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Resumo

A andlise da frescura do pescado é um procedimento utilizado diariamente,
para que o pescado chegue ao consumidor nas melhores condicdes possiveis. O
Método do indice de qualidade (QIM — “Quality Index Method”) é um processo que
permite aferir a frescura do pescado baseado numa tabela de demérito. Apesar de
existirem varios QIMs propostos para diferentes espécies, nunca foi desenvolvido para
as lapas. Assim, o principal objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de
uma tabela QIM para as diferentes espécies de lapas existentes no Arquipélago dos

Acores (Patella candei e Patella aspera).

Para se desenvolver a tabela QIM, foi necessario primeiro determinar os
parametros a considerar no mesmo (atributos que sofrem alteragdes significativas ao
longo do tempo) (e.g. cheiro, aspeto geral, textura do pé). Para o efeito realizou-se
uma prova organolética por um painel de 6 avaliadores que forneceu os dados para o
desenvolvimento da primeira versdo da tabela QIM. Posteriormente foram realizadas
mais duas sessGes de provas de avaliagdo para afinar a metodologia. De forma a
corroborar os valores obtidos no QIM foram analisadas a variacdo bacterioldgica e a
concentracdo de histaminas ao longo do tempo de refrigeragdo. Assim, desenvolveu-se
uma tabela QIM com pontuacdo maxima de 15 pontos de demérito em P. candei com
o tempo de rejeicdo entre os 12-14 dias e num QIM com a pontuacdo maxima de 19

para um tempo de rejeicao localizado entre os 6-7 dias para P. aspera.

Foram realizados simulagOes de transporte das lapas com o objetivo de verificar
o impacto da temperatura e da concentragao de CO; na sobrevivéncia das lapas. Apds
terminada as experiéncias foram utilizadas para calcular as relagcdes peso total-

comprimento maximas da concha e peso edivel-comprimento maximo da concha.



Abstract

The freshness assessment of the seafood is used on daily base, so that the
seafood gets to the consumer at its best possible condition. The Quality Index Method
(QIM) is a freshness grading system method using a score system of demerit points.
There’s already many QIM schemes made for different species, but there’s still none
developed for limpets. Therefore, the main objective of this work is the development
of a QIM table for the both existing species of limpets in the Azores (Patella candei e

Patella aspera).

For the development of the QIM table, a first trial was developed by a group of
6 assessors to find the characteristics that changed clearly during time. From this data
a first QIM table was developed. Another two trials were made to confirm and clarify
points. At the same time microbiological counts and histamine concentration were
calculated so support the QIM values. In the end, two QIM tables were proposed, for
the P. candei a maximum of 15 demerit points and a rejection time of 12-14 days, and

for P. aspera a maximum of 19 demerit points and a rejection time of 6-7 days.

Transportation simulations with limpets were made to determine the impact of
temperature and CO2 concentrations have in the survivability of limpets. After which,
the limpets were used to calculate the relation between the total weight-maximum

shell length and biomass weight-maximum shell length.



indice Geral

FAY (= To [=Tol T 0 T=T o o1 PSSR iii
RESUIMO ..ttt et e e s e e e e se s s ba e e s iv
Y o1 1 T PP PP PP U ST PPTRPRRPRRPOO v
FRYe LTt LY A= {E T OO viii
INAICE A TADEIAS . .......eeeececviieeececte ettt ettt ettt a ettt es s ae s s s s aeseses snarsesesnas Xi
I o o Yo LU o o X USRSt 1
N I = T - PO PPPPPPPPPPN 1
1.1.1. ImpPortancia HiStOrICa ..cccuviieeciiee ettt e et e e e e e e e 1
1.1.2. ANatomia EXTEINa.....ccoiiiiiiiiiiiiii i 3

A =) (oY ToT o o1 = = =0 Lo} -4 - TSR 5
1.2.1.Patella candei d'Orbigny, 1839 — (LAPa-Mansa)......ccceeeeeiuieeeeiirieeeeiieeeeereeeeeeireeeeeneeas 5
1.2.2. Patella aspera Roding, 1798 — (Lapa-brava) .....ccccccueeeecieiieceeeecee e 7

1.3 Método de indice de Qualidade (QIM) .......ovriiieieeeieieieeeeeeeeeeeee et eseseeeeeans 8
1.3.1 Analises Bacterioldgicas € QUIMICAS ...ccccveieeriiieee it critee e eriee e etee e e eiee e e e sveee e 11
IO 200 R |V ol o o 1T [ =4 - SRR 11
1.3.0.2. HISEAMING i 11

1.3.2 Andlise Organolética/ SENSOMIal ....c.ccvieiieiiieiieieece ettt bbb 12

R 0 o1 =Y 1 1Y/ 1SRRI 12
2.Material @ METOOS. ..ccuiieiiiieiie ettt ettt et s e s be e e be e e sabeesabeesbeeens sneeas 13
2.0, RECOINA ettt st sttt sre et en 13
2.2.BIOMETITA ettt e s 13
2.3.Desenvolvimento dO QUM ......ooeiiiiiiiiiieieeeeeee ettt 13
2.3.1.Andlise Organolética/ SENSOMIAl .......cccvieecueeeeeeeceee ettt 13
2.3.1.1.Prova Organol@liCa.....cccuuiieeeiieee ettt ettt e et e e et e e e e era e e e e eatae e e eanaea s 14
2.3.2.Desenvolvimento do Método de indice de Qualidade (QIM)......coveveeeereeeeereeenne. 16
2.3.3.Analises Bacterioldgicas € QUIMICAS ....uueieeeurieeeeiiiieecieee et ee et e s e e e e e eaaee e 17
2.3.3.1.AnAlise BaCteriolOZICa ....uueieeiiiieeeiie ettt e 17
2.3.3.1.1.Preparacdo dos Meios de CUltUra .......cccccuveeeeeciiiecciiee e 17
2.3.3.1.2.Preparagdo das Amostras para Microbiologia........cccccceeeevirieeeiiiieeiniinenn. 19
2.3.3.2.Andlise de HiStamiNas .....ccceerieriiiiieie ettt 20
2.3.3.2.1.Preparacdo das AMOSLIAS ...cceeeeeicurrireeeeeeeiciireeeeeeeesiietreeeeeeessnrnnneeeeeessnnnnns 21
2.3.3.2.2.DEIIVATIZACAOD .eeveeeieeiiiiiieeee e e ettt e e e e ettt e e e e s e st ae e e e s e s s arae e e e e s eannee 22



2.4.Simulacdo de condigGes de tranSPOItE .....ccccuieeiiiieie e et e e e e 23

2.5.Variacdo da cor ao 1oNg0 dO tEMPO ......uiiieeiiiie et 26
BLRESUIATOS ..ttt ettt sttt sttt et e ne e en 27
3.1. RelagOes PeSO-COMPIIMENTO ..ccccuviieeiiiiie et e et ee e st e e st e e s siae e e ssaaeeesssaeesssbaeessnsneees 27
3.2, Prova OrganOl€liCa.....ccuuei ittt ettt et e e e e tre e e e ta e e e e arae s 30
3.2.1. Andlise SeNSOrial = P. CANUEI .......ccceiriiiiiiiiiiet ettt e 32
3.2.2. Andlise SeNSOrial = P. GSPEIU.....ccc.uuvieeiiieieeieee et ettt e e e saaea s 34

3.3. Desenvolvimento do Método de indice de Qualidade (QIM) .....ovoveeeeveeereeereeeeeeeeene 36
33,1 QUM = P CONGEI ettt ettt e 38
I T A O 1\, Il R Y 1= o PP 40
3.3.3. Andlise BACteriOlOZICA .uueeeeureieeeiieee ettt e e e e e et e e araeaean 42
3.3.4. HISTAMING coeviiiiiiiic i s 44

3.4. Transporte de Lapas Vivas (Variacdo de CO; e Temperatura) ....ccccceeeevveerveeecveeesveeennnnnn 45
BUA. DL P CONTEI ..ottt ettt ettt sttt sttt sttt e s be e s bt e aes 45
3.4.1.1. Variacdo do CO; e Temperatura na Caixa “Ambiente” ........ccccceeveeeeeiieeeeennnen. 45

3.3.1.2. Variacdo do CO; e Temperatura na Caixa “Refrigerada” ..........ccooveeeeirereeennnen. 46

342, P.GSPEOIG ..ottt bababtbbbnnnrnne 46
3.4.2.1. Variacdo do CO; e Temperatura na Caixa “Ambiente” .......ccccccceeeiirieeeeeeeniinnns 46

3.4.2.2. Variacdo do CO; e Temperatura na Caixa “Refrigerada” ..........cccooeveevivereennnnen. 47

3.5. Taxa de Sobrevivéncia @ Mortalidade ...........cceeriiiiiiiiiiienieeee e 48
3.6. Variagdo da Cor a0 LONg0 dO TEMPO ...uvveeeiiiiieeiiiieeeiieeeeeite e siree e sbae e s s sbeee s s e e e e snnaeas 51
L D T [~Yo{ U Y- o BTSRRI 52
4.1. Relagses PeSO-CoOMPIIMENTO ....eiiiiiiieeciieee ettt ettt e e e eae e e e aaee e e earee e e naaes 52
4.2 Método de indice de QUAlIAAE (QIM) .....veeveveeeeeeeeeeeeeeeee ettt ee e er e enene 52
4.3. Transporte de Lapas Vivas (Variagdo de CO; € Temperatura) ....cccccvveeeeeveeeeecveeeeeineeenns 55

I 11 o] o T={ - | (- TP USROS 57
Y 1= (o TSSO PPSTROPPI 62
6.1 ANEXO et e e e s eee e e nnees 63
6.2 ANEXO Hlueiiiiiiiiiiiiiiii i s 63
6.3 ANEXO Il st et 64
6.4 ANEXO IV Loiiiiiiiiiiiiii i e e 66
B.5 ANEXO V it e s e e te e 68
6.6 ANEXO VI oo e 70
6.7 ANEXO VI oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e trnrnanane 71



Indice de Figuras

Figura 1 — Diagrama da zona ventral de uma lapa. A - concha; B — Pé; C— manto; D — tentdculos
cefdlicos; E — boca. (adaptado de Gallagher et al., 2006). .............ccccuueeecueeeesiieeeiiieeeiieeeesiieeesisaeesireieaen 4
Figura 2— Foto de uma concha de P. aspera onde é possivel observar vdrias cracas (A) do de uma lapa
(B), provavelmente de um juvenil da mesma espécie (foto do QULON). ..........ccueeeeeeeeeeceeeeeiiieeeiieeeecieeeeans 4
Figura 3 — A esquerda exemplos de plasticidade morfolégica observada em conchas de P. candei e a
direita vista ventral de um individuo de P. candei (fotos do QULOT). ..........cceecveeeeeceiieescieeeecie e, 6
Figura 4 — A esquerda vista do interior da concha de P. aspera e d direita vista ventral de um individuo de
P. ASPEIQA (FOTO TO QULEO). ..ottt ettt e et e e et e e e et e e e ets e e e e e eaasaeeeasssaeesasaaaans 8
Figura 5 — CondigGes e utensilios fornecidos a cada assessor durante a prova sensorial. ......................... 15
Figura 6 — Lapas identificadas com a sua letra em espera para serem entregues aos provadores, tapados
de forma a permitir uma melhor avaliacdo sensorial em rela¢Go ao cheiro. ............cccccveeeevvvveeecceneecnnennn. 16
Figura 7 — A esquerda os meios nas placas de aquecimento (Esquerda: IA; Direita: PAB) onde serdo

levadas ao ponto de ebuligGo para permitir a dissolugdo completa dos meios. Do lado direito podemos

observar o meio PAB ja distribuido €m PIACAS. ..........c.oeeeeueeeeiiieeeceee ettt se e e e a e e e 19
Figura 8 — Stomacher® 400 circulator utilizado para @ homogeneizagao...............c.cccvueeeeevuveeecciveaesirennn. 20
Figura 9 — Homogenizador YSTRAL DIAX 600 utilizado para homogeneizar as amostras.......................... 22
Figura 10 — Os tubos cobertos de papel de aluminio para impedir que a luz afete a derivatizagdo .......... 23

