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Resumo
A gamba da espécie Parapenaeus longirostris, trata-se de uma espécie largamente capturada no mar Mediterrânico nas costas de Espanha, França e Itália, sendo mesmo a espécie com mais peso comercial capturada nestas águas. 

O regulamento do Conselho Europeu nº 2074/2005 aponta como testes de garantia de frescura no pescado (peixe, moluscos e crustáceos) a determinação do teor de azoto básico volátil total (ABVT) e a determinação de azoto trimetilamínico (ATMA) também apontados por muitos autores como testes válidos e eficazes pelo que foram estudadas a aplicabilidade destes métodos na determinação do grau de frescura da gamba em estudo.

Paralelamente foi efectuada uma avaliação sensorial e uma abordagem ao método do índice de qualidade (QIM) sendo proposta uma escala qualitativa de 14 pontos de demérito especifica para esta espécie e foi avaliada a qualidade microbiológica em termos de segurança alimentar e estudado o crescimento de alguns grupos microbianos em gamba.
Pela análise dos resultados obtidos, é possível verificar a existência de uma correlação linear entre temperatura de conservação e taxa de produção de ABVT e ATMA o que permitiu a modelação da deterioração da gamba em função da temperatura de conservação o que prova a viábilidade do método. Também é apontada a ocorrência de lixiviação dos compostos voláteis (solúveis) que ocorre pelo contacto com gelo durante o seu transporte e armazenagem, como sendo o motivo para que diversos autores desacreditem estes métodos. Também foi possivel verificar a existência de uma relação linear entre crescimento microbiano e produção de compostos azotados, bem como verificar que o aumento de 10 ºC na temperatura de conservação provoca o aumento para o dobro na taxa de crescimento de bactérias psicrotróficas e de bactérias mesófilas
Palavras-chave
Gamba, Parapenaeus longirostris, azoto básico volátil total (ABVT), azoto de trimetilamina (ATMA), método Conway, método do índice de qualidade (QIM), melanose. 
Abstract

The shrimp of the species Parapenaeus longirostris is widely captured in the Mediterranean Sea on the coasts of Spain, France and Italy, representing the species with greatest importance in those regions. In Portugal, its capture is performed by trawlers in the Algarve coast and its economic importance keeps increasing with  captures estimate in 2009 of 12 million Euros. 
The regulation of the European Council nº 2074/2005 points as test to determine the freshness in fish, clams and crustaceans the determination of the total volatile basic nitrogen (TVBN) and the trimethylamine nitrogen (N-TMA) determination, have  also been pointed out for many authors as valid and efficient tests. The applicability of these methods in the determination of the degree of freshness of the shrimp Parapenaeus longirostris has been study. 

A sensory evaluation was also performed and an approach to the quality index method (QIM) with a qualitative scale of 14 demerit points that meant to be specific for this species was tried.  The microbiological quality in terms of alimentary security was also on purpose and the growth of some microbial groups in shrimp was studied. 
The results analysis, show the existence of a linear correlation between conservation temperature and production tax of TVBN and N-TMA, in Parapenaeus longirostris, this allowed the shrimp deterioration model in function of conservation temperature, indicating this is a viable method. Also it’s pointed the occurrence of volatile composites (soluble) leaching occurs for the contact with ice during transport and storage, as being the reason so that diverse authors discredit these methods.

A linear relation between microbial growth and production tax of TVBN and N-TMA was been verified and a 10 ºC increase on conservation temperature was responsible by a binary augment of psicrotrophic and mesophilic bacteria development tax. 
Key-words

