pelo ser humano ou com razoaveis probabilidades de o ser”.

3.2. Regulamento (CE) n.° 852/2004

O Regulamento (CE) n.° 852/2004 estabelece as regras gerais destinadas aos
operadores das empresas do sector alimentar no que se refere a higiene dos

géneros alimenticios, tendo em particular consideragcéo os seguintes principios:

a) Os operadores do sector alimentar sdo 0s principais responsaveis

pela seguranca dos géneros alimenticios;
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b) A necessidade de garantir a seguranca dos géneros alimenticios ao

longo da cadeia alimentar, com inicio na producédo primaria;

¢) No caso dos géneros alimenticios que ndo possam ser armazenados
com seguranca a temperatura ambiente, a importancia da manutencéo

da cadeia do frio, em especial para os alimentos congelados;

d) A aplicagdo geral dos procedimentos baseados nos principios
HACCP, associadas a observancia de boas praticas de higiene, deve
reforcar a responsabilidade dos operadores das empresas do sector
alimentar;

e) Os cddigos de boas praticas constituem um instrumento valioso para
auxiliar os operadores das empresas do sector alimentar, a todos os
niveis da cadeia alimentar, na observancia das regras de higiene e dos
principios HACCP;

f) A necessidade de serem estabelecidos critérios microbiolégicos e
requisitos de controlo da temperatura baseados nhuma avaliagdo
cientifica do risco;

g) A necessidade de assegurar que os géneros alimenticios importados
respeitem, pelo menos, os mesmos padrdes em termos de higiene que
0s géneros alimenticios produzidos na Comunidade ou padrbes
equivalentes.
Segundo o Regulamento (CE) n.° 852/2004, o “Caviar Pérola” é classificado como
“produto transformado”. Neste regulamento entende-se por “produto transformado”
0S géneros alimenticios resultantes da transformacdo de produtos néo
transformados. Estes produtos podem conter ingredientes que sejam necessarios ao
seu fabrico, por forma a dar-lhes caracteristicas especificas.

3.3. Regulamento (CE) n.° 853/2004

O presente regulamento estabelece regras especificas para os operadores das
empresas do sector alimentar no que se refere a higiene dos géneros alimenticios
de origem animal. Estas regras complementam as previstas no Regulamento (CE)
n.° 852/2004 e séo aplicaveis aos produtos de origem animal transformados e aos

nao transformados.

Este regulamento referencia os caracéis como gastropodes terrestres das espécies

Helix pomatia (Linné), Helix aspersa (Mduller), Helix lucorum e espécies da familia
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Achatinidae e estabelece a forma correta de abate e manipulacdo para a venda de

caracOis para o consumo da carne como a seguir se descreve:

e Os caracOis devem ser abatidos num estabelecimento construido, organizado
e equipado para o efeito. Os caracois mortos por um processo diferente do
abate no estabelecimento ndo devem ser preparados para consumo humano.

e Os caracbis devem ser sujeitos a um exame organolético efetuado por
amostragem. Se esse exame indicar que podem apresentar um risco, nao
devem ser utilizados para consumo humano.

e ApOs o abate, os hepatopancreas dos caracoOis devem, se puderem
representar um risco, ser removidos e nao devem ser utilizados para consumo

humano.

O Regulamento (CE) n.° 853/2004 nao referencia outros produtos derivados do
caracol para consumo alimentar como o “Caviar Pérola”. Contudo, o regulamento
deverd ser cumprido para o produto em questdo por se tratar de um produto de

origem animal.

3.4. Regulamento (CE) n.° 1441/2007

O Regulamento (CE) n.° 1441/2007, modifica o Regulamento (CE) n.° 2073/2005
relativo a critérios microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios. O
Regulamento (CE) n.° 2073/2005 estabelece critérios microbiolégicos para certos
géneros alimenticios e as regras de execucdo a cumprir pelos operadores das
empresas do sector alimentar quando aplicarem as medidas de higiene gerais e
especificas referidas no artigo 4° (Ambito de aplicagido) do Regulamento (CE) n.°
852/2004. O Regulamento (CE) n.° 2073/2005 prevé ainda que os operadores das
empresas do sector alimentar assegurem que 0s géneros alimenticios cumprem os
critérios microbiolégicos pertinentes estabelecidos no anexo | do referido

regulamento.

O “Caviar Pérola” enquadra-se na categoria de Alimentos prontos para consumo
suscetiveis de permitir o crescimento de Listeria monocytogenes, exceto o0s

destinados a lactentes e a fins medicinais especificos.

Este regulamento ainda preconiza para esta categoria, a auséncia do microrganismo
Listeria monocytogenes em 25 g do alimento durante o periodo em que este

permanece sob o controlo do operador responsavel pela sua produgdo e que nao
20



exceda o limite de 100 UFC/g de Listeria monocytogenes durante o seu periodo de

vida util.

3.5. Regulamento (UE) n.° 1169/2011

O presente regulamento estabelece o0s principios, 0s requisitos e as
responsabilidades gerais que regem a informac&o sobre os géneros alimenticios e,
em particular, a rotulagem dos géneros alimenticios. Estabelece igualmente meios
para garantir o direito dos consumidores a informacdo e procedimentos para a

prestacao de informacgdes sobre os géneros alimenticios.

O Regulamento (UE) n.° 1169/2011 determina a obrigatoriedade na rotulagem da
indicagdo da data de durabilidade minima e define-a como “a data até a qual o
género alimenticio conserva as suas propriedades especificas nas condi¢cdes de
conservagao adequadas”. Porém, nada refere relativamente a forma como sao
determinadas as referidas datas, subentendendo-se que a responsabilidade pela

sua determinacgédo € do produtor do alimento.

4. Alimento e Seguranga Alimentar

Os consumidores estdo cada vez mais exigentes quanto a qualidade dos alimentos,
e tém expectativas que essa qualidade seja mantida a um nivel elevado durante o
periodo entre a compra e 0 consumo. Essas expectativas sdo uma consequéncia
ndo s6 da exigéncia que o alimento deve permanecer seguro, mas também da
necessidade de minimizar as alterac6es indesejadas na qualidade sensorial (Kilcast
& Subramaniam, 2000).

O Codex Alimentarius define vida util de um alimento como “o periodo durante o qual
um género alimenticio mantém a seguranca microbiologica, a uma temperatura de
armazenamento especificada”. Num conceito mais amplo, a vida Gtil de um alimento
€ o0 tempo durante o qual um alimento é seguro, mantém as caracteristicas
sensoriais, quimicas, fisicas e microbiolégicas e cumpre com qualquer alegacéo
nutricional, que figure na respetiva rotulagem, quando armazenado nas condi¢fes

recomendadas (Kilcast & Subramaniam, 2000).

O Regulamento (CE) n.° 1441/2005, define como periodo de vida util o “periodo

correspondente ao intervalo de tempo que precede a data limite de consumo dos
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produtos, ou a data de durabilidade minima, conforme definidas nos artigos 9° e 10°
da Directiva 2000/13/CE”.