Figura 11 — Processo que ocorre apos a derivatizagdo, a colocagdo do extrato num tubo através de um
Lo TSRS 23
Figura 12 — A esquerda caixa utilizadas durante a experiéncia com o sensor Wéhler® CDL 210 no seu
interior. A direita, acumulador térmico utilizado na experiéncia de forma a diminuir a temperatura no
interior da caixa a temperatura “REfrigerada”. ..........uummueeeeceieeeeiieeeeeeescee e e e eeaaesaaeesaa e e e esneeas 25
Figura 13 - Relagdo entre peso total-comprimento mdximo da concha e o peso edivel -comprimento
maximo: A) Relagdo peso total-comprimento mdximo da concha P. candei; B) Relagdo peso total-
comprimento mdximo da concha para P. aspera; C) Relagdo peso edivel -comprimento maximo da
concha para P. candei; D) Relagdo peso edivel -comprimento mdximo da concha para P. aspera. P. candei

(N=498) € P. ASPEIQA (N=389). ..eeeeeeeeeeeeee ettt e e ettt e ettt e e ettt e e e st e e e ettt e e s sae e e et e e e e eeraaeesreaaaas 29

viii



Figura 15 — Resultados do par@metro “Comestivel” da P. candei pela ordem de avaliagdo dos

QUATIOOOIES. ...ttt ettt ettt ettt ettt et e e et e e e e e e ninens 33
Figura 16 - Soma das médias (+dp) de todos os pard@metros da P. candei e a sua variagdo ao longo do
tempPo de refrigeragGO G5 °C....ocoueeeeeeiee ettt e et e e et e e e e e e et e e e e te e e st aa e et e e e taeesnnaaeeaaraaaans 33
Figura 17 — Médias (+dp) da pontuagdo dos pard@metros da P. aspera ao longo do tempo a temperatura 5
R ST USSR 34
Figura 18 — Resultados do pardmetro “Comestivel” da P. aspera pela ordem de avaliagdo dos
QUALIQUOIES. ...ttt sttt ettt nat ettt et e st ettt e nane s 35
Figura 19 — Soma das médias (+dp) de todos os pardmetros da P. aspera e a sua variagdo ao longo do
tempPo de refrigeraCAO G5 °C....cccueeeeeeeeeeeeee ettt e ettt e e et e e ettt e e et a e e et e e e etr e e e aaeesraaeasasaaaaas 35

Figura 20 — Variag¢do dos pontos de demérito QIM por dia de cada pard@metro em P. candei ao longo do

Figura 21 — Variagdo dos pontos de demérito QIM em cada lapa (P. candei) ao longo do tempo de

L gl T g Toe To e I Y AT 39
Figura 22 - Variagdo do somatdrio das médias (+dp) dos pontos de demérito QIM em P. candei ao longo
do tempo de refrigeracdo a 5 °C (n=5) pelos 5 QValiQdOres. .............cccueeiueeceescieeiiesiiiesieesisesieeciaeiae e 39
Figura 23 — Variagdo dos pontos de demérito QIM por dia de cada pardmetro em P. aspera ao longo do
tempo mantidas em refrigeragao Q5 °Cu......oueaueieeeeeie ettt ettt e e et e e e et e et e e e e anaaa s 40
Figura 24 — Variag¢do dos pontos de demérito QIM em cada lapa (P. aspera) ao longo do tempo do tempo
Lo L a = [ o T g [oo Lo X R GRS 41
Figura 25 — Variagdo do somatdrio das médias (+dp) dos pontos de demérito QIM em P. aspera ao longo
do tempo do tempo de refrigeragdo a 5 °C (n=5) pelos 5 avaliadores. ............cccoeeevveevceeeesiiieeeiiiaesiinannn, 41
Figura 26 — Variag¢do do numero de coldnias de bactérias ao longo do tempo de refrigera¢do. A) Variagdo
do numero de Pseudomonas em P. candei; B) Variagdo do numero de bactérias produtoras de H2S em P.
candei; C) Variagdo do nimero de Pseudomonas em P. aspera; D) Variagéo do nimero de bactérias
Produtoras de HaS €M P. QSPEIQ. ......cc..eeeeiuieeeeiie ettt ettt e ettt e e e e st e e st e e esasaeaesaeeeenaes 43

Figura 27 — Resultado da concentragdo de histamina obtido no HPLC para 0 14°. ..........ccccveveeevueveennen.. 44



Figura 28 — Média (+ dp) da variagdo da concentragéo de CO2/ 100 g e da temperatura, dentro das

caixas, durante as trés réplicas da P. candei a temperatura “Ambiente” ao longo de um periodo de 48h.

.................................................................................................................................................................... 45
Figura 29 — Média (+ dp) da variacéo da concentragdo de CO2/ 100 g e da temperatura, dentro das
caixas, durante as trés réplicas da P. candei a temperatura “Refrigerada” ao longo de um periodo de
ARttt et ettt sttt nanes 46

Figura 30 — Média (+dp) da variagdo da concentragdo de COz/ 100 g, dentro das caixas, durante as trés
réplicas da P. aspera a temperatura “ambiente” ao longo de um periodo de 48h. ............ccceeeeeevvveeannnn. 47
Figura 31 — Média (+dp) da varia¢do da concentragéo de COz/ 100 g e da temperatura, dentro das

caixas, durante as trés réplicas da P. aspera a temperatura “Refrigerada” ao longo de um periodo de

Figura 32 — Média da taxa de Sobrevivéncia/ Mortalidade das 3 réplicas e o respetivo desvio padréo
(#dp), na P. candei durante as primeiras 48h de transporte em caixa fechada a temperatura “ambiente”
e “refrigerada” (V — vivas; MB — moribundas; M — Mortas; F — feridas). .........ccccevvueeervesceesieeissieseeiens 50
Figura 33 — Média da taxa de Sobrevivéncia/ Mortalidade das 3 réplicas e o respetivo desvio padréo
(+dp), na P. aspera durante as primeiras 48h de transporte em caixa fechada a temperatura “ambiente”

e “refrigerada” (V — vivas; MB — moribundas; M — Mortas; F — feridas) ...........cccecvuevveeiiusssiveeivesiivesenanns 50



indice de Tabelas

Tabela 1 — Informagdes adicionais em relag@o as amostragens das aPas. ...........ceeeveeeeecveeesceeeesiieeenans 25
Tabela 2 — Pardmetros das caracteristicas da amostra de P. candei (N=498). ..........cccceeeeevveescveeeeiiivaaanns 28
Tabela 3 — Pardmetros das caracteristicas da amostra de P. aspera (1=389). ......ccccoveeeeeveeecvieeeesveean, 28
Tabela 4 — Pardmetros do teste T de AMBAS QS ©SPECIES. ......cc.uuuveeeeeeeeeiiieeeieeeeestieeeeeeeeeciireeaaeeeeesisrenaens 28

Tabela 5 — Variagdo da concentragdo de Histamina (ppm) na P. candei e P. aspera ao longo do tempo. 44

Tabela 6 — Produgdo de CO: por cada 100 g/ h de cada espécie a diferentes temperaturas...................... 48
Tabela 7 - Diferentes dias de rejeigdo obtidos nas diferentes andlises para a P. candei e P. aspera. ........ 54
Tabela 8 - Relagdo entre os pontos de demérito do QIM e a escala UE (categorias E, A e B). ................... 54

Xi



1. Introducao

1.1. Lapas
1.1.1. Importancia Histdrica

Desde do inicio da colonizacdo dos Acores, no século XV, que o0s seus
habitantes exploram os recursos marinhos como fonte de alimento e/ ou subsisténcia
(Martins et al., 1987; Santos et al. 1995). As lapas (Patella spp.) fazem parte dos
recursos vivos marinhos explorados artesanalmente pela populacdo dos Acores (Ferraz
et al.,, 2001; Martins et al., 2008a; 2009), constituindo um dos mariscos mais
apreciados na gastronomia acoriana (Martins et al., 1987; Hawkins et al., 2000;
Martins et al., 2009). Para além do interesse econdmico, que tém no comércio local,
no qual sdo vendidas vivas, constituem um produto de exportacdo para os imigrantes
acorianos na costa este dos Estados Unidos (Martins et al., 1987; Hawkins et al., 2000;

Martins et al., 2008b; 2009).

Ao longo da costa Acoriana é possivel distinguir duas espécies de lapas: Patella
aspera Roding 1798 e Patella candei d'Orbigny 1839 (Corte-Real et al., 1992; Martins et
al.,, 2008a; Borges et al.,, 2010; Carreira, 2010). Até 1980 a sua exploracdo era
moderada, mas com a introducdo de equipamento de mergulho (e.g. “snorkelling”),
em conjunto com a melhoria dos métodos de refrigeracdo o valor comercial aumentou
e como consequéncia a sua exploracdao também, aumentando assim a pressdo sobre

os stocks (Martins et al., 1987; Ferraz et al., 2001).

Em 1985 as lapas ocuparam o 62 lugar na lista dos recursos pesqueiros mais
importantes a nivel econémico na ilha de Sdo Miguel (Martins et al., 1987; Ferraz et

al., 2001; Martins et al.,, 2008a; 2009). Segundo Santos et al. (2010) as lapas
1



representavam 15% do valor econdmico de todo o pescado dos Agores entre os anos
de 1984-1985. O esforco exercido sobre este recurso sofreu um aumento drdstico a
partir de 1980, o que levou a que entre os anos 1983-1984 os stocks diminuissem
consideravelmente no grupo central. Segundo Ferraz et al. (2001) este decréscimo
também estd associado a uma hipotética doenca que nunca foi confirmada. Como
consequéncia foi decretada a proibicdo de capturas no grupo central durante um ano
(1985) o que levou a um aumento do esforco sobre os stocks de outras ilhas,
nomeadamente Sao Miguel, e como resultado o colapso do mesmo em 1988. Como
consequéncia foi também declarada a proibicdo de capturas durante um ano em todo
o Arquipélago em 1989 (Ferraz et al., 2001). Posteriormente, em setembro de 1990, foi
permitida a apanha ndo comercial no grupo ocidental, mas segundo Ferraz et al.
(2001) era visivel que as medidas adotadas ndo eram suficientes para controlar e

impedir a captura ilegal de lapas.

Para proteger este recurso foi publicada regulamentacdo em julho de 1993
(Decreto Regulamentar Regional N2 14/1993/A de 31 de julho). Esta legislacdo
apresentava as seguintes medidas: obrigatoriedade de licenciamento para
apanhadores comerciais e da declaracdo das capturas efetuadas; estabelecimento de
um periodo de defeso; estabelecimento de tamanhos minimos (55 mm para P. aspera
e 30 mm para P. candei); ao mesmo tempo foram criadas zonas de reserva e zonas de

capturas reguladas em cada uma das ilhas.

Entre os anos de 1980-1989 capturou-se no total 566 ton (média: 56 ton/ ano).
Mais recentemente, entre os anos 2005-2014 capturou-se 126 ton (média: 12 ton/ ano)

de lapas (dados Lotacor). Apesar de se verificar uma diminuicdo de descargas, num



estudo efetuado por Pham et al. (2013) determinou que estas descargas estavam

longe do valor real, que estimava em de 60 vezes superiores ao declarado cada ano.