Shrimp, Parapenaeus longirostris, total volatile basic nitrogen (TVBN), trimethylamine nitrogen (N-TMA), Conway method, quality index method (QIM), melanosis. 
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1 Introdução
1.1 Caracterização da espécie
A gamba, Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846), é denominada vulgarmente como gamba da costa, gamba branca, camarão branco, camarão do Algarve, ou camarão da costa (Figura 1). Trata-se de um crustáceo decápode com uma carapaça rosa que pode variar de coloração entre os tons laranja a avermelhadoIt has a pink-orange carapace with a reddish rostrum. (Fisher et al., 1987; Relini et al., 1999)The female gonads vary in colour, from white to dark green, depending on the stage of maturity ( Fisher et al. , 1987 ; Relini et al. , 1999 )..
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Figura 1. Ilustração de Parapenaeus longirostris (Fonte: www.faoadriamed.org).
Esta espécie pode crescer até 16 cm (machos) e 19 cm (fêmeas) em comprimento total. However, males are usually 8 to 14 cm long and females from 12 to 16 cm long. No entanto, os machos têm normalmente entre 8 e 14 cm e as fêmeas entre 12 e 16 cm de comprimento. Larger specimens are caught mainly in deeper waters. Os espécimes maiores são capturados principalmente em águas profundasDuring the expedition “Hvar”, the largest specimen caught was a 17 cm long female ( Karlovac, 1949 ). (Karlovac, 1949). In 1995, during the MEDITS expedition, the carapace length of specimens caught in the central Adriatic ranged from 16 to 42 mm ( Relini et al. , 1999 ). 

Ambos os sexos de Parapenaeuslongirostris reach maturity in the first year of life ( Froglia 1982 ). longirostris atingem a maturidade no primeiro ano de vida (Froglia, 1982). After being spawned, the planktonic larval phases (nauplius, zoea and mysis) develop; the postlarva, similar to adults, reaches the sandy-muddy bottoms on the continental shelf and begins the bentho-pelagic cycle ( Heldt, 1938 ). Depois da eclosão, as larvas planctónicas desenvolvem-se em três fases (nauplius, zoea e mysis); na fase pós-larvar, em que são semelhantes aos adultos, os indivíduos migram para o fundo arenoso-vasoso, na plataforma continental e inicia-se a fase bento–pelágica do ciclo de vida (Heldt, 1938).
The adult specimens feed on small fish, cephalopods and crustaceans.Os espécimes adultos alimentam-se de pequenos peixes, cefalópodes e crustáceos. They also look for food in the sediment, such as polichets, bivalves, echinoderms and mostly foraminifers. Também se alimentam de sedimentos, moluscos bivalves, equinodermes e principalmente foraminíferos (Froglia, 1982).
1.2 Distribuição geográfica
A espécie encontra-se na região Nordeste do Atlântico desde Angola até Portugal e no Atlântico Oeste desde a Guiana Francesa até ao Estado de Massachusetts nos Estados Unidos da América.It inhabits the entire Mediterranean ( Fisher et al. , 1987 ). Também se encontra presente em todo o mar Mediterrâneo (Figura 2) (Fisher et al., 1987). Pode ser encontrada em profundidades entre os 20 e os 700 m, mas é mais comum e abundante no fundo arenoso-vasoso entre os 100 e 400 m de profundidade (Bombace, 1972). 
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Figura 2. Distribuição geográfica da espécie Parapenaeus longirostris expressa como probabilidade relativa de ocorrência (Fonte: http://www.sealifebase.org).
1.3 Importância na culinária Portuguesa

O cronista Garcia de Resende [1470-1536] “antes de ninguém nos disse como comia um rei e como eram as bizarrias gastronómicas do seu tempo”. Numa época em que as obras culinárias eram raras e, em Portugal, inexistentes, descreveu o modo de se prepararem vários manjares, desde pratos de carne a pratos de peixe e marisco, com gamba a ser uma das preferências da côrte-real (Silva, 2009). 
Hoje em dia é muito difícil encontrar-se uma mesa de cerimónia em Portugal onde a gamba não seja um dos principais atractivos estando presente nos mais diversos pratos e cozinhada de diversas formas. De facto, e com o intuito de promover e divulgar o que o Algarve tem de melhor, a Confraria dos Gastrónomos do Algarve leva regularmente à Assembleia da República confrades, em acções de divulgação das iguarias algarvias, junto dos deputados e seus convidados onde uma das grandes atracções é a gamba.