A vida util dos géneros alimenticios seré afetada pelo teor microbiano das matérias-
primas/ingredientes, formulacdo do produto, estagios de processamento,
embalagens, as temperaturas subsequentes empregadas durante o transporte,
armazenamento, exposicao de retalho, utilizagdo e processamento doméstico (Food
Safety Authority of Ireland, 2005).

Muitos fatores podem influenciar a vida util, e podem ser classificados em fatores
intrinsecos e extrinsecos. Fatores intrinsecos sédo as propriedades do produto final.
Eles incluem a atividade de agua (ay), valor de pH e a acidez total; potencial Redox
(Eh); oxigénio disponivel; composicdo nutricional, microbiota natural, composicéo
bioquimica natural do produto (enzimas, reagentes quimicos); uso de conservantes
na formulacéo do produto (por exemplo, sal). Estes fatores sao influenciados pelo
tipo e qualidade de matéria-prima, a formulacdo e a estrutura do produto final
(Kilcast & Subramaniam, 2000; Food Safety Authority of Ireland, 2005)

Os fatores extrinsecos sao os que interferem com as caracteristicas do produto final.
S&o eles a relacdo entre tempo e temperatura durante o processamento; controlo da
temperatura durante o armazenamento e distribuicdo; humidade relativa do ar
durante o processamento, armazenamento e distribuicdo; exposicéo a luz (UV e IR)
durante o processamento, armazenamento e distribuicdo; contagens microbianas
ambientais durante o processamento, armazenamento e distribuicdo; composicao da
atmosfera dentro da embalagem; tratamento térmico posterior (por exemplo,
confecdo antes do consumo); manipulacdo pelo consumidor. Todos esses fatores
podem agir de forma interativa e muitas vezes imprevisivel, e a possibilidade de
interacbes deve ser investigada (Kilcast & Subramaniam, 2000; Food Safety
Authority of Ireland, 2005; Valero, Carrasco & Garcia-Gimeno, 2012).

Um tipo particularmente util de interacdo ocorre quando os fatores atuam em
conjunto para restringir o crescimento da populagcdo microbiana, o chamado "efeito
de barreira". Os fatores, individualmente, ndo sdo capazes de impedir o
desenvolvimento microbiano, mas, em conjunto, proporcionam uma série de
obstaculos, permitindo o uso de técnicas de processamento mais suaves,
melhorando as propriedades sensoriais e nutricional do produto (Kilcast &
Subramaniam, 2000).
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A definicdo de vida util estd relacionada com o posicionamento do produto no
mercado em termos de qualidade, exceto nos casos em que a seguranca € um
problema microbiolégico. Portanto, é de grande importancia para o operador analisar
0 comportamento do produto no armazenamento, assim como ter um conhecimento

aprofundado do processo de deterioracao (Kilcast & Subramaniam, 2000).

4.1. Deterioracéo de origem fisico-quimica

Deterioracdo quimica expressa-se principalmente pelas mudancas de sabor e cor
desencadeadas durante o armazenamento dos alimentos. Estas alteracdes
sensoriais podem ser induzidas pela luz, ides metélicos, ou o calor excessivo
durante o processamento ou armazenamento. Processos quimicos podem também
trazer alteracbes fisicas, tais como o aumento da viscosidade, a gelificacdo, a

sedimentacao ou mudanca de cor (Valero, Carrasco & Garcia-Gimeno, 2012).

4.2. Deteriorag&o de origem microbiana

A degradacédo dos alimentos ocorre naturalmente por acdo de microrganismos que
usam os alimentos como fonte de nutrientes, tornando os produtos improprios para o
consumo. No entanto, quando a degradacdo ainda ndo é percetivel, podem existir
microrganismos especificos, contaminantes do alimento, cujo consumo acarretaria
risco para o consumidor e, em situacfes extremas, poderia causar doencas e até a
morte. Estes tipos de microrganismos sdo designados por patogénicos (Batista &
Venacio, 2003).

Assim, deve-se avaliar o potencial desenvolvimento microbiano nas matérias-primas
e no produto final, com particular atencdo as espécies patogénicas, devendo o
processamento ser definido por forma a garantir a seguranca durante o prazo de
vida util do produto (Batista & Venacio, 2003).

Para o produto alimentar ser microbiologicamente seguro e comercialmente viavel, o
operador deve produzir um alimento que possua uma protecdo antimicrobiana

consistentemente, reprodutivel e aceitavel (Food Safety Authority of Ireland, 2005).

As varias formas de alteracdo microbiana podem ser evitadas com recurso a

técnicas de conservacdo que impecam ou inibam o crescimento microbiano, tais

23



como uso do calor, uso do frio, controlo da humidade, adicdo de solutos,

fermentacao, cura, aditivos alimentares, irradiacéo (Camargo,2006).

4 .3. Aditivos e Sorbato de Potassio

Os aditivos alimentares sdo substancias adicionadas intencionalmente aos alimentos
para executar determinadas fungdes tecnoldgicas, como por exemplo colorir, adocar
ou ajudar a conservar os alimentos. Na Unido Europeia (UE) todos os aditivos
alimentares séo identificados por um numero precedido pela letra E. Os aditivos
alimentares sdo sempre incluidos nas listas de ingredientes dos alimentos em que
séo usados (EFSA,2013).

Os rétulos dos produtos devem identificar a funcdo do aditivo no alimento acabado
(por exemplo, corante, conservante) e a substancia especifica utilizada, quer
referindo-se o niumero E adequado ou o seu home (por exemplo, E330, ou acido
citrico). Os aditivos mais vulgarmente usados nos alimentos sdo os antioxidantes
(visam inibir a oxidagdo dos alimentos), corantes, emulsionantes, estabilizadores,

gelificantes e espessantes, conservantes e adocantes (EFSA,2013).

Os aditivos alimentares ndo tém como propésito fornecer nutrientes, devem ser
in6cuos para o homem, e séo utilizadas com o objetivo de contribuir para a melhoria
geral do alimento transformado. A sua utilizacdo é realizada com o objetivo de
modificar e melhorar as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais
durante o fabrico, processamento, preparacdo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenamento, transporte ou manipulagdo de um alimento
(Carvalho,2005).

O Regulamento (CE) n.° 1333/2008 descreve aditivo alimentar como:

Qualquer substancia nao consumida habitualmente como género
alimenticio em si mesma e habitualmente néo utilizada como ingrediente
caracteristico dos géneros alimenticios, com ou sem valor nutritivo, e
cuja adicdo intencional aos géneros alimenticios, com um objetivo
tecnoldgico na fase de fabrico, transformacéo, preparacéo, tratamento,
embalagem, transporte ou armazenagem, tenha por efeito, ou possa
legitimamente considerar-se como tendo por efeito, que ela prépria ou os
seus derivados se tornem direta ou indiretamente um componente

desses géneros alimenticios.
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Como parte das avaliagbes da seguranca dos aditivos alimentares, a EFSA
estabelece quando possivel (ou seja, quando estiver disponivel informacéo
suficiente), uma dose diaria aceitavel - ADI (Acceptable Daily Intake) para cada
substancia. A ADI é a quantidade maxima de uma substancia que as pessoas
podem consumir numa base diaria durante toda a sua vida, sem qualquer risco

significativo para a saude (EFSA, 2013).