1.1.2. Anatomia Externa

A lapa (Figura 1) é um molusco pertencente a Classe Gastropoda, que é
caracterizado por possuir uma concha exterior dura (Figura 1— A) de forma cénica que
apresenta diversas cores e texturas, consoante a espécie e a zona de origem, a qual
muitas vezes estd associada colonizacdo por outros seres vivos (e.g. cracas e algas -
Figura 2). Ao observarmos a zona ventral a primeira estrutura que observamos é o pé
(Figura 1 — B) que compde a maior parte da area visivel da lapa. Este é extremamente
musculoso e responsavel pelo movimento e fixacdo da lapa ao substrato. Em volta do
pé é possivel observar o manto que estende-se até a extremidade da concha e possui
capacidade de retracdo e extensdo (Figura 1 — C). Ao longo das suas margens situam-se

os tentdculos paleais que tém fungdes sensoriais.

Na parte ventral, é também possivel observar a cabeca onde se localizam os
tentaculos cefdlicos (Figura 1 — D) e também a boca e a radula (espécie de lingua com
dentes) no seu interior (Figura 1 — E). Recentemente a radula foi considerada o
material natural mais forte, superando a teia de aranha que até agora ocupava o 12
lugar dessa lista (Barber et al., 2015). Entre a cabeca e a concha é possivel observar
uma cavidade — cavidade do manto — onde se localizam as branquias responsaveis pela
respiracdo/ trocas de gases. A circulacdo da agua da-se em forma de “U” que permite
assim também limpar os produtos resultantes do metabolismo, visto que o anus se

situa por cima da cabeca.



Figura 1 — Diagrama da zona ventral de uma lapa. A - concha; B — Pé; C—manto; D —
tentaculos cefdlicos; E —boca. (adaptado de Gallagher et al., 2006).

Figura 2— Foto de uma concha de P. aspera onde é possivel observar vérias cracas (A)
do de uma lapa (B), provavelmente de um juvenil da mesma espécie (foto do autor).



1.2. Taxonomia e Biologia

e Reino: Animalia
e Filo: Mollusca
e Classe: Gastropoda
e Familia: Patellidae
e Género: Patella
e Espécie: Patella aspera Roding, 1798
Patella candei d'Orbigny, 1839

Patella candei gomesii Drouét, 1858

1.2.1.Patella candei d'Orbigny, 1839 - (Lapa-mansa)

Patella candei d’Orbigny, 1839 é uma espécie geograficamente restrita ao
Arquipélago dos Acores, Madeira, Selvagens e Candrias (Carreira, 2010). Christiaens
(1973) descreveu para a Macaronésia 4 subespécies de P. candei tendo em conta
polimorfismos morfolégicos Patella candei ordinaria, para a Madeira, Patella candei
crenata para as Selvagens e Patella candei candei para as Candrias. Nos Acores
podemos encontrar a subespécie Patella candei gomesii Drouét, 1858 que é chamada
localmente de lapa-mansa. Por motivos praticos irei referir-me neste trabalho a Patella

candei gomesii apenas por Patella candei.

A P. candei apresenta uma elevada plasticidade adaptativa podendo encontrar-
se diferentes formas e coloragdes (Figura 3), consoante as caracteristicas do substrato
ou do habitat. A concha apresenta como morfologia externa tipica de cor acastanhada,
por vezes bastante escura e a superficie externa é estriada ou pouco rugosa. No seu

interior a concha pode ser azulada, acinzentada ou avermelhada. O pé, tentaculos



paleais/ manto e tentdculos cefalicos sdo normalmente de cor cinzenta (adaptado de

Menezes, 1991) (Figura 3).
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Figura 3 — A esquerda exemplos de plasticidade morfolégica observada em conchas de P. candei e
a direita vista ventral de um individuo de P. candei (fotos do autor).

P. candei é encontrada abundantemente no intertidal, fixa ao substrato
rochoso, ocorrendo também no subtidal, embora ndo ultrapassando os 3 m de
profundidade. Os juvenis sdo comuns na zona superior do intertidal (Menezes, 1991;
Carreira, 2010). P. candei possui um crescimento rapido e é uma espécie oportunista,
mas apresenta tamanhos maximos inferiores a P. aspera (Martins et al., 1987).
Alimenta-se através da radula que raspa lentamente o substrato deixando uma marca

clara na rocha, ingerindo essencialmente micro e macroalgas (Hill & Hawkins, 1991).

A nivel reprodutivo, P. candei é uma espécie didica (sexos sdo separados) e
atinge a sua maturidade sexual entre os 16-20 mm (Martins et al., 1987; Menezes,
1991). Apresenta um periodo de desova continuo entre os meses de agosto a abril,
ndo possuindo um periodo reprodutivo distinto e a sua fertilizacdo é externa, ou seja,

os ovulos e o esperma sdo libertados para agua onde ocorre a fertilizacdo (Martins et



al., 1987; Menezes, 1991; Carreira, 2010). Esta espécie ndo aparenta sofrer alteracdes

de sexo durante o seu desenvolvimento (Martins et al., 1987).

1.2.2. Patella aspera Roding, 1798 - (Lapa-brava)

P. aspera criou inicialmente algumas dificuldades a nivel taxondmico.
Inicialmente era classificada como Patella ulyssiponensis Gmelin, 1791, mas
posteriormente, com os estudos genéticos determinou-se que os individuos europeus
e os da Macaronésia possuiam diferencas genéticas significativas para se poderem
considerar duas espécies distintas, e que a populacdo continental deveria manter o
nome P. ulyssiponensis e a populacdo da macaronésia a nome P. aspera (Koufopanou

et al., 1999; Hawkings et al., 2000).

Morfologicamente P. aspera apresenta uma concha mais espessa com abertura
(perimetro) extremamente irregular devido a terminacdo desigual dos raios. A
superficie externa é extremamente rugosa e de cor esbranquicada. Interiormente a cor
varia mas normalmente é cinzento arroxeado com o centro branco (Figura 4). O seu pé
apresenta a cor laranja, caracteristica da espécie, o manto, os tentaculos cefalicos e a
cabeca apresentam um tom alaranjado transparente baco, meio acinzentado (Figura 4)

(adaptado de Menezes, 1991).

P. aspera é encontrada comumente na zona subtidal fixada ao substrato
rochoso até aos 10 m de profundidade podendo habitar também na parte inferior do
intertidal. A semelhanca da P. candei, alimenta-se de micro e macroalgas (Hill &
Hawkins, 1991). Apresenta comportamento de “homing”, ou seja, apds alimentar-se

regressa ao local original, o que Ihe permite a manutencdo de espacos livres de algas e



possibilita um lugar permanente de fixacdo (Menezes, 1991). Por esta razao a P.

aspera é considerada um elemento importante na estruturacao do subtidal.

P. aspera é uma espécie hermafrodita protandrica (Martins et al., 1987), ou
seja, os 6rgaos masculinos sdo os primeiros a atingir a maturidade e posteriormente
vao sofrendo regressdo enquanto os femininos vao maturando. Contudo, esta forma
de maturagdo nem sempre ocorre, o que permite que se verifiquem situacdes em que
a lapa seja fémea ou macho toda a sua vida. A maturidade sexual é alcancada entre os
41-45 mm e a semelhanca da P. candei sao ativas reprodutivamente entre os meses de
agosto a abril, ndo possuindo um periodo reprodutivo distinto e a sua fertilizagao é

também externa (Martins et al., 1987; Menezes, 1991).

Figura 4 — A esquerda vista do interior da concha de P. aspera e a direita vista ventral de um
individuo de P. aspera (Foto do autor).

1.3 Método de indice de Qualidade (QIM)

Atualmente o método utilizado e recomendado pela Unido Europeia, para
analise de qualidade do pescado cru, estd estabelecido no Regulamento do Conselho
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(EC) n.22406/96 de 26 de novembro. Este método baseia-se em trés categorias de
frescura de pescado: E (Extra) — corresponde a melhor qualidade possivel (o pescado
pertencente a esta categoria deve apresentar parcialmente ou totalmente em rigor
mortis; sem marcas de pressdo, cortes, parasitas, descoloracdo decorrente do
manuseamento e do tempo a bordo); A — corresponde a uma boa qualidade (lotes com
pescado que ja ndo se encontram em rigor mortis; proporcao reduzida de exemplares
com marcas de pressdo; sem descoloracdo); B — corresponde a uma qualidade
aceitdvel (é admitido uma pequena proporcdo de pescado com marcas de pressao e
escoriacOes ligeiras e com descoloracdo pouco acentuada). Abaixo desta categoria (B)
o pescado nao é admitido para o consumo humano. A perda de frescura estd associada
a processos bioquimicos, fisico-quimicos e microbiolégicos caracteristicos de cada
espécie e é influenciado também pelas condi¢des de transporte e de processamento

(Gram & Huss, 1996; Huidobro et al., 2000).

Posteriormente surgiram novos métodos/ esquemas (e.g. QIM) para analisar o

estado do pescado, e especificos para cada espécie (Barbosa & Vaz-Pires, 2004).

O Método de Indice de Qualidade (QIM) é um método descritivo rapido e
simples para avaliagao da frescura do pescado e foi inicialmente criado na década de
1980 pela Unidade de Investigagao Alimentar da Tasmania. Ao longo do tempo foi
evoluindo e adaptado a diferentes espécies (Huidobro et al., 2000; Sveinsdottir &

Martinsdottir, 2002; Sant’Ana et al., 2011).

O QIM baseia-se numa avaliagcdo de certos atributos sensoriais pré-
determinados para cada espécie, utilizando um sistema de pontos por demérito. A

soma dessas classificacdes quantifica a (falta) de qualidade sensorial até um valor



maximo, especifico de cada espécie/género, que corresponde a total falta de
qualidade (impréprio/rejeitado para producdo humano). Quanto maiores forem as
alteragbes em determinada caracteristica, maior serd a classificacdao atribuida. A
desvantagem deste método é que necessita de ser desenvolvido para cada espécie

(Barbosa & Vaz-Pires, 2004).

Ha varios trabalhos ja realizados com diferentes espécies, principalmente
peixes, como o bacalhau (Jénsddttir et al., 1999), alabote do Atlantico (Guillerm-Regost
et al., 2006) e o goraz (Sant’Ana et al., 2011). H4 também alguns trabalhos realizados
para moluscos como o polvo (Barbosa & Vaz-Pires, 2004) e o choco (Vaz-Pires & Seixas,

2006).

Realizou-se inclusive um projeto internacional “Introduction of the quality
index method (QIM) in the european fishery chain (QIMCHAIN)” (2003-2004), que
contou com a participacdo de varios paises (Islandia, Holanda, Dinamarca, Alemanha,
Noruega, Portugal e Espanha), financiado pela Unido Europeia, cujo objetivo principal
era promover e implementar o uso de QIM na inddstria pesqueira, e ao mesmo tempo
desenvolver novos QIMs e melhorar os esquemas ja existentes para avaliacdo da
frescura do pescado. No final os resultados foram compilados num manual que pode

ser acedido no website oficial do projeto — www.qim-eurofish.com.

Pode-se constatar que ainda ndo existe nenhum QIM especifico para as lapas.
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1.3.1. Analises Bacterioldgicas e Quimicas

1.3.1.1 Microbiologia

A atividade microbioldgica desempenha um papel importante na deterioracdo
do pescado diminuindo assim a sua frescura/ qualidade (Sanguandeekul et al., 2008).
As bactérias responsaveis por estes processos que s3o encontradas em peixes,
pertencem maioritariamente ao género Pseudomonas (Lerke et al., 1965; Chai et al.,
1968) ndo descartando o papel das bactérias produtoras de sulfato de hidrogénio

(H2S).