A gastronomia Portuguesa representa a nível turístico um interesse quase tão grande como as condições climatéricas e as paisagens que Portugal oferece sendo uma das principais razões pelo qual somos visitados. A nível interno os encontros com fins gastronómicos também são de vital importância e a gamba está enquadrada no tradicional petisco Português e apesar do seu custo, é sem dúvida uma iguaria de confirmado prestígio e de reconhecimento internacional e com uma ávida procura nas mesas Portuguesas.  
1.4 Importância económica 
A captura de camarão de diversas espécies é ao nível global de cerca de 3,4 milhões de toneladas por ano, sendo a Ásia a zona onde é efectuada a maior parte dessa captura (cerca de 60% sendo que a China é responsável por 55% das capturas) (Gillet, 2008).

Na Tabela 1 encontram-se registadas as quantidades de camarão capturadas em cada um dos anos referidos por cada espécie, o que permite obter uma ideia da evolução das quantidades capturadas ao longo dos últimos 40 anos. É possível verificar que as capturas da espécie Parapenaeus longirostris atingem em média 20 000 toneladas por ano (num total global de 3 400 000 toneladas) sendo a 15ª espécie em volume de capturas a nível mundial e que representa 0,6% do volume global de capturas (Gillet, 2008).
Tabela 1. Capturas globais de camarão por espécie (Adaptado de Gillet, 2008).
	Nome Cientifico
	Ano de captura (valores de capturas em toneladas)

	
	1965
	1975
	1985
	1995
	2005

	Natantia
	239 028
	524 096
	629 327
	542 552
	 887 688

	Acetes japonicus
	104 000
	13 524
	222 608 
	406 495
	664 716

	Trachypenaeus curvirostris
	 
	5 278 
	93 028
	 154 623
	 429 605

	Pandalus borealis
	25 503
	63 557 
	235 587 
	275 601
	 376 908

	Penaeus spp.
	194 009
	 261 450 
	277 565 
	296 483 
	230 297

	Penaeus monodon
	9 981
	12 940 
	12 195 
	207 097 
	218 027

	Penaeus chinensis
	 
	34 297 
	33 191 
	44 449 
	106 329

	Penaeus merguiensis
	22 400
	39 269 
	39 023 
	71 150 
	83 392

	Metapenaeus spp
	10 927
	30 410 
	36 690 
	51 536 
	63 211

	Xiphopenaeus kroyeri
	8 000
	13 093 
	17 900 
	18 802 
	52 411

	Penaeus setiferus
	32 141
	26 802 
	44 573 
	39 959 
	50 253

	Crangon crangon
	52 200
	35 902 
	27 328 
	30 761
	 44 852

	Penaeus aztecus
	57 250
	44 736 
	70 852 
	57 126 
	44 692

	Sergestidae
	 
	26 229 
	52 602
	 60 377 
	23 259

	Parapenaeus longirostris
	12 700
	18 099 
	39 896
	 15 833 
	19 938

	Penaeus notialis
	1 900
	6 744 
	6 896 
	21 484 
	14 648

	Xiphopenaeus,Trachypenaeus spp.
	9 113
	63 564 
	15 222 
	15 130 
	12 125

	Nematopalaemon hastatus
	 
	 
	 
	 
	11 700

	Pandalus spp., Pandalopsis spp.
	7 927
	6 085
	 8 486 
	12 919 
	10 412

	Penaeus brasiliensis
	100
	774
	8 006 
	6 565 
	9 390

	Penaeus duorarum
	11 048
	 18 955 
	15 512 
	11 121 
	7 720

	Pleoticus muelleri
	300
	190
	 9 835
	 6 705 
	7 510

	Penaeus kerathurus
	1 000
	3 505 
	2 879
	 4 880 
	6 655

	Heterocarpus reedii
	5 900
	7 934 
	2 949 
	10 620 
	3 880

	Aristeidae
	 
	 
	 