ADIs sao geralmente expressas em miligramas por quilo de peso corporal por dia
(mg / kg de peso corporal / dia). A ADI pode ser aplicada a um aditivo especifico ou
um grupo de aditivos com propriedades semelhantes. Ao reavaliar os aditivos
previamente autorizados e apds analisar todas as evidéncias disponiveis, a EFSA
pode manter ou alterar o ADI desse aditivo (EFSA, 2013).

Dentre as categorias de aditivos utilizados na producdo de alimentos estdo o0s
conservantes. Entende-se por conservantes as substancias que prolongam o prazo
de conservacdo dos géneros alimenticios protegendo-os contra a deterioracdo
causada por microrganismos e/ou contra o0 desenvolvimento de microrganismos
patogénicos (Regulamento (CE) n.° 1333/2008).

O &cido sorbico (E200) é um acido gordo insaturado (acido hexa-2,4-diendico),
presente em alguns vegetais, sendo fabricado para ser usado como aditivo alimentar
através de uma sintese quimica. Como conservante alimentar sdo amplamente
usados sais de calcio, de potassio e de sbédio sob a designacdo de sorbatos. Nao
apresentam qualquer sinal de toxicidade aguda, subaguda ou crénica uma vez que o
organismo humano metaboliza o acido sorbico de forma idéntica aos acidos gordos
insaturados (B-oxidacéo) (FDA,1975).

No setor dos alimentos processados, 0os produtos que incorporam sorbatos na
formulacdo s&o os cremes e margarinas, molhos, maioneses, queijos, produtos de
pesca, vinhos, revestimento de produtos carneos, conservas e verduras acidas,
produtos derivados de frutos, produtos de panificacéo e confeitaria (Food Ingredients
Brasil, 2012).

Como conservantes, os sorbatos agem na inibicdo de um largo espectro de
microrganismos, pouco interferindo no sabor do alimento. Outra vantagem no seu
uso é a seletividade da acdo antimicrobiana exercida pelos sorbatos. Baixas

concentracbes de sorbatos (0,3% ou menos) sdo suficientes para inibir o

25



desenvolvimento de uma grande variedade de leveduras e bolores, contudo, possui

uma acao baixa sobre as bactérias (Food Ingredients Brasil, 2011).

O sorbato de potassio (E202) é soluvel em agua e é comercializado na forma
refinada, em po ou granulado e apresenta coloracdo branca. Doses entre 0,05% e
0,3% sao eficazes nos alimentos, embora se possa utilizar uma concentracdo maior
nos alimentos com elevado teor de humidade ou com um elevado teor microbiano.
Pode ser diretamente incorporado nos produtos ou através do tratamento das
superficies, por pulverizacdo ou imersdo, polvilhamento ou incorporacdo na

embalagem (Food Ingredients Brasil, 2012).

A eficiéncia antimicrobiana dos sorbatos é reconhecida ha mais de 70 anos. A sua
efichcia melhora com o aumento da acidez pelo que, para pH superior a 4,0 e
inferior a 6,0, os sorbatos apresentam a maior eficiéncia. Contudo, eles funcionam
até pH 6,5, mas sao relativamente ineficientes em pH superior a 7,0 (Food
Ingredients Brasil, 2011; 2012).

O Regulamento (UE) n.° 1129/2011 que altera o anexo Il do Regulamento (CE) n.°
1333/2008 relativo aos aditivos alimentares determina que o teor maximo de
utilizacdo para o sorbato de potassio podera variar de acordo com o produto de cuja
formulacdo faz parte. A variagdo pode chegar a 20 mg/kg para frutos e produtos
horticolas (unicamente no tratamento da superficie de citrinos frescos néo
descascados), a quantum satis para 0s queijos curados (unicamente para

tratamento da superficie de produtos curados).

Pode ser utilizado numa grande variedade de produtos incluindo salmouras diversas,
semiconservas a base de peixe, incluindo produtos a base de ovas, na dosagem que
pode chegar a 2 g/kg do produto nestes alimentos. Para 0os ovos e ovoprodutos o
regulamento preconiza a utilizagdo de até 5 g/kg de sorbatos unicamente em ovos

liquidos (claras, gemas ou ovo total) (Regulamento (UE) n.°© 1129/2011).
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lIl. MATERIAL E METODOS

Para avaliar a estabilidade do produto, efetuaram-se diversas analises laboratoriais:
microbiologica, fisicas e quimicas. Para esse fim, aplicou-se diversas metodologias

gue a seguir sdo descritas.

1. Amostragem

Os ovos de Helix aspersa maxima, foram fornecidos por uma helicicultura em 2
datas diferentes e identificados como Lote 1 e Lote 2. Os ovos foram recolhidos pelo
proprietario e mantidos sob refrigeracéo até a entrega no laboratério no dia seguinte

a recolha.

1.1. Processamento da amostra

Na auséncia de informacao técnico-cientifica sobre o0 modo de fabrico do “Caviar
Pérola” desenvolveu-se um protocolo préprio. Para a determinacéo dos ingredientes,
utilizou-se como base informacdes contidas nos produtos j& comercializados em
outros paises. As quantidades usadas de cada matéria-prima foram determinadas

empiricamente.

A principal exigéncia do produtor assenta na necessidade de estabilizar o produto
por um minimo de 3 meses sem 0 recurso a tratamento térmico, uma vez que a
pasteurizacdo do “Caviar Pérola” resulta na perda de desejaveis caracteristicas
sensoriais. assim recorreu-se a utilizacdo de sorbato de potassio como agente de

conservagao.

O processo iniciou-se lavando sucessivas vezes as amostras com o0 objetivo de
eliminar os residuos solidos (pedras, areias, terra etc.), ou seja, os ovos foram
submetidos a lavagem prévia em agua corrente, sendo realizadas posteriormente
duas lavagens com agua destilada e uma lavagem em agua destilada esterilizada
(Figura 7).

ApoOs a lavagem, os ovos foram pesados e divididos em duas por¢cdes, uma
destinada a determinacdo da composicao centesimal, e a outra foi repartida em
partes iguais, imerso nas solugbes a serem testadas.
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Figura 7 — Preparacao da amostra.

1.2. Teste de conservacao do produto

O aditivo escolhido para o processo foi o sorbato de potassio (CgH7KOy)
(Merck,5118). Obtiveram-se duas solu¢bes uma solucdo de NaCl a 5% (Merck,
6400.1000) em agua destilada (solugédo controlo) e uma solucdo de NaCl a 5%
adicionada de 0,2% de sorbato de potassio (solucéo teste). Ambas solucbes foram

esterilizadas em autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Os ovos foram imersos nas solucdes, onde permaneceram por 7 dias mantidos sob
refrigeracao (3 a 6 °C) em camara frigorifica (Dagard Ibérica). Apds este periodo,
foram retirados da solucéo e colocados em frascos de vidro com tampa (Figura 8),
esterilizados. Cada frasco continha 10 g da amostra. Todo procedimento foi
realizado em laboratério, de modo asséptico e rapido, a fim de manter a amostra o

minimo de tempo possivel a temperatura ambiente.
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Figura 8 — Acondicionamento do “Caviar Pérola” em frascos com tampa,

esterilizados, antes e apods a retirada da solucao controlo.