As Pseudomonas possui vantagens competitivas sobre outros microrganismos
(Gram et al., 2002). Algumas espécies deste género sdo capazes de produzir
substancias antibacterianas e antifingicas (Ellis et al., 2000) e possuem siderdporos,
gue sdo canais que possuem uma grande afinidade por ferro e que apenas sdo
ativados quando a concentracdo de ferro no meio é baixa (Gram, 1993; Gram et al.,
2002). Como é um nutriente limitante no desenvolvimento das bactérias, esta

adaptagdo apresenta uma vantagem importante na competi¢do com outras bactérias.

Na pratica a contagem de microrganismos pode ser utilizada tanto para
determinar o estado de frescura como o tempo restante de prateleira (Gram &

Dalgaard, 2002; Sanguandeekul et al., 2008).

1.3.1.2 Histamina

A intoxicagao alimentar por histamina esta normalmente estd associado a
peixes migratdrios de “carne vermelha” da familia Scombridae e Scomberesocidae

(e.g. atuns, cavalas, chicharro, entre outros). Esta substancia forma-se através da
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descarboxilagdo do aminodacido histidina que algumas bactérias sdo capazes de
realizar. Este processo estd associado a ma refrigeracdo e apresenta sintomas
semelhantes a rea¢Oes alérgicas como nduseas, vomitos, comichdo, etc. (Taylor et al.,

1989).

1.3.2. Analise Organolética/ Sensorial

Na andlise do pescado sdo varios os parametros que se podem utilizar. Sendo

0s sensoriais, como o cheiro e aspeto, os mais importantes (Bonilla et al., 2007).

1.4 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um QIM especifico para as
lapas, de forma a obter-se um método rapido de avaliacdo da frescura das mesmas.
Para ter uma percecdo da avaliacdo do grau de frescura das lapas foi feita uma prova

organolética com um grupo de apreciadores.

As lapas sao principalmente consumidas frescas e cruas, dai o interesse de se
criar um método de transporte eficaz que mantenha as caracteristicas pela qual sdo
tdo apreciadas. Pela importdncia econdmica que este recurso possui para a nossa
regidao, estudamos também as condi¢Ges de transporte destes organismos vivos, de

modo a que cheguem ao consumidor no seu melhor estado de conservacgao.
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2. Material e Métodos

2.1. Recolha

A amostragem decorreu em varias zonas da ilha do Faial (Feteira, Castelo
Branco e Saldo) durante a maré baixa. A recolha foi realizada com uma faca que serviu
para arrancar os organismos do substrato rochoso, tendo sido colocados numa saca de
rede até se chegar ao laboratério. No caso das P. aspera (lapa-brava) utilizou-se
também equipamento de apneia (mdscara de mergulho, fato isotérmico, cinto de
chumbos e barbatanas), uma vez que estas se encontraram maioritariamente no

subtidal.

2.2. Biometria

O comprimento maximo das lapas foi efetuado com uma craveira (DialMax —
precisdo 0,1 mm). O peso total (concha + animal) foi também registado bem como o
peso da concha (apds se separar o corpo da concha) utilizando uma balanca digital
(Mettler Toledo® modelo PB3002- S/ FACT). Pela diferenga entre estes valores

calculou-se o peso edivel.

Estes dados serviram para calcular as relacdes alométricas entre as varidveis
(peso-comprimento e peso edivel-comprimento) utilizando o “software” Microsoft®
Excel e a funcdo de linha de tendéncia (escolhendo a regressdo com valores de

correlacdo mais elevados).

2.3. Desenvolvimento do QIM
2.3.1.Analise Organolética/ Sensorial

A analise sensorial consistiu na analise fisico-sensorial das propriedades
organolética das lapas, nomeadamente: aspeto fisico, cheiro, textura e sabor por parte
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de um painel de 6 avaliadores. Estes foram escolhidos com base no fator de serem
apreciadores de lapas cruas e que mostraram disponibilidade de participar na andlise.
Para esta analise foram recolhidas diariamente de lapas de ambas as espécies durante
10 dias consecutivos. Estas foram mantidas em refrigeracdo a temperatura de 52C (no
interior de uma camara frigorifica) dentro de sacos plasticos com fecho zip separados
consoante os dias de recolha. Cada avaliador analisou 11 lapas (1 para cada dia de
refrigeracdo, mais 1 fresca previamente congelada), para cada espécie, resultando

num total de 22 lapas por avaliador.

2.3.1.1. Prova Organolética

A prova decorreu no dia 16/08/2015 no refeitério do DOP. As mesas foram
colocadas separadas e de costas voltadas, de forma a evitar contacto visual e impedir
gue a andlise de um assessor afetasse a de outro. Em cada umas destas mesas foram
fornecidas uma folha de registo de apreciacdes (anexo 1), outra com os parametros
descritos (os quais foram previamente explicados aos avaliadores) (anexo IlI) e uma
garrafa de agua para lavarem da boca entre provas e um recipiente para colocar as

lapas provadas (Figura 5).
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Figura 5 — CondicOes e utensilios fornecidos a cada assessor durante a prova sensorial.

As lapas a servir de prova foram retiradas do frigorifico cerca de 15m antes da
prova e colocadas com pé virado para cima em formas de aluminio, de forma a
estarem a temperatura ambiente na altura da prova. As lapas foram identificadas com
uma letra (anexo lll), e fornecidas numa ordem aleatdria relativamente ao tempo que
estavam em refrigeracdo (Figura 6), mas na mesma ordem a todos os avaliadores. Isto
teve como objetivo evitar que os avaliadores dessem uma menor pontuac¢do as lapas
no final da prova simplesmente por terem mais tempo de refrigeracdo e ndo pela sua
degradacdo. Os avaliadores iniciavam a avaliacdo cheirando a lapa e dando a
pontuacdo que achavam mais adequada (entre 0-4 pontos). Tendo em conta que
guanto maior o valor melhor a qualidade, de seguida pontuavam o aspeto geral da

lapa (0-2 pontos), depois a textura ao toque (0-2 pontos).

De seguida era perguntado a sua opinido sobre se a lapa era comestivel ou nao
(“S” — sim ou “N” — ndo), caso respondessem “ndo” os parametros relacionados com a

prova (textura e sabor) recebiam automaticamente 0. Caso respondessem “Sim” era
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pedido que provassem a lapa e pontuassem em relagdo a textura (mastigacdo) (0-2
pontos) e ao seu sabor no geral (0-3 pontos) e terminavam ao dar uma pontuagdo ao

grau de frescura geral (0-3 pontos).

Figura 6 — Lapas identificadas com a sua letra em espera para serem entregues aos
provadores, tapados de forma a permitir uma melhor avaliacdo sensorial em relacao
ao cheiro.

2.3.2.Desenvolvimento do Método de indice de Qualidade
(QIM)

Para se proceder ao desenvolvimento do QIM adaptou-se em parte a
metodologia utilizada por Sant’Ana et al. (2011). Esta abrangeu duas séries
consecutivas de sessdes de avaliacdo. A primeira série foi realizada em reunido de
trabalho, por mim e pelo meu orientador, na qual analisamos 5 lapas por dia por
espécie com dias de refrigeracdao entre 0-10 dias, de forma a determinar e testar os
parametros a serem futuramente utilizados. Uma segunda série foi realizada por um

novo grupo de 5 avaliadores, e consistiu na avaliacdo de 5 lapas de cada espécie
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(sempre as mesmas) mantidas em refrigeracdo a temperatura de 5 °C durante o
periodo de 15 dias, sendo as sessdes em todos os dias impares. Esta analise serviu para
afinar os parametros analisados e propor a lista final de parametros de analises que se

encontram nos anexos | e Il.

2.3.3.Analises Bacterioldgicas e Quimicas

As andlises foram realizadas no Laboratério de Quimica do Departamento de

Oceanografia e Pescas.

2.3.3.1. Analise Bacterioldgica

2.3.3.1.1. Preparacdo dos Meios de Cultura

Para a contagem microbioldgica foram utilizados dois meios de culturas
distintos: “IA” - “Iron Agar (Lyngby) s/ L-cisteina” (OXOID cédigo: CM0964) e “PAB” -
“Pseudomonas Agar Base” (OXOID cdodigo: CM0559). Estes meios foram preparados
segundo as instrucdes indicadas pelos fabricantes adaptando apenas as quantidades
de meio ao volume desejado, tendo em conta que cada placa Petri levava cerca de 20

ml de meio.
Cada meio foi preparado da seguinte forma:

Pesou-se numa balanca digital (Mettler® modelo PM1200) a quantidade
desejada de meio desidratado. Era tido como referéncia para IA 43,6 g/ L e para PAB

24,2 g/ 498ml (medidas retiradas do rétulo do frasco).
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Posteriormente foi adicionado a quantidade de agua desionizada (tipo Il)
adequada. Apds se misturar e dissolver os meios, recorrendo a movimentos circulares,
os meios eram colocados numa placa de aguecimento com agitador magnético e

levados a ferver de forma a dissolver completamente (Figura 7).

Depois de os meios estarem preparados foram levados a autoclave a 120 °C
durante cerca de 20 minutos, de seguida eram colocados a arrefecer até aos +50 °C e
colocados na camara de fluxo laminar onde os respetivos suplementos foram

adicionados.

Ao |A adicionou-se L-cisteina a 4% w/ v (por cada 100 ml coloca-se 4 g de L-
cisteina), isto porque a L-cisteina é um aminoacido que com altas temperaturas sofre
desnaturacdo pelo que nao pode ser adicionado antes de ir a autoclave. Ao PAB é
adicionado o suplemento seletivo de bactérias do género Pseudomonas
“Pseudomonas CFC Selective Agar Supplement” (OXOID cédigo: SR0103). Este
suplemento é adicionado apds ir a autoclave porque o principal componente é a
cefalosporina (antibidtico) que com temperaturas elevadas sofre deterioracdo. Apds os
suplementos serem adicionados os meios estavam prontos para serem distribuidos
pelas placas de Petri. Foram adicionados #20 ml de meio por placa (esterilizadas) e

colocadas de parte até o meio solidificar (Figura 7).

O meio isotonico utilizado para as diluigdes e inoculagao foi solugao de Ringer %
(cloreto de sddio 2,25 g/ L; cloreto de potassio 0,105 g/ L; cloreto de célcio 0,12 g/ L;

bicarbonato de sédio 0,05 g/ L) foi preparada e autoclavado a 1202C durante 20 min.
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Figura 7 — A esquerda os meios nas placas de aquecimento (Esquerda: IA; Direita: PAB)
onde serdo levadas ao ponto de ebulicdo para permitir a dissolugdao completa dos
meios. Do lado direito podemos observar o meio PAB ja distribuido em placas.