	2 551
	 3 174

	 Outras espécies
	24 395 
	54 111
	 71 933 
	83 023 
	33 741

	 Totais
	829 822 
	1 311 544 
	1 974 083
	 2 447 842 
	3 416 533


Apesar da pesca da gamba (Parapenaeus longirostris) ser relativamente reduzida quando comparada com o valor global de capturas, trata-se de uma espécie largamente capturada no mar Mediterrâneo nas costas de Espanha, França e Itália, sendo mesmo a espécie com mais peso comercial capturada nestas águas. Também nas costas da Argélia, Tunísia, Grécia e Turquia a captura da gamba tem um elevado valor comercial embora com uma quota menor no que respeita ao valor global das pescas efectuadas nessas águas. Fora do mar Mediterrâneo a captura é efectuada por traineiras e arrastões na área entre o Sul de Portugal (costa Algarvia) e o Senegal embora neste caso a quota de capturas não seja muito significativa. No Atlântico a pesca é mais significativa no Golfo da Guiné-Bissau onde a pesca é feita em larga escala, a profundidades entre os 200 e os 325 m com capturas diárias médias de 1 tonelada por traineira podendo atingir um máximo de 3 toneladas. A pesca total para a espécie a nível mundial em 1999 foi de 19056 toneladas sendo nesse ano os países com maior quota de capturas a Itália com 4631 toneladas e a Espanha com 4237 toneladas (DGPA, 2008). 
Na Figura 3 podemos observar a evolução da captura global da espécie Parapenaeus longirostris desde 1950 até 2007 e através da qual se pode verificar que o valor médio de capturas ronda as 20 000 toneladas anuais. A nível nacional, em 2007 registou-se um total de 300,6 toneladas de gamba capturada em águas nacionais cujo desembarque foi efectuado quase na totalidade no porto de Vila Real de Santo António (300,2 toneladas). A pesca por arrasto constitui o principal método de captura desta espécie atingindo 289,7 toneladas no ano de 2007 (DGPA, 2008). 

Embora a quota em termos de tonelagem relativamente às capturas totais de pescado em Portugal não seja relevante (300,6 toneladas para 144834,4 toneladas) quando comparado com o valor comercial a sua importância aumenta substancialmente visto o valor médio em 2007 ter sido de 21,7 €/kg para a gamba em comparação com um valor médio de 1,5 €/kg do pescado em geral ou seja representa 0,2 % das capturas em tonelagem e 3,0 % das capturas em valor comercial (DGPA, 2008).  
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Figura 3. Captura global da espécie Parapenaeus longirostris (DGPA, 2008).
No entanto, estes valores podem não ser representativos da totalidade dos desembarques efectuados por traineiras de pavilhão nacional, dado que devido às menores taxas portuárias nos portos da vizinha Espanha, muitas traineiras optam por descarregar nos portos da região de Huelva (Isla Cristina, Ponta Umbria e Ayamonte) onde foram desembarcadas mais de 613 toneladas de gamba em 2007 e 728 toneladas de gamba em 2008, das quais cerca de 80% foram enviadas para fora da região (Junta de Andalúcia, 2009).
De acordo com o boletim trimestral DATAPESCAS de Março de 2009 (DGPA, 2009), a captura de gamba tem aumentado nos últimos dois anos tendo passado de 57,8 toneladas capturadas no primeiro trimestre de 2007 para 373,4 toneladas capturadas no primeiro trimestre de 2009 relativamente a capturas cujo desembarque é realizado em portos nacionais, ou seja uma estimativa de capturas superior a 1 200 toneladas e com um valor de mercado a rondar os 12 milhões de Euros.
1.5 Composição química e nutricional da espécie

A composição química e nutricional do camarão varia de espécie para espécie e de acordo com a altura do ano em que é efectuada a captura bem como do local de captura. Diferentes autores referem resultados ligeiramente discrepantes. Em relação aos macroconstituintes Porto et al. (2007) indicam 79,2% de água, 17,6% de proteínas e 0,6% de gordura total. Huidobro et al. (2002) referem valores de 74,95 ± 0,95% de água, 21,97 ± 0,72% de proteínas e 0,31 ± 0,07% de gordura total. Cadun et al. (2005, 2008) reportam valores quase similares: 75,86% de água, 20,3% de proteínas e 0,31% de gordura total; referindo também que no caso da gordura total já foram reportados valores bastante inferiores. Também o IPIMAR (2004) refere valores próximos dos anteriores: 75,1% de água, 21,5% de proteínas e 0,2% de gordura total.
Os músculos da gamba são constituídos por vários tipos de proteínas; as que formam a fracção sarcoplasmática que desempenham funções bioquímicas nas células, proteínas miofibrilhares do sistema contráctil e proteínas dos tecidos conjuntivos responsáveis pela integridade dos músculos. Na fracção sarcoplasmática (cerca de 30% do valor total) incluem-se também diversas enzimas que catalisam a degradação ulterior de compostos nitrogenados tais como a adenosina-desaminase, trimetilamina-dimetilase, e tiaminase bem como de catecol-oxidase. As proteínas miofibrilhares participam activamente no processo de instalação de rigor mortis e têm como principais constituintes a miosina (entre 50 e 58% da fracção miofibrilhar), paramiosina (cerca de 14%), actina, tropomiosina e troponinas para além de outras proteínas secundárias na fracção miofibrilhar. As proteínas dos tecidos conjuntivos representam entre 3 a 10% da fracção total de proteínas, sendo o colagénio a mais importante destas proteínas. Uma propriedade característica do colagénio na gamba é a sua elevada composição de triptofano residual (Sikorski et al., 1990).