Os frascos contendo as amostras foram colocados sob refrigeracédo (3 a 6 °C) até a
realizagdo das analises e a temperatura foi monitorizada através da leitura da
temperatura do visor da camara frigorifica, diariamente, no periodo da manha. Cada

frasco foi identificado com a solucao usada, data da andlise e o lote a que pertencia.

A tabela 1 mostra as datas do inicio das analises para cada caracteristica do produto

avaliada no estudo.
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Tabela 1 — Delineamento experimental.

Data de Data das
Data de ~ inicio da Data de Inicio  medicbes
~ Data de preparacgéo L Lo
rececao da do lote analise de das analises dos
amostra composicdo microbiolégicas parametros
centesimal de cor
20-Mar
03-Abr
17-Abr
13-Mar Lote 1: 20-Mar 13-Mar 01-Mai
15-Mai
29-Mai
12-Jun
30-Abr 30-Abr
14-Mai 14-Mai
28-Mai 28-Mai
23-Abr Lote 2: 30-Abr 23-Abr 11-Jun 11-Jun
25-Jun 25-Jun
09-Jul 09-Jul
23-Jul 23-Jul

Os dois Lotes foram analisados periodicamente em intervalos de 15 dias por um
periodo de trés meses. O objetivo era avaliar as eventuais alteracées ocorridas no
prazo descrito como o periodo de vida (til para o “Caviar Pérola” atualmente
comercializado (trés meses). As analises interrompidas quando o produto nédo
apresentava caracteristicas satisfatorias, como a alteracdo de cor, aumento do teor

microbiano, perda da consisténcia e formato original.
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2. Andlises fisico-quimicas

Para as analises da composi¢do centesimal, foram utilizadas as técnicas descritas
no “Official Methods Analysis” da Association of Analytical Communities (A.O.A.C.)
(2000). Os ovos foram homogeneizados em aparelho homogenizador (Stomacher
Lab-Blender 400).

2.1. Composigéo centesimal
2.1.1. Humidade

Para a determinacdo da humidade, foi colocada 5g da amostra numa capsula com
areia e uma vareta de vidro previamente seca e anotado a tara. Misturou-se a
amostra com a areia utilizando a vareta de vidro. Colocou-se a capsula na estufa
(Memmet U60) a temperatura de 103 °C * 2°C durante 2 horas.

A capsula foi sempre manipulada com uma pinca sendo retirada da estufa e
colocada num exsicador para arrefecer. Pesou-se a cdpsula em periodos de uma

hora até que toda a 4gua tenha sido evaporada, isto €, até peso constante.
Para o calculo utilizou-se a seguinte férmula:

(m2 — mO0)

1
ml —mO0 *100

Em que:
mO € a massa da cdpsula com areia e vareta, expressa em g;

ml é a massa da cdpsula com areia, vareta e amostra antes da secagem, expressa

em g;

m2 € a massa da capsula com areia, vareta e amostra depois da secagem, expressa

em g.

2.1.2. Cinzas

Para calcular a percentagem de cinzas nas amostras, pesou-se 2g da amostra num
cadinho de porcelana, o qual foi previamente incinerado, arrefecido e anotado a tara.
O conjunto (cadinho e amostra) foi incinerado num bico de gas, e depois colocado
na mufla (Hobersal, 1320) a 550°C + 25°C durante 6 horas. O conjunto foi retirado

da mufla, colocado num exsicador para arrefecer e pesado quanto se apresentava a
31



temperatura ambiente. Este procedimento foi realizado a cada periodo de uma hora

até peso constante.
Para o célculo utilizou-se a seguinte formula:

(m2 — mO0)
mxwo

Em que:

mO € a massa do cadinho vazio;

ml é a massa do cadinho com a amostra, expresso em g;

m2 € a massa do cadinho com a cinza, expresso em g.

2.1.3. Proteina

Para determinar a quantidade de proteina, foi usado o método de Kjeldahl. Iniciou-se
com a pesagem de 2g da amostra com auxilio de um recipiente livre de azoto
(Macherey-Nagel, 48600). Colocou-se num tubo de Kjeldahl juntamente com um
catalisador (Panreac, 174428.1246). Adicionou-se 25 ml de acido sulfrico a 95%
(H2SO0,) (J.T.Baker, 6057) e levou-se ao digestor de Kjeldahl (Velp Scientifica DK6)
onde a amostra foi aquecida em uma escala de tempo até a temperatura de 400 °C

para a completa digestdo dos componentes da amostra.

A amostra digerida foi entdo colocada no destilador de Kjeldahl com hidroxido de
sédio a 50% (NaOH) (Scharlau, SO04261000) e aqueceu-se para a libertacdo da
amonia dentro de um volume conhecido de uma solucdo de acido borico a 4%
(Scharlau, AC05781000), formando borato de aménia. O borato de aménia formado
foi titulado com uma solugdo de acido cloridrico 0,1 mol/l (HCI) (Scharlau,
ACO07671000) padronizado.

Para o calculo utilizou-se a seguinte formula:
100
fx(V2 —-V1)x—
m

Onde:
V1 é o volume de solucéo de acido cloridrico 0,1M utilizado no ensaio branco;
V2 é o volume de solucéo de acido cloridrico 0,1M utilizado na determinacao;

m é a massa da amostra, expressa em gramas;
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f é o fator de correcéo para o &cido cloridrico 0,1M.

Este resultado, multiplicado pelo fator de conversao, indica a quantidade de proteina
da amostra. Neste caso o fator de conversédo usado foi 6,68 (fator de converséo para

0S 0VO0S).

2.1.4. Lipidos

Para a determinacéo dos lipidos, pesou-se 2 g da amostra, colocada em um funil de
separacdo e homogeneizada com 8 ml de agua destilada. Adicionou-se 1 ml de
hidroxido de aménio a 25% (NH4OH) (Merck 1054321000) e homogeneizou-se.
Adicionou-se 10 ml de alcool a 96% e homogeneizou-se. Adicionou-se 25 ml de éter
(Merck 100.921) e agitou-se por 1 minuto. Adicionou-se 25 ml de éter de petréleo (V.

Reis) e homogeneizou-se por 30 segundos.

Este material permaneceu em repouso por um periodo de 30 minutos para ocorrer a
decantacdo da proteina e outros residuos. Transferiu-se a fase superior (fracédo
lipidica) para um baléo de fundo chato o qual foi previamente aquecido em estufa,
arrefecido e anotado a tara (Merck, 6400.1000). Para remover os lipidos existentes
na fase inferior (fracédo proteica) repetiu-se o procedimento a partir da adicdo do éter

e transferiu-se a fase superior para o baldo de fundo chato apds decantacéo.

O balédo de fundo chato contendo a fracéo lipidica foi entdo colocado em rotavapor
(Buchi 461) e em seguida colocado em estufa a 103 °C + 2 por uma hora para

eliminar os solventes.