2.3.3.1.2. Preparacao das Amostras para Microbiologia

Por cada 10 g de lapa foi adicionado 90 ml de solucdo. As lapas foram
separadas da concha e pesadas, para se calcular o volume da solucdo de Ringer % a ser
adicionado. Os individuos foram seccionados (6-10 partes, consoante o tamanho) e
colocada dentro de um saco de Stomacher® esterilizado no qual era adicionado de
seguida o volume de solu¢dao adequado e levado a homogeneizar no Stomacher®
(Figura 8) durante 1 min a 300 rpm. Todo este processo era realizado perto de uma
lamparina acesa de forma a minimizar o risco de contaminacdo. A solucdo retirada
deste processo era considerada a solu¢do -1 (ou 10%) da qual era retirado 1 ml para se
realizar a série de diluicdes decimais, que consiste na transferéncia, com ajuda de um
micropipeta, de 1 ml da solucdo anterior para 9 ml de solucdo isotdnica (Ringer %) e
assim sucessivamente até se obter o nimero de diluicdes desejado. Destas diluicdes

foi retirado 0,1 ml (100 pL) com ajuda de uma micropipeta e colocado no centro da
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placa, o qual era espalhado, utilizando para isso uma pipeta de Pasteur (anteriormente
aquecida e deformada de modo obter a forma de um “L”) e colocados na incubadora
(Stuart Scientific, Orbital Incubator SI 50) durante 48 h a cerca de 20°C. Apds a
incubacdo realizaram-se contagens seletivas Pseudomonas e de bactérias produtoras
de enxofre (H2S), que ao degradar ao degradar L-cisteina produzem coldnias pretas

(Gram et al., 1987).

Figura 8 — Stomacher® 400 circulator utilizado para a homogeneizagao.

2.3.3.2. Analise de Histaminas

Realizou-se uma amostragem de cerca de 200 lapas de cada espécie e foram
mantidas em refrigeracdo (52C) durante 16 dias. Ao longo deste periodo retiraram-se
lapas em dias alternados, as quais foram separadas da concha e pesadas até perfazer
uma amostra composta de 50 g. Estas amostras foram congeladas e mantidas a -202C
de forma a evitar degradacao até ao dia da andlise. Foram realizados 2 duplicados em
cada analise para se calcular o desvio padrdo. As andlises foram realizadas no

Laboratério de Quimica do Departamento de Oceanografia e Pescas utilizando o
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método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (“High Perfomance Liquid
Chromatography — HPLC”) de acordo com o protocolo utilizado nestas instalagGes para

realizar controlo alimentar de atum enlatado entre outros (Pozo & Saitua, 1988).

2.3.3.2.1. Preparacao das Amostras

Antes da analise as amostras tinham que ser preparadas para a derivatizagdo.
Estas foram trituradas utilizando uma trituradora doméstica (o “1, 2, 3”). Deste
homogeneizado, foram pesados 20 g, diretamente num erlenmeyer de 100 ml, onde
foi adicionado de seguida 100 ml de acido tricloroacético a 10%, previamente
preparado (100 g/ 1000 ml). Esta mistura foi homogeneizada num homogenizador
YSTRAL DIAX 600 (Figura 9), (velocidade de 8000 rpm/mint) com sonda 20M, durante
2 min, limpando-se a sonda entre amostras com 4gua desionizada (tipo Il). O extrato
foi depois transferido para uma proveta graduada de 100 ml com ajuda de um funil e

utilizando um filtro de 0,45 um.

Ap0s a filtragdo o volume de 100 ml foi completado com 4cido tricloroacético e
de seguida transferido para um frasco plastico de 100 ml que foi guardado no
frigorifico para no dia seguinte se realizar a andlise. Este passo ndo é obrigatdrio mas
como o processo é demorado e pode ser necessario alguma repeticdo, pelo que é

preferivel ser realizado em dias diferentes.

21



Figura 9 — Homogenizador YSTRAL DIAX 600 utilizado para homogeneizar as amostras.

2.3.3.2.2. Derivatizacao

Inicia-se o processo ao pipetar 150 pl de amostra, preparadas no dia anterior,
num tubo revestido com papel de aluminio e fechado com uma tampa preta para
proteger da luz (Figura 10). De seguida foi adicionado 1,9 ml de dgua Millipore (tipo I) e
foi levado a homogeneizar durante 30 seg. Apds ser homogeneizado foi adicionado
400 pl de hidroxido de sodio (NaOH, pH + 12) e deixado em repouso durante 1 min
para estabilizar a solugdo. Posteriormente foi adicionado 100 pl de OPA — “ortho-
phthaldialdehyde” (0,1 g/ 10 ml metanol) e levado a homogeneizar durante 30 seg no
vortex, iniciando assim a derivatizacdo. Apds 4 min foi adicionado 200 pl de acido
cloridrico (HCI 3 N), e levado novamente a homogeneizar durante 30 seg. Para parar a
derivatizacdo foi deixado a repousar durante 4 min. Apds terminado o tempo de
espera o conteudo dos tubos foi retirado usando uma seringa e filtrado (0,45 um) para

dentro de um tubo que foi tapado e introduzido no amostrador do HPLC (Figura 11).
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Figura 10 — Os tubos cobertos de papel de aluminio para impedir que a luz afete a
derivatizagao

Figura 11 — Processo que ocorre apods a derivatizacdo, a colocacao do extrato num tubo
através de um filtro.

2.4. Simulacao de condicoes de transporte

Para se estudar as condicdes de transporte foram colocados cerca de 65 lapas
vivas numa saca humida de serapilheira (informagao adicional sobre a amostragem na
Tabela 1) em duas caixas isotérmicas de esferovite (Dimensdo interior das caixas: 27,5
cm x 23,5 cm x 20,8 cm; volume: 13.442 cm3) (Figura 12) e expostas a duas

temperaturas “Ambiente” (Caixa A) temperatura ambiente e “Refrigerada” (Caixa B)
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contendo dois acumuladores térmico (17 cm x 9 cm x 3 cm) (Figura 12), colocados

previamente no congelador num periodo superior a 24h.

As caixas foram mantidas seladas (com ajuda de fita-cola) durante 48h e
mantidas no laboratério de forma a simular o periodo de transporte. Ao longo deste
periodo foram registadas as variacbes da temperatura e da concentracdo de CO;
resultante da respiracdo, recorrendo a um sensor/ data logger (Wohler® CDL 210)
previamente programado para registar informacdes a cada minuto. Os sensores sao
capazes de medir quantidade de CO;, apenas nas concentra¢des entre 0-10.000 ppm

pelo que quando esse valor é ultrapassado o sensor para de registar dados.

Apds o periodo de 48h foi analisado o estado das lapas, e por sua vez
classificadas em 4 categorias: “Vivas” — movimentos ativos do pé e dos tentaculos
cefélicos e reacdo rdpida ao toque; “Moribundas” — movimento do pé e tentaculos
cefdlicos ausente ou reduzido e reacdo lenta ao toque; “Mortas” — ndo existindo
qgualquer reacdo antes e apds contacto; e por fim “Feridas” — cuja causa da morte
estaria associada a uma ferida visivel, provavelmente durante a captura. Esta
metodologia foi utilizada para ambas as espécies (Patella candei e Patella aspera) e

repetida trés vezes para cada espécie.
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Figura 12 — A esquerda caixa utilizadas durante a experiéncia com o sensor Wohler®
CDL 210 no seu interior. A direita, acumulador térmico utilizado na experiéncia de
forma a diminuir a temperatura no interior da caixa a temperatura “Refrigerada”.

Tabela 1 — Informacdes adicionais em relacdo as amostragens das lapas.

P. candei P. aspera
19 Réplica 292 Réplica  32Réplica | 12Réplica 22 Réplica 32 Réplica
Castelo Castelo
Local Branco Feteira Feteira Branco Saldo Saldo
Temperatur
a (Ar) 21,52C 22,5°C 22,5°C 23°C 24 °C 24 °C
Temperatur ) ) ) 21°C 22 °C 22 °C
a (Mar)
11/06/201 19/06/201 23/06/201 | 08/07/201 14/07/201 22/07/201
Data 5 5 5 5 5 5
Hora +16h00 +11h00 +14h30 +11h00 +11h00 +17h00

Para se comparar a acumulac¢do de CO; dentro das caixas ao longo do tempo foi

necessario uniformizar os dados obtidos. Para isso transformou-se os dados obtidos

em CO2/ 100 g de biomassa.
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Os dados originais da temperatura e CO, foram registadas minuto-a-minuto
calcularam-se as médias hordrias. Os dados das trés réplicas, foram utilizados para

calcular os desvio padrao.

2.5. Variacao da cor ao longo do tempo

Analisou-se a variacdo da cor ao longo do tempo com o objetivo de determinar-
se se a cor poderia ser um parametro a ser utilizado na avaliacdo de frescura das lapas.
Através de uma fotografia digital didria (durante 16 dias) foi possivel observar se

existia ou ndo, variacao da cor ao longo do tempo, nos mesmos individuos.
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3. Resultados

3.1. Relacoes Peso-Comprimento

Os valores de peso e tamanho das amostras de lapas recolhidas podem ser
observados na Tabela 2 (P. candei) e Tabela 3 (P. aspera). Quando comparadas
verificamos que as médias de P. candei sdo bastante inferiores as de P. aspera em
todos os parametros. O que era esperado tendo em conta que a P. aspera atinge

maiores dimensdes do que a P. candei.

A relagdo peso total-comprimento maximo da concha (Figura 13 — A e B) obteve

as seguintes equacdes potenciais:
P. candei: P (g) = 0,0016 x C (mm) %1>47
P. aspera: P (g) = 0,00005 x C (mm) 32033

Ambas as equag¢bes apresentaram uma boa correlagdao, embora menor em P.

candei (R>=0,6602) quando comparada com P. aspera (R?>=0,8642) (Figura 13 — A e B).

A relacdo peso edivel-comprimento (Figura 13 — C e D) obteve as seguintes

equacdes potenciais:
P. candei: P (g) = 0,0006 C (mm) 22137
P. aspera: P (g) = 0,00005 x C (mm) 28946

Os resultados da relacdo peso edivel-comprimento (Figura 13 — C e D),
apresentaram uma correlacdo elevada, apesar de serem ligeiramente inferiores
guando comparados com os valores da correlagdo na relagdo peso total-comprimento

maximo, tanto para P. candei (R>=0,554) como para P. aspera (R*=0,8342).
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Tabela 2 — Pardmetros das caracteristicas da amostra de P. candei (n=498).

A Peso total Pesodaconcha Pesodabiomassa Comprimento maximo
Parametros
(8) (8) (8) (mm)
Maximo 11,4 6,27 5,13 46,1
Minimo 1,26 0,71 0,46 23,5
Moda 2,44 1,59 0,93 31,8
Média 2,73 1,49 1,25 30,93
Desvio 1,05 0.59 0,50 3,76
Padrao

Tabela 3 — Parametros das caracteristicas da amostra de P. aspera (n=389).

A Peso total Peso daconcha Pesodabiomassa Comprimento maximo
Parametros
(g) (g) (g) (mm)
Maximo 49,23 39,17 17,55 80,50
Minimo 2,90 1,79 1,09 30,40
Moda 29,67 19,27 2,75 58,00
Média 17,55 12,15 5,40 51,69
Desvio 9,31 6,69 2,83 8,72
Padrao

Comparou-se as retas (Tabela 4) das duas espécies para as diferentes relacbes, e em
ambos os casos (peso total-comprimento mdaximo da concha e peso edivel-comprimento
maximo da concha) obteve-se para um grau de confianca de 95 % um p-value extremamente

baixo 0,000(0). O que nos leva a rejeitar a Ho: Reta P. candei = Reta de P. aspera.

Tabela 4 — Parametros do teste T de ambas as espécies.