1.6 Deterioração da gamba

As alterações bioquímicas e microbianas que ocorrem na gamba subsequentes à captura dependem muito significativamente dos factores que afectam a concentração de substratos e metabólitos nos tecidos, actividade de enzimas endógenas, contaminação microbiana e condições de captura (Sikorski et al., 1990).

Em contraste com outros crustáceos que são comercializados vivos, as gambas morrem após a captura. Tomando em consideração que se trata de um produto vendido e consumido sem esventrar, as mudanças autolíticas pós-morte ocorrerão mais rapidamente (Huidobro et al., 2002).
A captura da gamba é feita utilizando redes de arrasto em fainas que podem durar entre 1 e 5 dias quando se trata de gamba a ser desembarcada fresca. Embora as gambas sejam geralmente mantidas refrigeradas em gelo, deficientes condições de captura, quer devido a uma pobre lavagem de lamas provenientes do fundo do mar, quer devido a condições de higiene inadequadas usadas a bordo ou a desvios na cadeia de frio a manter durante a armazenagem refrigerada podem fomentar a contaminação microbiana dos produtos (Huidobro et al., 2002; Mendes et al., 2002). De acordo com Nielsen & Hyldig (2004), o método de armazenagem a bordo é de vital importância para a qualidade do pescado.

A deterioração de gamba armazenada em gelo foi objecto de vários trabalhos nos quais se testaram diversos modos de processamento e se demonstrou a extrema delicadeza destes crustáceos, que depende principalmente das condições de armazenamento e da natureza da flora de alteração dependente de vários factores tais como o local de captura (Chinivasagam et al., 1996; Chinivasagam et al., 1998). 

Os efeitos da captura no pescado são variados. A fadiga devida aos esforços efectuados origina o esgotamento das reservas de trifosfato de adenosina (ATP) e creatina-fosfato, bem como de glucogénio. Nos crustáceos a via principal seguida para degradação do ATP post mortem no músculo consiste na desaminação do ATP a adenosina. Esta reacção é catalisada por enzimas endógenas e ocorre com grande rapidez. Nesta fase inicial ocorre a desfosforilação de fosfatos orgânicos, formação de glucose, fosfo-açucares e ácido láctico acompanhada da diminuição do pH ao longo da instalação do rigor mortis (Sikorski et al., 1990).

O metabolismo dos compostos azotados após o rigor mortis é o principal responsável pela perda da frescura e pelo aparecimento de sinais de putrefacção. A gamba é extremamente sensível a deterioração enzimática e microbiana devido à sua concentração elevada de compostos azotados não proteicos, originando compostos sensorialmente inaceitáveis, tais como compostos aromáticos voláteis e a alteração parcial de proteínas. Numa primeira fase, este é um processo enzimático endógeno, onde ocorre a autólise. Numa segunda fase prevalece o metabolismo bacteriano, que conduz ao estado final de decomposição. Muitas das reacções podem ser catalisadas por enzimas tanto endógenas quer microbianas, pelo que por vezes se torna impossível diferenciar alterações microbianas e autolíticas (Sikorski et al., 1990). 

A desnaturação proteica está definida como uma “alteração substancial nas propriedades de uma proteína que não é acompanhada pela quebra de pontes peptidicas” e é da maior importância no pescado pois as proteínas (representam na gamba entre 17 e 23% do peso total) do pescado são mais instáveis e sujeitas a desnaturação em comparação com proteínas de mamíferos (Braz, 1986; Sikorski et al., 1990). 