O balédo foi retirado da estufa, colocado num exsicador para arrefecer e pesado
guando atingiu a temperatura ambiente. Este procedimento foi realizado a cada
periodo de uma hora até peso constante. A base de calculo para a quantidade de
gordura presente na amostra € a diferenga entre o peso final e inicial do baldo de

fundo chato.

2.1.5. Hidratos de carbono

A determinacao da percentagem de hidratos de carbono da amostra foi realizada de
forma indireta ou seja, baseou-se na diferenca entre a percentagem total (100%) e a
percentagem de humidade, proteina, gordura e cinzas somadas.
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2.2. Determinacao do potencial hidrogeniénico das solucdes

Apés a homogeneizacdo da solucao, introduziu-se a mesma num copo plastico de
forma a possibilitar a imersédo do elétrodo do potenciémetro (Hanna Instruments, Hl
9025).

Foram efetuadas trés medicbes por solucdo. Em cada medicdo aguardou-se até a

obtencao de um valor constante.

2.3. Medicéo da Cor

Para a Medicdo Colorimétrica, a amostra foi colocada, de modo asséptico, em sacos
transparentes esterilizados, fechados logo em seguida. A caracterizacédo da cor foi
realizada por meio do sistema CIE L*a*b* utilizando um colorimetro Minolta CR-300.
O sistema CIE L*a*b* foi desenvolvido pela Comission Internationale de I"Eclairage.
Tem como principio posicionar a cor no espaco. O espaco € determinado por uma
combinacado de coordenadas cilindricas e cartesianas onde um ponto esta associado
a uma unica cor. Sao definidas trés coordenadas que expressam a cor: L*, referente
a luminosidade, varia entre o 0 (para o preto) e 100 (para o branco); a* indica o tom
compreendido entre o vermelho-purpura (+60) e o verde-azulado (-60); e b* indica o
tom entre o azul (- 60) e amarelo (+60). O cinzento (acroméatico) apresente as
coordenadas a*=0 e b*=0 (Pacheco Ribeiro, Farinha, Santos & Neves, 2007).

A placa de ceramica usada para calibracdo do colorimetro foi posicionada dentro de
um saco transparente similar ao utilizado para armazenamento da amostra no
momento da calibracdo. Para cada amostra foram tomadas 3 medidas. Os
parametros colorimétricos determinados foram: luminosidade (L*), coordenada a*
(coordenada vermelho-verde), coordenada b* (coordenada azul-amarelo). As
analises foram realizadas momentos antes da realizagdo das anélises

microbioldgicas.
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3. Analises microbiologicas
3.1. Preparagdo da amostra

As amostras foram retiradas da camara frigorifica e, seguindo as regras de assepsia,
foram vertidas em saco estéril, diretamente do frasco sem utilizacdo de utensilios.
Cada frasco continha 10 g da amostra. Adicionou-se o volume de 90 ml de agua
peptonada tamponada (APT) (Biokar Diagnostics, BKO18HA) e procedeu-se a
homogeneizagdo durante 1 minuto num homogeneizador obtendo assim a

suspensao inicial.

3.2. Preparacéo das suspensoes

As suspensdes foram obtidas por mistura de 1 ml da suspenséao inicial e das
diluicdes subsequentes em nove vezes o seu volume em diluente, repetindo esta
operacdo para cada diluicdo até se conseguir a diluicAo decimal considerada

adequada.

3.3. Contagem de microrganismos a 30°C

Retirou-se 1 ml de in6culo das diferentes diluicdes, semeou-se por incorporacdo, em
meio de cultura Plate Count Agar (PCA) (OXOID,CM325), tendo-se efetuado a
contagem de coldnias apés incubacdo durante 72 h a 30°C, em aerobiose, tal como

€ preconizado na ISO 4833:2003.0 resultado expressou-se em UFC/g.

3.4. Contagem de bolores e leveduras a 25 °C

Como referéncia para a contagem de bolores e leveduras a 25 °C utilizou-se a
Norma Portuguesa NP 3277-1 (1987).

Da suspensdo inicial (10™) foram retiradas e semeadas aliquotas de 0,2 ml em 5
placas de Petri em gelose Cooke Rose Bengal Agar (CRBA) (Difco, 0703-17-1). As
placas foram incubadas durante 5 dias a 25 °C, sendo posteriormente contadas as

colonias existentes nas 5 placas. O resultado expressa-se em UFC/g.
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3.5. Contagem de Escherichia coli

Para a contagem de E. coli realizou-se as analises de acordo com o0 protocolo
interno do Laboratério onde inoculou-se volumes de 1 ml das diluicbes adequadas
numa série de 3 tubos para cada diluicdo contendo caldo verde brilhante lactose bile
2% (CVBLB) (Oxoid, CM0031). Incubou-se os tubos a 37 °C por 48 h. A suspeita de
coliformes totais € indicada pela formacdo de gas nos tubos de Durhan ou
efervescéncia quando agitado gentilmente.

Repicou-se cada tubo positivo de CVBLB para outro tubo contendo CVBLB.
Incubou-se os tubos a 44°C por 48 h. A presenca de coliformes termotolerantes é

confirmada pela formacao de géas ou efervescéncia quando agitado gentilmente.

De cada tubo positivo ao CVBLB, realizou-se a prova do Indol através da inoculacéo
em agua peptonada (Biokar diagnostics, BK084) e incubacéo a 44 °C por 48 h. Apos
este periodo adicionou-se 0,5 ml do reagente de indol (Biomerieux, 20100). S&o
considerados positivos para E.coli, os tubos que apresentem a coloracdo vermelha

na prova do indol.

3.6. Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada de acordo com o protocolo interno do
Laboratorio a partir de 10g de amostra. Efetuou-se um pré-enriquecimento com APT
durante 18 h a 37 °C. Procedeu-se um enriquecimento, inoculando em caldo
Rappaport Vassiliadis modificado (MRVS) (Oxoid, CM 669) em tubo em “U”, 1 ml do
pré-enriquecimento em um dos lados do tubo. Estes foram incubados durante 24 h,
a 37 °C.

Retirou-se uma aliquota, do lado oposto a inoculagédo, do meio MRVS. Realizou-se
uma sementeira por espalhamento a superficie em gelose Hektoen Enteric Agar
(Biokar diagnostics,BKO67HA), que se incubou a 37 °C durante 24 h. Da placa de
isolamento colheu-se, aleatoriamente, colonias com morfologia eliptica, ou seja,
lactose positiva e opacas mas de didmetros variaveis. Em seguida, as col6nias
suspeitas de Salmonella spp. foram repicadas por picado central e esgotamento a
superficie em gelose Triple Sugar Iron agar (TSI) (Oxoid, CM277) em tubo. Incubou-
se a 37 °C, durante 24h. Findo o periodo de incubacéo, dos tubos cujo resultado foi
suspeito ou positivo para a presenca de Salmonella spp., foram entdo isoladas em

gelose Trypticase Soy agar (TSA) (Biokar diagnostics, BKO47HA) e incubadas a 37
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°C, durante 24h, sendo depois classificadas de acordo com os resultados das

reacOes bioguimicas dos testes miniaturizados API20E (Biomérieux 20100).