Peso total-comprimento maximo |Peso edivel-comprimento maximo
P. candein

P. candei P. aspera mmnn P. aspera
n 498 389 489 389
b 2.1547 3.2033 2.2137 2.8946
Sy-x 0.179910276 0.227028 0.231149127 0.230663
Sx 0.116254283 0.178534 0.116254283 0.178534
Sh 0.069417475 0.064557 0.089187728 0.06559
Sbi-b2 0.094796536 0.110709336
t -215.7265971 -28.85287925
df 883 883
alpha 0.05 0.05
p-value 0.00000000 0.00000000
t-crit 1.962654212 1.962654212
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A) P. candei B) P. aspera
12 * 60
10 y = 0,0016x%1547 50 y = 5E-05x3:2033
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Figura 13 - Relagcao entre peso total-comprimento maximo da concha e o peso edivel -

comprimento maximo: A) Relacdo peso total-comprimento maximo da concha P.

candei; B) Relagdo peso total-comprimento maximo da concha para P. aspera; C)

Relacdo peso edivel -comprimento maximo da concha para P. candei; D) Relagdo peso

edivel -comprimento mdaximo da concha para P. aspera. P. candei (n=498) e P. aspera

(n=389).
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3.2. Prova Organolética

No geral, a pontuac¢do de todos os parametros possui uma tendéncia clara para
diminuir ao longo do tempo, tanto em P. candei (Figura 14 — A, B, C, D, E, F e G) como
em P. aspera (Figura 17—-A, B, C, D, E, F e G), sendo esta uma tendéncia mais visivel na
ultima espécie. Isto indica que os parametros selecionados sdo bons representantes da
qualidade/ frescura e da sua degradac¢do ao longo do tempo como podemos observar

na Figura 16 (P. candei) e na Figura 19 (P. aspera).

N3o houve uma rejeicdo clara em fungdo do tempo de refrigeracdo, com
excecdo das lapas com 6 dias e da lapa pré-congelada (Figura 14 — D), que foram os
dois casos em que o nimero de “Naos” superou o numero de “Sins” no parametro
“Comestivel”. Curiosamente, as lapas com 6 dias de refrigeragdo, tiveram um nimero
elevado de “N3os”, provavelmente por terem sido as ultimas a ser analisadas (Figura
15), o que induziu os avaliadores a dar uma pior pontuacdo. Nas lapas que foram
congeladas frescas durante 24h e descongeladas antes da prova também obtiveram

numero elevado de rejei¢cdes, provavelmente por ndo apresentarem movimentos.

Outro aspeto interessante foi o elevado nimero de “Sins” no parametro
“Comestivel” para as lapas com mais de 8 dias de refrigeracdo (Figura 14 — D). A razao
para este valor pode estar relacionada com o fato de terem sido avaliadas no inicio da
prova (22 e 49 |ugar) (Figura 15), podendo ter induzido os avaliadores a provar mas
depois a dar uma ma pontuacdo nos restantes parametros, o que reforca a ideia de

gue a escolha dos parametros ter sido correta (Figura 16).

Em relacdo a prova da P. aspera (Figura 17 — A, B, C, D, E, F e G), verificou-se um
possivel dia de rejeicdo. Sendo que a partir do 52 dia de refrigeracdo o numero de

“N3dos” ja, no minimo, igualou o nimero de “Sins” no pardametro “Comestivel” (Figura

30



17 — D) (devido a falta de dados de um assessor ndo foi possivel saber se o nimero é
igual ou ja superior). Curiosamente as lapas com 3 dias também apresentam o nimero
de “Ndos” e “Sins” igual mas isto podera estar relacionado com o fato deste dia ser
analisado logo a seguir as lapas com 9 dias de refrigeracdo (Figura 18) o que podera ter
condicionado a sua avaliacdo. A lapa congelada antes da avaliacdo apesar de se
encontrar em boas condi¢des para alimentacdo foi mal classificada, provavelmente por

ndo apresentar movimentos.

Em varios parametros (e.g. frescura, aspeto geral, cheiro) notou-se
variabilidade nas classificacGes nao relacionadas com os dias de refrigeracado (Figura 16
e Figura 19), o que demostra que estas caracteristicas sdo geralmente consideradas de
forma intuitiva e que por isso ha a necessidade de se estabelecer parametros claros

para definir estes aspetos.
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3.2.1. Andlise Sensorial - P. candei
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Dias de refrigeracdo

Figura 15 — Resultados do parametro “Comestivel” da P. candei pela ordem de

avaliacdo dos avaliadores.
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Figura 16 - Soma das médias (+dp) de todos os parametros da P. candei e a sua

varia¢ao ao longo do tempo de refrigeragao a 5 °C.
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3.2.2. Anadlise Sensorial - P. aspera
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Figura 17 — Médias (+dp) da pontuacdo dos
parametros da P. aspera ao longo do tempo a
temperatura 5 °C.
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Figura 18 — Resultados do parametro “Comestivel” da P. aspera pela ordem de
avaliacdo dos avaliadores.
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Figura 19 — Soma das médias (+dp) de todos os parametros da P. aspera e a sua
variacdo ao longo do tempo de refrigeracdao a 5 °C.
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3.3. Desenvolvimento do Método de Indice de

ualidade (QIM

Em relagdo aos resultados obtidos para P. candei é visivel o aumento constante
dos pontos de demérito para cada parametro (Figura 20 — A, B, C, D e E). O Unico
parametro que ndo aumenta constantemente foi o “Detritos” (Figura 20 — B),
provavelmente pela remocdao dos mesmos, devido ao constante manuseamento das
lapas. Mesmo assim o valor volta a subir nos ultimos dias. Em P. candei o somatério
dos pontos de demérito correlacionam-se bem com o tempo de refrigeracdo através
de uma regressao linear, o que é demonstrado no elevado valor de correlagdo obtido
(R?= 0,997) (Figura 22), pelo que nenhum parametro foi considerado dispensavel. O
QIM coloca o tempo de rejeicao de P. candei refrigerada a partir dos 15 dias visto que
o valor do parametro “Cheiro” estd proximo mas ainda ndo alcancou a categoria

“Pouco Agraddvel” (2 pontos de demérito) (Figura 20 — A).

P. aspera, quando comparada com P. candei, apresenta uma subida mais rapida
dos pontos de demérito em cada parametro (Figura 23 - A, B, C, D e E). Novamente o
parametro “Detritos” (Figura 23 — B) apresenta uma descida na parte final do periodo
de avaliacdo, provavelmente pela mesma razdo dada anteriormente. Ao contrario de
P. candei é possivel determinar o tempo de rejeicdo, que se estabelece apds 7 dias de
refrigeracdo, isto porque o parametro “Cheiro” atinge a categoria “Pouco agradavel” (3
pontos de demérito) (Figura 23 — A). Em P. aspera o somatdrio dos pontos de demérito
correlacionam-se bem com o tempo de refrigeracdo através de uma regressao
logaritmica, o que é demonstrado no elevado valor de correlagdo obtido (R2 = 0,9801)

(Figura 25), pelo que nenhum parametro foi considerado dispensavel.
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P. candei apresenta grande variabilidade individual (Figura 21), porque ha duas
lapas (A e C) cujo os valores sé apresentaram subidas nos ultimos dias. Apesar de
serem lapas capturadas no mesmo dia, mesmo local e sujeitas as mesmas condigdes,
demonstraram respostas diferentes ao tempo de refrigeracdo, que acaba por
condicionar a média dos parametros. Em P. aspera (Figura 24) ndo se verifica esta

variacdo (Figura 23).

Verificou-se que o parametro cheiro parecer ser mais facil de aplicar a P. aspera
comparativamente a P. candei, normalmente por serem lapas de maior tamanho e
terem algas associadas a concha, tornando-se mais facil classificar esse parametros nas
categorias pré-estalecidas, por este motivo esta categoria apresenta mais categorias

em P. aspera.
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3.3.1. QIM - P. candei
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Figura 20 — Variagdao dos pontos de demérito
QIM por dia de cada parametro em P. candei ao
longo do tempo mantidas em refrigeracao a 5
°C.
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Figura 21 — Variacdo dos pontos de demérito QIM em cada lapa (P. candei) ao longo do

tempo de refrigeracdo a 5 °C.
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Figura 22 - Variagdo do somatdrio das médias (+xdp) dos pontos de demérito QIM em P.
candei ao longo do tempo de refrigeracdo a 5 °C (n=5) pelos 5 avaliadores.
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3.3.2. QIM - P. aspera
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Figura 24 — Variacdo dos pontos de demérito QIM em cada lapa (P. aspera) ao longo

do tempo do tempo de refrigeragcdo a 5 °C.
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Figura 25 — Variacdo do somatodrio das médias (+dp) dos pontos de demérito QIM em
P. aspera ao longo do tempo do tempo de refrigeracdo a 5 °C (n=5) pelos 5

avaliadores.
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3.3.3. Analise Bacteriolégica

As contagens de microrganismos mostram uma tendéncia geral para
aumentar em numero ao longo do tempo, tanto de Pseudomonas (Figura 26 — A e C)

como de bactéria produtoras de H,S (Figura 26 —B e D).

Em P. candei o numero inicial para Pseudomonas (Figura 26 — A) estd
ligeiramente acima dos 10® UFC/ ml alcancando o seu maximo no final do periodo de
experiencia (12 dias) com um valor de 10® UFC/ ml. A contagem de bactérias
produtoras de H,S (Figura 26 — B) apresenta o mesmo perfil, sendo o valor inicial de
103 UFC/ ml e o final também de 10° UFC/ ml. No entanto, no dia 10 do IA em P. candei
(Figura 26 — B) ndo houve formacao de coldnias, provavelmente em consequéncia de
algum problema na inoculag¢ao ou do meio em si, porque ao observamos o dia anterior

e posterior, mostra uma tendéncia de subida do nimero.

Em P. aspera o nimero de Pseudomonas (Figura 26— C) encontra-se bem
acima do 103 UFC/ ml e alcanca o seu maximo de 10° UFC/ ml ao 102 dia, diminui no
ultimo dia para 10° UFC/ ml. A contagem de bactérias produtoras de H»S (Figura 26 —
D) apresenta um comportamento semelhante iniciando com um valor ligeiramente
abaixo dos 10% UFC/ ml, atingindo o maximo de 10° UFC/ ml ao 102 dia, sofrendo

também uma descida para 10°> UFC/ ml no 122 dia.
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A) Pseudomonas Agar B) Iron Agar
1,E+07 - 1,E+07 -
1,6406 - 1,E406 - *
1,E+05 - 1,E+05 -
1,E+04 - 1,E+04 -
1,E+03 - 1,E+03 -
1,E+02 - 1,E+02 -
1,E+01 - 1,E+01 -
1,E+00 T T T T T T 1 1,E+00 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Q) Pseudomonas Agar D Iron Agar
1,E+06 - 1,E+06 -
1,E+04 - 1,E+04 -
1,E+02 - 1,E+02 -
1,E+00 T T T T T T 1 1,E+00 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Dias de refrigeracao Dias de refrigeragao

Figura 26 — Variacdo do numero de coldnias de bactérias ao longo do tempo de
refrigeracdo. A) Variacdo do numero de Pseudomonas em P. candei; B) Variacdo do
numero de bactérias produtoras de H,S em P. candei; C) Variacdo do numero de
Pseudomonas em P. aspera; D) Variagao do niumero de bactérias produtoras de H;S em

P. aspera.
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3.3.4. Histamina

Os resultados obtidos no HPLC sdo fornecidos em forma de grafico (Figura 27).
Sendo necessario utilizar a area do pico de absorcdo de histamina que se localiza aos

+3 min, recorrendo a seguinte equacao:
Teor de histamina em ppm =0,1716+0,0256 x (area do pico)

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 5. S6 se obteve um

resultado positivo ao 142 dia e na P. candei com uma média de 3 ppm.

FLD1 A, Ex=358, Em=447 (008-0801.D)

2.953

2.397
2.528

«
1.665

25

0 1 2 3 4 min

Figura 27 — Resultado da concentracdo de histamina obtido no HPLC para o 149,

Tabela 5 — Variacdo da concentracdo de Histamina (ppm) na P. candei e P. aspera ao
longo do tempo.

Dias 0 2 46 8 10 12 14

P. candei N Média 0 0O0O0OO0O O O 3183
Concentracgdo de

Histamina (PPM) | pecyiopadrso 0 0 0 0 0 0 0 0.098

Dias 0 2 46 8 10 12 14

P. aspera Média 00 00 O O 0 O

Concentracdo de

Histamina (PPM) | pegyio padrso 0 0 0 0 0 0 0 0




3.4. Transporte de Lapas Vivas (Variacao de COz e
Temperatura)

3.4.1. P.candei

3.4.1.1. Variacao do CO: e Temperatura na
Caixa “Ambiente”

Ao analisarmos a variacdo da concentracdo de CO; e da temperatura ao longo
do tempo de transporte em P. candei a temperatura “Ambiente” (Figura 28)
verificamos que a concentracdo de CO, na primeira hora atinge os 700 ppm e sobe
lentamente até que a partir das 18h comeca a estabilizar atingindo o maximo as 39h
de 9495 ppm. A temperatura comeca a 20 °C mas vai descendo até estabilizar aos 18

°C as 5h, mantendo-se assim até ao final da experiéncia.

CO2 Temperatura °C
. - 22
£ 10000 TTITTITT
S [TTITTITTT | 20
— 8000 - -
~ eI T r I T g E=T o= ~z=ITITTITIT- 18
O
gé 6000 16
A0
§ 4000 L 14
-+
< 2000 - 12
()
g 0 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrTrrrrrrT i i rroroTrTT 10
© 0 2 46 81012141618202224262830323436384042444648

Tempo (h)

Figura 28 — Média (+ dp) da variagdo da concentragdo de CO,/ 100 g e da temperatura,
dentro das caixas, durante as trés réplicas da P. candei a temperatura “Ambiente” ao
longo de um periodo de 48h.
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3.3.1.2. Variacao do CO: e Temperatura na Caixa

“Refrigerada”

Na caixa “Refrigerada” (Figura 29) a subida é mais lenta, comegando nos 700
ppm atingindo o maximo de 6967 ppm apenas as 48h mas com um valor bem menor
do que a temperatura ambiente. A temperatura na primeira hora desce dos 20 °C até
aos 7 °C, comecando a subir lentamente ao longo do tempo até chegar aos 18 °C no

final da experiéncia., que é a temperatura onde se manteve as caixas.

CO2 Temperatura °C
___ 10000
3
2 8000
o
O 6000
O
3 4000
o
£ 2000
]
(&)
S 0 Trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr1rrrr 1T O
© 0 2 4 6 81012141618202224262830323436384042444648
Tempo (h)

Figura 29 — Média (+ dp) da variagdo da concentragdo de CO2/ 100 g e da temperatura,
dentro das caixas, durante as trés réplicas da P. candei a temperatura “Refrigerada” ao
longo de um periodo de 48h.

3.4.2. P.aspera
3.4.2.1. Varia¢ao do CO: e Temperatura na

Caixa “Ambiente”

Em P. aspera a variacdo de CO; a temperatura “Ambiente” (Figura 30) atinge o
seu maximo de 4189 ppm 7h apds o inicio da experiéncia, hora a partir da qual nao
temos mais dados pela razdao anteriormente descrita (ver Material e Métodos). A
temperatura comecga nos 212C mas a semelhanc¢a do que aconteceu na P. candei vai

descendo até atingir os 18 °C as 18h mantendo-se assim até ao final.
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COncentracdo de CO2 (ppm)
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Figura 30 — Média (+dp) da variacdo da concentracdo de CO,/ 100 g, dentro das caixas,

durante as trés réplicas da P. aspera a temperatura “ambiente” ao longo de um

periodo de 48h.

3.4.2.2. Variacao do CO: e Temperatura na

Caixa “Refrigerada”

Na temperatura “Refrigerada” (Figura 31), a semelhanca do que se passou na

outra espécie, apresentou também uma curva de acumulagdao de CO,, embora com

menor declive levando a que atinge-se um valor mdximo de apenas 3752 ppm as 30h.

Concentragdo de CO2 (ppm)
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Figura 31 — Média (t+dp) da variagdo da concentracdo de CO,/ 100 g e da temperatura,
dentro das caixas, durante as trés réplicas da P. aspera a temperatura “Refrigerada” ao

longo de um periodo de 48h.
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Ao compararmos a acumulagao de CO; das lapas a primeira suposi¢cdo é que a
P. aspera tem uma produgdo bem superior do que a P. candei porque os valores
ultrapassam os 10.000 ppm logo apds 7h na temperatura “Ambiente” e apds 30h na
temperatura “Refrigerada”. Contudo, ao observarmos os dados com pormenor,
uniformizando os dados (CO»/ 100 g) e fazendo a média da producdo/ hora (subtraiu-
se o valor da concentracdo de CO, da hora anterior) para as primeiras 7h (para se
poder comparar todas as temperaturas). Observou-se que para a temperatura
“Ambiente” a P. candei apresenta uma maior producdo, mas na temperatura
“Refrigerada” é a P. aspera (Tabela 6). Como o volume interno da caixa é pequeno

(13.442 cm?3) 0 CO; resultante do metabolismo acumula-se rapidamente.

Tabela 6 — Producdo de CO, por cada 100 g/ h de cada espécie a diferentes
temperaturas.

P. candei P. aspera
ppm/ h ppm/ h
Média 665 503
“Ambiente”
Desvio Padrao 580 184
Média 179 204
“Refrigerada”
Desvio Padrao 248 109

3.5. Taxa de Sobrevivéncia e Mortalidade

Em relacdo a taxa de sobrevivéncia de P. candei (Figura 32) podemos observar

um valor elevado para ambas as condicdes de transporte, havendo apenas diferenca
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de 1 % entre a temperatura “Refrigerada” (86,7 %) e a temperatura “Ambiente” (85,7

%).

Ao analisarmos a sobrevivéncia da P. aspera durante o periodo de transporte
observamos que os valores ndo sdo tdo altos (Figura 33) como os da P. candei (cerca
de menos 23 %) tendo-se obtido valores de 63,2 % para a temperatura “Refrigerada” e

64,9 % para temperatura “Ambiente” (diferenca de apenas 1,3 %).

Observamos que existe uma maior taxa de lapas consideradas “Feridas” em P.
aspera (Figura 33) do que em P. candei (Figura 32). Contudo, este fato é apenas devido
a maior dificuldade de captura que a primeira apresenta quando comparada com a
segunda. Para além do tamanho superior e da maior for¢ca de fixacdo a rocha, é
também mais dificil de apanhar (apneia em zonas associadas a corrente e ondulagdo)

resultando em numero maior de feridas.

O maior nimero de “Moribundas” e “Mortas” observado na P. aspera (Figura
33) quando comparado com a P. candei (Figura 32), as razdes que levam a estas
diferengas provavelmente se devem a diferengas metabdlicas intrinsecas destas, sendo

P. candei mais resistente.
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Figura 32 — Média da taxa de Sobrevivéncia/ Mortalidade das 3 réplicas e o respetivo
desvio padrdo (+dp), na P. candei durante as primeiras 48h de transporte em caixa
fechada a temperatura “ambiente” e “refrigerada” (V — vivas; MB — moribundas; M —

Mortas; F — feridas).
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Figura 33 — Média da taxa de Sobrevivéncia/ Mortalidade das 3 réplicas e o respetivo
desvio padrdo (+dp), na P. aspera durante as primeiras 48h de transporte em caixa
fechada a temperatura “ambiente” e “refrigerada” (V — vivas; MB — moribundas; M —
Mortas; F — feridas)
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3.6. Variacao da Cor ao Longo do Tempo

Nao se verificou variacao de cor (Anexo IV e V), ou pelo menos nao se verificou
uma alteracdo que fosse suficientemente significativa ao longo do tempo de

refrigeragao para ser utilizada como parametro de avaliagdo.
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4. Discussao

4.1. Relacdes Peso-Comprimento

Ferraz (1998) apresenta as seguintes equacGes para as diferentes espécies de

lapas dos Acores:
P. candei: P (g) = 0,0002 x C (mm) 2806>; (R2= 0.8142) (n=77)
P. aspera: P (g) = 0,0003 C (mm) %6774, (R?=0,9447) (n=924)

Comparando estas equacdes com as obtidas neste trabalho, verifica-se que as
deste trabalho apresentam uma maior correlagdo para a equagao peso-comprimento
em P. candei mas menor para P. aspera. Este fato pode estar relacionado com as
diferencas entre as estruturas das amostras dos dois trabalhos (nimero de amostras).
Visto que ele possui um n maior para a P. aspera, enquanto que, em P. candei verifica-
se o inverso. Como ndo se teve acesso aos dados de Ferraz (1998), ndo foi possivel
realizar um teste estatistico de forma a comparar estas equagdes com as obtidas neste

trabalho.

4.2 Método de Indice de Qualidade (QIM)

Para desenvolver o QIM foi escolhido o maior numero de parametros possivel
que resultou num QIM para Patella aspera o maximo de 19 pontos (anexo VI) e para a
Patella candei com o maximo de 15 pontos (anexo VII). O Unico parametro que sucinta
alguma duvida em relagdo a sua utilizacdo é o “Detritos” mas foi decidido incorpora-lo
no QIM na mesma, visto que desempenha um papel complementar e ndo exclusivo.
Apesar de ser a primeira vez que se desenvolvem tabelas QIM para estas espécies de

lapas, ndo deveram ser considerados como definitivos e imutaveis, pelo que poderdo
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sofrer alteracGes e adaptacdes a medida que se for desenvolvendo trabalhos nesta drea

com estas espécies e com a propria utilizacdo destas tabelas.

Os resultados obtidos neste trabalho para a microbiologia sdo comparaveis aos
obtidos por Sant’Ana et al. (2011) para o goraz (Pagellus bogaraveo) em que no inicio
os valores variavam entre 102-10* UFC, mas aquando do tempo de rejei¢io estavam
entre 108-10%8 UFC, estando em concordancia com os obtidos neste trabalho. No
entanto, nesse mesmo trabalho os valores sdo apresentados em UFC/ cm?, visto que
0s microrganismos sao raspados da superficie da pele do peixe. Neste caso, como sdo
consumidas inteiras ndo se realizou raspagem mas sim homogeneizado todo o

organismo todo resultando numa contagem de UFC/ ml.

Em relacdo as histaminas, obteve-se um resultado surpreendente porque ndo
era esperado ter resultados positivos, dado que acumulagdo de histaminas estd mais
associada a peixes migratdérios “carne vermelha” da familia Scombridae e
Scomberesocidae (e.g. atuns, cavalas, chicharro, entre outros) (Taylor et al., 1989).
Para o atum o valor limite da concentracdo de histamina é de 1 ppm e obteve-se 3
ppm para a P. candei ao fim de 14 dias de refrigeracdo. Sendo este um resultado Unico
€ impossivel tirar mais conclusdes. Em P. aspera ndo se detetou acumulagdo de
histaminas mesmo ao fim de 14 dias. Como estas possuem um tempo de rejeicdo mais
curto que P. candei ndo ha necessidade de considerar esta varidvel para esta espécie.
No entanto para P. candei é uma varidvel interessante e necessita de ser mais

aprofundada, visto que s6 se obteve resultado positivo no final da experiéncia.