3.7. Pesquisa de Listeria spp.

Para a pesquisa de Listeria spp., utilizou-se como referéncia a Norma 1SO 11290-
1:1996. Foram utilizadas 10 g de amostra, pesadas assepticamente. O isolamento
foi realizado a partir dos meios de enriquecimento mediante sementeira por estria a
superficie do meio de cultura PALCAM (Oxoid, CM877), seguido de incubacéo a 37
°C durante 24 h.

Para confirmacdo das colonias suspeitas para L. monocytogenes efetuou-se a
repicagem para meio TSA seguida de incubagdo a 37 °C durante 24 h, tendo-se
realizado os testes da catalase e da oxidase as colénias que apresentaram
luminescéncia azul. Para identificacdo e confirmacdo das col6nias suspeitas
utilizaram-se os testes bioquimicos miniaturizados da galeria bioguimica APIListeria
(Biomérieux, 10300).

3.8. Pesquisa de Staphylococcus aureus coagulase positivo

Para a pesquisa de Staphylococcus aureus foram efetuadas de acordo com o
protocolo interno do Laboratdrio. As placas com meio de cultura Baird-Parker (Oxoid,
CMO0275) foram semeadas com as diluicdes adequadas, incubando-se a 37 °C
durante 24 h. As coldnias suspeitas (negras, com halo transparente) foram repicadas
para caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid, CM225) incubando-se novamente a 37
°C durante 24 h, efetuando-se posteriormente a prova da coagulase com plasma de

coelho liofilizado para os tubos positivos.

3.9. Pesquisa de Clostridium perfringens

Para a pesquisa de Clostridium perfringens, foram colocados em tubos, 1 ml das
diluicbes adequadas e posteriormente adicionado o meio sulfite-polymyxin-
sulfadiazine agar (SPS) (Difco, 0845-17-0) e incubado a 44 °C por 24h. Os

resultados positivos sao verificados pela presenca de colonias negras.

Os meios de cultura utilizados para pesquisa ou contagem de Salmonella,

Staphylococcus, Listeria, Clostridium e E. coli foram testados com controlos
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testemunha positivos. Também foram utilizados controlos positivos, inoculando uma
amostra de “Caviar Pérola” com estipes de referéncia e aplicando os procedimentos

de andlise anteriormente descritos.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Andlises fisico-quimicas
1.1. Composicéo centesimal

Os resultados obtidos na determinacdo da composicdo centesimal dos ovos

de Helix aspersa méaxima encontram-se descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Composicéo centesimal das amostras dos ovos de Helix aspersa maxima

e valor energético.

Lote 1 Lote 2 Média ;[))ae;rvéig
Valor energético (KJ) 182,96 172,5 177,7 + 5,2
Humidade (%) 85 84,0 84,5 * 0,5
Hidratos de carbono (%) 6,5 7,0 6,7 + 0,2
Proteina (%) 4,2 3,1 3,7 * 0,5
Lipidos (%) 0,1 0,1 0,1 + 0,0
Cinzas (%) 4,2 5,8 5,0 + 0,8

Os resultados da composicdo centesimal permitiram observar que os ovos de Helix
aspersa maxima sao predominantemente compostos por agua (84,5%). Os outros
componentes nutricionais estdo presentes na seguinte percentagem média: hidratos
de carbono (6,7%), cinzas (5,0%), proteinas (3,7%) e lipidos (0,1%).

Os ovos de Helix aspersa maxima mostram-se muito diferentes na composicao
centesimal quando comparado com outros ovos de consumo, como ovo de galinha,
codorniz ou pata que apresentam teores de 72 a 76% de humidade, 12% de

proteina e 9 a 11% em lipidos (Torres et al., 2000).

Quando comparado com o caviar ou outros “substitutos do caviar”, o “Caviar Pérola”
produzido para este estudo, revelou diferencas consideraveis. No que diz respeito
ao caviar, a composi¢ao nutricional varia entre 57-77% em humidade, 17-32% em
proteina, 11-18% em lipidos, 1-2% em cinzas. Para 0s outros substitutos do caviar a

base de ovas de peixe, relatam-se valores entre 50 a 85% para humidade, 11,5 a
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38% para proteina, 0,3 a 20% para os lipidos e 0,7 a 2,3% para cinzas (Bledsoe,
Bledsoe & Rasco 2003).

As ovas de atum (Katsuwonous pelamis) apresentam em sua composicao centesimal
72,17-73,03% de humidade, 18,16-20,15% de proteina, 3,29-5,68% de lipidos e

1,79-2,10% de cinzas (Intarasirisawat, Benjakul, Visessanguan, 2011).

A composicdo centesimal do substituto do caviar produzido com ovas de tainha
(Mugil platanus) apresentou 56, 51% de humidade, 3,34% de hidratos de carbono,
1,85% de cinzas, 25,26% de proteinas 13,04% de lipidos. O baixo teor de humidade
esta relacionado com o0 modo de preparacdo do produto (secagem previa) (Ferreira,
2006).

Por seu lado, quando se compara a composi¢cao dos ovos com a carne da espécie
originéria, Helix aspersa maxima, verifica-se resultados semelhantes. Os valores
observados sdo compativeis aos encontrados para composicdo da carne de Helix
aspersa como descreveram Cagiltay, Erkan, Tosun & Selcuk (2011) onde
descreveram percentagem para proteina, lipidos, cinzas, agua e hidratos de carbono
de 9,87%; 0,58%; 1,07%; 82,50% e 5,99%, respetivamente.

Foram realizados alguns testes para avaliar a degradacéo lipidica e proteica do
“Caviar Pérola”. Para o efeito, usamos a determinacdo do Acido Tiobarbittrico (TBA)
e do Azoto Basico Volatil Total (ABVT). Contudo, o limite de detecdo das técnicas
nao permitiu quantificar a ocorréncia de oxidacdo, devido aos baixos teores de

gordura e proteina presentes no produto avaliado.

1.2. Determinacao do potencial hidrogeniénico (pH) das solucdes teste e controlo

O pH da solucéo teste, o qual continha sorbato de potassio, apresentou um valor pH
de 8,40 e o grupo controlo revelou um resultado semelhante, apresentando pH de
8,48. Ambos os resultados revelam o caracter basico das solucdes. O elevado pH
conjugado com o elevado teor de humidade (84,5%) dos ovos, permite o
desenvolvimento de eventuais contaminag¢des microbianas neste produto. O uso do
sorbato de potassio nesta solucdo torna-se irrelevante pois o sorbato de potassio é
ativo em meios acidos. A eficacia como conservante € relatada para produtos com
pH inferiores a 7,0. O que vem a ser revelado no resultado da analise

microbiolégica.
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1.3. Andalise da cor

Apenas uma amostra foi possivel analisar, ja que impossibilitou a sua realizacdo a
avaria do colorimetro no periodo das analises do Lote 1. O resultado é expresso no
sistema CIE L*a*b* (1976) cujas coordenadas sdo as mais utilizadas para avaliacdo
da cor em alimentos. O colorimetro realiza as leituras através de reflectancia e da
valores para os parametros: “L*" (luminosidade), “a*” (intensidade de vermelhos) e
“o*” (intensidade de amarelos), também designadas por coordenadas de

cromaticidade.