Em resumo, através da analise dos resultados obtidos para o tempo de rejei¢cdo no

QIM, na avaliacdo sensorial, histamina e contagens bacterianas (Tabela 7) determinou-se
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que P. candei possuia um tempo de prateleira entre 12-14 dias. Em P. aspera este era
menor, apenas de 6-7 dias. O fator cor foi descartado do QIM visto ndo apresentar
alteragdes significativas ao longo do tempo. Na Tabela 8 observa-se a relagdo entre o

valor dos pontos de deméritos e a escala EU.

Tabela 7 - Diferentes dias de rejei¢cdo obtidos nas diferentes analises para a P. candei e
P. aspera.

Dias de Rejeicdo de lapas refrigeradas a 5 °C

P. candei P. aspera
Qim >15 7
Analise sensorial - 5
Histamina 14 -
Analise Bacteriana 12 10

Tabela 8 - Relagdo entre os pontos de demérito do QIM e a escala UE (categorias E, A e
B).

P. candei P. aspera
Extra 0-3 0-3
A 4-5 4-8
B 5-6 9-11
Rejeicao >7 >12

Um fator que nao foi considerado neste trabalho e que podera ter influéncia
nos parametros avaliados e no seu desenvolvimento ao longo do tempo é o local de
captura. Segundo Martins et al. (2013) ndo parecem existir diferencas ao nivel da
morfometria das conchas das lapas tanto da P. candei como da P. aspera dentro do
nosso arquipélago. As diferencas existentes sdo apenas ao nivel dos individuos, ou

seja, nivel local, provavelmente devido aos microhabitats. A morfometria da concha,
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nomeadamente a sua largura e altura em relagdo a um certo comprimento, é influenciada
pela exposicdo ao movimento da agua e, consequentemente, a sua capacidade de
suportar o impacto das ondas (Moore, 1934; Graham & Fretter, 1947; Warburton, 1976)

gue por sua vez ird afetar a resisténcia geral das lapas.

4.12.Transporte de Lapas Vivas (Variacao de CO: e
Temperatura)

Ao analisarmos a sobrevivéncia observamos que ambas espécies obtiveram
uma sobrevivéncia elevada durante a simulacdo de transporte, mas que a P. aspera
apresentou valores inferiores a P. candei (cerca de menos 23 %). As razdes que levam a
pensarem que estas diferengas provavelmente devem-se as caracteristicas de cada
espécie.

P. candei é uma espécie que habita o intertidal rochoso estd sujeita a condi¢cGes
ambientais particularmente adversas. E o caso do forte hidrodinamismo derivado da
forga das ondas, que embatem na roncha levando ao desgaste das conchas podendo
inclusive as arrancar das rochas. A exposicdo aos ciclos de maré que resulta em longos
periodos de imersdo e de emersao, faz com as lapas figuem expostas a variagoes
térmicas, baixas, durante baixa-mar (principalmente nas noite de inverno) e a
temperaturas elevadas durante a baixa-mar (particularmente nos dias de verdo). Estes
fatores contribuem fortemente para a plasticidade observada nesta espécie e para a
selecdo natural das mais aptas a sobreviver nestas condi¢Ges (Branch, 1975; Lowell,
1984; Denny et al. 1985; Denny & Blanchette, 2000; Harley, 2003; Cabral, 2007).

P. aspera habita o subtidal, que significa que esta quase sempre, sendo sempre
submersa estando assim menos exposta ao forte hidrodinamismo e a menores
variacOes térmicas ao longo do dia como a P. candei, isto pode tornar esta espécie

55



mais fragil e suscetivel as variacdes ambientais dai obter uma menor sobrevivéncia.

Apesar disso a razdo para a diferenga nao é clara.

Ao analisar os dados obtidos, tende-se a concluir que tanto a concentracgdo de
CO; como a temperatura no interior da caixa ndo afetam a sobrevivéncia das lapas.
Visto que, apesar de se verificar o impacto da temperatura na producdo de CO;
(desceu de cerca de 4 vezes para P. candei e 2,5 vezes para P. aspera, na temperatura
“Refrigerada” comparativamente com as concentracdes na temperatura “Ambiente”),
estas diferencas ndo se refletem nas taxas de sobrevivéncia. Ao compararmos a
diferenca das taxas de sobrevivéncia dentro da mesma espécie, entre temperaturas, a
diferenga é pequena (em P. candei: 1 %; em P. aspera: 1,3 %). Apesar de deixar em
aberto a possibilidade de existir uma temperatura capaz de melhorar a sobrevivéncia
de P. aspera, visto que apresenta uma taxa de sobrevivéncia mais baixa que P. candei o
que devera ser aprofundado em trabalhos futuros.

Relativamente a producdo de CO2, os resultados foram um pouco diferentes do
esperado visto que a temperatura “Ambiente” a P. candei apresenta uma producdo
superior a P. aspera e era esperado que devido a sua distribuicdo vertical do habitat
deveria se observar o inverso. Sendo que as lapas localizadas na parte superior do
intertidal tém tendéncia para apresentar um ritmo respiratério inferior aos individuos
gue se localizam na parte inferior (Tagliarolo et al., 2013). Este resultado pode estar
relacionado com o fato de serem espécies distintas e como consequéncia
apresentarem metabolismos diferentes. Contudo, sera aconselhdvel transportar as
lapas em caixas com maior volume para que a acumulacdo de CO; seja mais lenta. A
refrigeracao é também importante pois diminui o metabolismo e consequentemente

diminui¢cdo do consumo de O,.
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6. Anexos
Anexo | — Folha auxiliar dos avaliadores onde se encontra as categorias analisadas
descritas sucintamente.
Anexo Il - Ficha de preenchimento utilizado na analise organolética.
Anexo lll = Ordem aleatdria das lapas utilizada na anadlise organolética
Anexo IV — Analise da variagdo da cor ao longo de 16 dias na P. candei.
Anexo V — Andlise da variacdo da cor ao longo de 16 dias na P. aspera.
Anexo VI — Esquema QIM para Patella aspera.

Anexo VII — Esquema QIM para Patella candei.
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6.6 Anexo VI

Esquema QIM para Patella aspera

Nome: Data: Dias de fresco:
Circule o nUmero que na sua opinido descreve o estado da lapa Pontuag¢do QIM
N2 Ne: Ne: N2: N2:
Parametros de frescura: Descrigdo
Cheiro intenso a maresia/ algas /marisco 0 0 0 0 0
Cheiro ligeiro a maresia /algas/marisco 1 1 1 1 1
Cheiro Sem cheiro ou neutro 2 2 2 2 2
Cheiro pouco agradavel 3 3 3 3 3
Cheiro desagradavel ou putrefacto 4 4 4 4 4
Manto forra a maior parte da concha entre o bordo do 0 0 0 0 0
pé e da concha, deixando pouca concha visivel (<1/2).
Manto contraido deixando cerca de metade da concha
Manto - 1 1 1 1 1
Aspeto visivel.
geral Manto muito contraido deixando grande parte da ) ) ) 5 5
(ventral) concha visivel (>1/2).
Manto extremamente recolhido estando ao nivel do pé. 3 3 3 3 3
Sem detritos (excec¢do para restos de cracas / algas) 0 0 0 0 0
Detritos Com poucos detritos (resto de fezes/filme bacteriano) 1 1 1 1 1
Com bastantes detritos (resto de fezes/filme bacteriano) 2 2 2 2 2
- Cabeca e tentaculos paleais activos.
- Reagdo rapida ao toque e com cavidade paleal 0 0 0 0 0
normalmente escondida.
- Cabeca com reacgdo lenta ao toque. 1 1 1 1 1
Cabeca e cavidade - Cabeca lretrau?la’ (pequena) boca predominante
aleal (aberta) e radula visivel. 2 2 2 2 2
P - Ndo reage ao toque.
- Cabeca volumosa (inchada) boca predominante
(ab?rta). 3 3 3 3 3
- N3o reage ao toque.
- Abertura paleal bem visivel.
Pé normalmente activo, com o bordo irregular e zona
~ 0 0 0 0 0
central enrugada (ndo plana)
Pé imdvel ou pouco activo, bordo pouco ondulado zona
Forma e imov upu iv pou u z 1 1 1 1 1
. central pouco irregular.
moviment P - ;
Pé imovel ressequido, bordo oval e zona central lisa e
o L R 2 2 2 2 2
ligeiramente c6ncava (emborrachada e/ ou encovada)
Pé imovel ressequido, bordo oval e zona central lisa e
n 3 3 3 3 3
extremamente concava (emborrachada e/ ou encovada)
Pé Ao pressionar o pé da lapa este comprime e reage.
S 0 0 0 0 0
Sedoso/Macio/Viscoso ao toque.
- Rijo nas extremidades e ligeiramente mole no centro.
Texturae | -Zona central lisa. 1 1 1 1 1
reacdo ao | - Reage lentamente ao toque, voltando lentamente a
toque posicdo inicial.
- Rijo, liso e duro (tipo borracha).
- N3o reage ao toque. 2 2 2 2 2
- Podendo estar seca ou ndo.
Nao 0 0 0
Desconchar Sim, embora com dificuldade. 1 1 1 1 1
Sim, facilmente. 2 2 2 2 2
Total 0-19
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6.7 Anexo VII

Esquema QIM para Patella candei
Nome: Data: Dias de
fresco:
Circule o numero que na sua opinido descreve o estado da lapa
Pontuacao QIM

Ne Ne: Ne: Ne: Ne:
Parametros de frescura: Descricao
Cheiro ligeiro a maresia /algas/marisco 0 0 0 0 0
. Sem cheiro ou neutro 1 1 1 1 1
Cheiro - :
Cheiro pouco agradavel 2 2 2 2 2
Cheiro desagradavel ou putrefacto 3 3 3 3 3
Manto forra a maior parte da concha entre o
bordo do pé e da concha, deixando pouca concha 0 0 0 0 0
visivel (<1/2).
Conchae - -
Manto contraido deixando cerca de metade da
manto . 1 1 1 1 1
concha visivel
Aspeto Manto muito contraido deixando grande parte da
. 2 2 2 2 2
geral concha visivel (>1/2).
ventral i 3
( ) Sem detritos (excegdo para restos de cracas / 0 0 0 0 0
algas)
Detritos Com .poucos detritos (resto de fezes/filme 1 1 1 1 1
bacteriano)
Com detritos em todo o pé (resto de fezes/filme
. 2 2 2 2 2
bacteriano)
- Cabega e tentdculos paleias extremamente
activos e com reagdo rapida ao toque (recolhem- 0 0 0 0 0
se).
Cabeca e cavidade - Cabeca e tentdculos cefdlicos normalmente 1 1 1 1 1
paleal retraida e reage lentamente ao toque.
- Cabega retraida com o boca predominante
(inchada). 2 2 2 2 2
- Ndo reage ao toque.
- Viva, com movimentos, bordo muito irregular e 0 0 0 0 0
zona central enrugada (ndo plana).
Forma e - Pé imdvel, bordo pouco ondulado zona central 1 1 1 1 1
. pouco enrugada.
movimento - -
- Pé imével ressequido com o bordo geralmente
oval e zona central lisa (emborrachada) e por vezes 2 2 2 2 2
P& inchada.
- Ao pressionar o pé da lapa este comprime e reage
rapidamente. 0 0 0 0 0
Textura e - Sedoso e humido ao toque.
reagdo ao - Reage lentamente ao toque.
. . 1 1 1 1 1
toque - Ligeiramente sedoso e humido ao toque
- N3o reage ao toque.
N . 2 2 2 2 2
- Rijo, liso e duro (tipo borracha).
N&o. 0 0 0
Desconchar Sim, embora com dificuldade. 1 1 1 1 1
Sim, facilmente. 2 2 2 2
Total 0-15
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