As determinacdes das leituras de cor com base no sistema CIE L*a*b* (1976) estado

expressas na tabela 3.

Tabela 3 — Parametros de cor (L*, a*, b*) para amostra de “Caviar Pérola”.

Dia 1 Dia 15 Dia 30
Teste 64,28 56,02 55,55
L*
Controlo 62,96 59,16 55,29
Teste 1,39 6,91 9,84
a*
Controlo 0,96 3,95 8,88
Teste 8,99 8,38 6,45
b*
Controlo 8,29 9,22 5,33

A avaliacdo temporal das coordenadas revelou um decréscimo no valor de L*,
significando perda de luminosidade (escurecimento) tanto no grupo teste, como no
grupo controlo. O parametro a* aumentou, sugerindo apresentacdo de um produto
com tons mais rosados ou avermelhados. Para a coordenada b* houve decréscimo,

sugerindo tendéncia para tons menos amarelados.

A figura 9 apresenta a cor captada através do colorimetro. As cores foram obtidas
através de um programa informatico
(http://www.easyrgb.com/index.php?X=CALC#Result) que transforma as
coordenadas do sistema CIE L*a*b* em padrbes de cor. Os dados corroboram com
as observacdes visuais, uma vez que todas as amostras apresentaram variacao de

cor ao longo do tempo (Figura 10).
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Figura 9 — Padrbes de cor desenvolvidos a partir das coordenadas CIE L*a*b*

obtidas através da andlise da cor do “Caviar Pérola” ao longo do tempo.

Materia-prima Dia 1 Dia 15 Dia 30

h . . . .

- . . . .

Figura 10 — Variacdo do aspeto dos ovos ao longo do tempo.

O grupo teste e o grupo controlo do Lote 2 comportaram-se de forma semelhante no
gue se refere a variagdo dos valores das coordenadas (decréscimo no valor de L*,

aumento no valor de a*, decréscimo no valor b*).

A alteracdo da cor foi a caracteristica mais marcante para a alteracdo do produto ao
longo do tempo, nas condicdes deste estudo. E provavel que as alteracdes
progressivas da cor decorram de um processo oxidativo. Esta hipotese é

corroborada pelo fato de, durante a preparacdo das amostras para as analises
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laboratoriais, com forte agitacdo e rutura da membrana superficial do ovo surgir uma
rapida modificacdo da cor, com o aparecimento de tons rosados ou avermelhados
(Figura 11).

Figura 11 — Grupo controlo apds homogeneizacdo em homogeneizador Stomacher.

No que respeita aos alimentos, a cor € uma das caracteristicas sensoriais mais
importantes para a aceitabilidade do consumidor (Lopes, Xavier, Quadri & Quadri,
2007). O impacto visual gerado pela cor sobrepde-se, frequentemente, ao causado
por outros atributos (Tocchini & Mercadante, 2001). A cor dos alimentos sobrepde-se
sobre outras caracteristicas sensoriais quanto a determinacdo de preferéncias de
sabor do consumidor. Afeta a capacidade do consumidor de identificar e
correlacionar os sabores de forma a distinguir preferéncias ou perfis de sabor
(Garber Jr., Hyatt & Starr Jr., 2000)

Por ser um produto alimentar recente e ndo existir informacao técnico-cientifica
referente a seguranca alimentar e aos riscos para a saude humana e nao existir
bibliografia suficiente a respeito do produto “Caviar Pérola”, nomeadamente sobre as

caracteristicas sensoriais do produto, ndo foram realizadas outras provas sensoriais.
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2. Analises microbiologicas

2.1. Contagem de microrganismos a 30°C

Os resultados relativos a evolucdo das contagens dos microrganismos totais a 30°C

estao representados tabela 4 e nos graficos 1 e 2.

Tabela 4 - Contagens dos microrganismos totais a 30°C (log UFC/Q).

Log 10
Dia 1 Dia 15 Dia 30

Teste 418 6,11 8,18
Lote 1

Controlo 4 87 5,99 6,18

Teste 417 4,63 5,98
Lote 2

Controlo 4 .86 557 4.89

Gréfico 1 — Lote 1: Evolucao das contagens dos microrganismos totais a 30°C (log

UFC/g).
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Grafico 2 — Lote 2: Evolucéo das Contagens dos microrganismos totais a 30°C (log
UFC/g).
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No que refere a contagem de microrganismos a 30°C, o numero de Unidades
Formadoras de Colbnias por grama (UFC/g) aumentou ao longo do tempo
apresentando-se no trigésimo dia com contagens entre 10* e 10%. No que se refere
ao grupo teste, ambos os lotes apresentaram crescimento da populagcdo microbiana
ao longo do tempo. O grupo controlo no que se refere ao lote 1, apresentou
crescimento das contagens ao longo do tempo. O lote 2 revelou uma queda no

namero UFC/g ap6s 30 dias de armazenamento.

O “Caviar Pérola”, assim como outros substitutos do caviar, sdo preparados para
consumo direto, sem qualquer outro tratamento ou seja, um alimento pronto a
consumir. Os valores apresentados neste estudo revelam que apdés 30 dias, o
produto ndo esta em condigdes de consumo sendo classificado como “produto nao
satisfatério para consumo” segundo a tabela contida no Valores Guia para Avaliacéo
da Qualidade Microbiolégica de Alimentos Prontos a Comer Preparados em
Estabelecimentos de Restauracdo (Santos, Correia, Cunha, Saraiva & Novais,
2005).

No que diz respeito ao uso do sorbato de potassio como aditivo conservante, em
ambos os lotes registou-se crescimento de populacdo microbiana no grupo teste. O
sorbato ndo parece ter tido agdo conservante sobre o produto devido ao pH em que

se encontrava a solucéo teste. A solucao apresentou, apés a retirada dos ovos, um
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pH de 8,4. O sorbato de potassio tem o seu efeito maximo a valores de pH inferiores
a 6,5. Portanto, acredita-se que ndo houve acao significativa do sorbato de potassio

na inibicdo do crescimento microbiano, visto néo ter ocorrido diferenca.

A utilizacdo do sorbato de potassio (E202) como aditivo teste decorreu de avaliacéo
do Regulamento (UE) n.° 1129/2011 que altera o anexo Il do Regulamento (CE) n.°
1333/2008 relativo aos aditivos alimentares. Neste documento, o uso do sorbato de
potadssio é autorizado para uma vasta gama de produtos incluindo salmouras
diversas, semiconservas a base de peixe, produtos a base de ovas huma dosagem

meédia de 2 g/kg de produto.

Todavia, nos produtos em comercializacdo denominados “Caviar Pérola” ndo foram
encontrados referéncias quanto ao uso de aditivos. Entretanto, em andlises
preliminares realizadas, foi observada a rapida degradacdo do produto devido ao
aumento do namero de bactérias e fungos. Por esta razdo utilizou-se na formulacéo
a adicao do sorbato de potassio, por ser um aditivo capaz de inibir ambos os grupos

de microrganismos.

No que diz respeito as coldnias visualizadas nas placas de PCA, apresentaram-se
uniformes, amareladas, brilhantes, irregulares. Todas as placas apresentaram
colonias semelhantes. A técnica de coloragdo de Gram para a visualizacdo da
morfologia microbiana foi usada para observar a forma e dimenséo dos diferentes
agentes microbianos. Foram identificadas bactérias cuja morfologia era compativel

com o género Bacillus sp (Figura 12) para todas as colonias testadas.
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Figura 12 — Coldnias obtidas a partir das suspensées testadas (10 a 10°) e lamina
corada com a técnica de Gram (1000x).

E provavel que a técnica de producdo dos ovos em turfa selecione estas espécies
de bactérias. Em produtos horticolas cultivados diretamente no solo, € possivel
observar Bacillus sp. (Mogharbel & Masson, 2005) e estes produtos servem de
alimento aos caracois, fazendo parte da sua microbiota natural.

2.2. Contagem de Bolores e leveduras a 25°C

Ndo se verificou desenvolvimento de colbonias de bolores ou leveduras, nas
amostras analisadas.

2.3. Contagem Escherichia coli

Nao se verificou desenvolvimento de E. coli, nas amostras analisadas.
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2.4. Pesquisa de Salmonella spp

N&o houve evidéncias da presenca de Salmonella spp. em 10 gramas, nas amostras

analisadas.

2.5. Pesquisa de Listeria monocytogenes

N&o houve evidéncias da presenca de L. monocytogenes em 10 gramas, nas

amostras analisadas.

2.6. Pesquisa de Staphylococcus aureus coagulase positivo

N&o houve evidéncias da presenca de S. aureus em 10 gramas, nas amostras

analisadas.

2.7. Pesquisa de Clostridium perfringens.

N&do houve evidéncias da presenca de Clostridium perfringens., nas amostras

analisadas.

Contudo, Reye, Martinez, Martinez e Herrera (2007) em estudo para identificacdo de
agentes bacterianos em caracéis, relataram as seguintes espécies bacterianas:
Salmonella sp., Arcanobacterium sp., Pseudomonas sp., Hafnia alvei, E. coli,
Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus, Corynebacterium sp, Streptococcus
sp.. Foram consideradas pelos autores como “flora microbiana normal”
Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp. e Escherichia coli, jA& que foram

encontradas em caracois saudaveis.

Os resultados revelados possivelmente estardo relacionados com os cuidados do
produtor no que se refere a obtencéo dos ovos. A postura dos ovos de Helix aspersa
utilizados nesta experiéncia foi realizada em caixas de reproducdo onde estas foram
forradas com turfa tratada pelo produtor, utilizando o micro-ondas como forma de
esterilizagdo. A turfa utilizada foi adquirida a empresa idénea, ou seja, passou por
tratamentos industriais para garantir a qualidade e a sanidade. O que podera ter

impedido a contaminacdo pelas bactérias patogénicas testadas. Além disso o
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produtor possui outras medidas de higiene no local da ovopostura (sala de

reproducao) impedindo a contaminac¢ao por manipulagéo.

Apesar do NaCl ser considerado um agente conservante pela alteracado da pressao
osmotica do produto, a solucdo de NaCl a 5% supostamente ndo influenciou a
populacdo microbiana patogénica pois todas as espécies bacterianas testadas
suportam teores de sal iguais ou superiores a 5% (Parfentjev & Catelli, 1964
Montville, 1986; Conner, Brackett & Beuchat, 1986; Thayer, Muller, Buchanan
&Phillips, 1987; How et al., 2012)

Entretanto, alguns agentes dos géneros Bacillus sp. e Enterobacter sp. ndo foram
eliminadas pelos processos de producdo, uma vez que surgiram nas amostras
analisadas, integrando a carga microbiana estimada na contagem de

microrganismos totais a 30 °C.

No que se refere a quantidade de amostra analisada, nas provas laboratoriais e 0
namero de amostras testadas ndo permitem afirmar com seguranca que o “Caviar
Pérola” produzido neste estudo ndo possa conter agentes patogénicos. Trabalhos
realizados em alimentos para pesquisa de Listeria e Salmonella e a propria
legislacdo preconizam a utilizacdo de 25 g de amostra para a realizacdo destas
provas para alimentos pronto para consumir (Regulamento (CE) n.°1441/2007,
Abdelgadir, Srivastava & Reddy, 2009; Kakiomenou, Tassou & Nychas,1998;

Drosinos, Tassou, Kakiomenou & Nychas, 2000).

Neste estudo, a quantidade da matéria-prima disponibilizada condicionou, devido a
sua escassez, a opcao dos ensaios analiticos baseados em 10 g e ndo nas 25 g

descritas no Regulamento Europeu n.° 1441/2007.

O objetivo do estudo era avaliar as alteragdes ocorridas dentro do periodo descrito
como o prazo de validade para o “Caviar Pérola” atualmente comercializado (3
meses). Os dois Lotes foram processados para analises periodicas a cada 15 dias
por um periodo de 3 meses. Entretanto, a modificacdo de cor registada, juntamente
com a elevada carga microbiana ap6s 30 dias da preparacgdo, foram suficientes para

determinar a interrupcéo do procedimento analitico delineado.

Para que o produto seja competitivo no mercado atual, devera apresentar um prazo
de vida comercial util de, no minimo, trés meses. Possivelmente, os produtos que
atualmente se encontram disponiveis no comércio passam por um tratamento
térmico como forma de estabilizacdo (pasteurizacao).
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Entretanto, os processos térmicos cuja temperatura seja superior a 55°C, alteram o
aspeto do produto que passa a ter uma textura proxima da clara de ovo cozida, ao
invés do que se pretende, uma consisténcia gelatinosa que se apresenta
inicialmente nos ovos e que é o esperado pelo produtor. Além disso, alteram a cor
do produto. Estes dados foram visualizados em testes efetuados preliminarmente a

este estudo.
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V. CONCLUSAO

O objetivo do presente trabalho foi analisar a estabilidade quanto as caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas do “Caviar Pérola” cuja matéria-prima principal sédo
ovos de caracol da espécie Helix aspersa maxima provenientes de um produtor
portugués e cujo processamento foi idealizado através de analises da composicao

de produtos comercializados com a designagao de “Caviar Pérola”.

A técnica desenvolvida para producdo do “Caviar Pérola” neste estudo mostrou-se
ineficaz para a conservacdo do produto por um prazo comercial Gtil (3 meses). A
alteracdo da cor e a elevada contagem de microrganismos a 30° C apés 30 dias de
armazenamento sob refrigeracdo (3-6° C) impossibilitaria a comercializagdo e

consequentemente o consumo.

A escassez de bibliografia referente aos produtos derivados dos caracéis terrestres
incluindo os ovos, foi uma importante limitacdo no delineamento do estudo. Contudo,
este estudo pode ser o ponto de partida para outros sobre o “Caviar Pérola”, tanto
no que se refere a formulacdo do produto quanto a estabilidade do mesmo. A
utilizacao de tecnologias de barreira € um exemplo do que podera ser usado como

modo de conservacao.

Paralelamente a estes estudos, outros, como a avaliacdo sensorial e analise de
aceitabilidade do produto pelo consumidor, poderédo ser realizados para caracterizar

este novo produto alimentar.
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