A degradação proteica pode ocorrer devido a vários factores; devido a desidratação ou devida ao incremento da concentração de sal, devida à interacção com degradação lipídica ou devido à interacção com a degradação do óxido de trimetilamina (interacção com o formaldeído) (Braz, 1986).

A degradação lipídica pode ocorrer de dois modos; oxidação lipídica e hidrólise lipídica. No entanto na gamba a degradação lipídica é pouco comum devido ao baixo nível de gordura total encontrada (geralmente menos de 0,5 %) (Bak et al., 1999).
1.6.1 Parâmetros químicos de deterioração
O marisco e o peixe marinho em geral são usualmente ricos em óxido de trimetilamina, composto químico envolvido na regulação da pressão osmótica. Após a morte, este composto é reduzido por acção bacteriana a trimetilamina (TMA) que confere o odor característico ao peixe. A trimetilamina, por sua vez, é reduzida enzimáticamente a dimetilamina (DMA) e formaldeído (Figura 4). As aminas voláteis TMA e DMA têm sido amplamente usadas como indicadores de frescura em pescado marinho. Para além da TMA e DMA, também se pode encontrar na fracção de aminas, monometilaminas e amónia, bem como outras aminas biogénicas derivadas da descarboxilação de aminoácidos (Belitz et al. 2004; Rawles et al. 1996). 
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Figura 4.  Redução bacteriana de óxido de trimetilamina (OTMA) a trimetilamina (I) e desdobramento enzimático endógeno de OTMA em dimetilamina e formaldeído (II). 
A quantidade de aminas azotadas, sobretudo de azoto-trimetilamínico (ATMA) tem sido relacionada com o crescimento de flora microbiana, tal como o azoto básico volátil total (ABVT) presente que engloba não só a quantidade de ATMA presente, mas também de todas as aminas azotadas presentes (Anderson, 2008).

A formação de ATMA e ABVT foi relacionada igualmente com a formação de aminas biogénicas em diferentes espécie de peixes (Baixas-Nogueras et al., 2001a; Ruiz-Capillas & Moral, 2001).
As aminas biogénicas são aminas permanentes que são produzidas em peixes e mariscos após a morte. A classe inclui a cadaverina, putrescina, espermidina, espermina, tiramina, triptamina e histamina (Rawles et al., 1996).

O regulamento (CE) nº 854/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho Europeu de 29 de Abril indica no artigo B do capítulo 2 do anexo III que se o exame organoléptico levantar qualquer suspeita quanto à frescura dos produtos da pesca, nos quais se incluem os crustáceos, e por conseguinte a gamba, devem ser colhidas amostras que serão submetidas a testes laboratoriais para determinação dos teores de azoto básico volátil total e de azoto trimetilamínico servindo estes como indicadores de frescura.
Diversos métodos analíticos foram utilizados para a quantificação de ABVT e de ATMA. Entre os métodos desenvolvidos encontram-se a destilação de vapor (Malle & Tao, 1987), colorimetria (AOAC, 2005; Dyer, 1945), fotometria (Zhi et al., 1995), cromatografia líquida do elevado desempenho (Malle & Valle, 1996), cromatografia gasosa (Fiddler et al., 1991; Veciana-Nogues et al,. 1996), electroforese capilar (Timm & Jørgensen, 2002), sensores semi-condutores de óxidos metálicos (Hammond et al. 2002; Zhao et al., 2000; Zhao et al., 2002), eléctrodos selectivos (Mitsubayashi et al., 2004), injecção de fluxo/difusão de gás com espectrofotometria (Baixas-Nogueras et al., 2001b; Sadok et al., 1996), detecção potenciométrica (Adhoum et al., 2003) e o método directo de micro extracção de fase sólida (Béné et al., 2000). 
O Regulamento (CE) nº 2074/2005 da Comissão Europeia de 5 de Dezembro de 2005 estabelece medidas de execução para determinados produtos ao abrigo do Regulamento (CE) nº 853/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho e para a organização de controlos oficiais ao abrigo dos Regulamentos (CE) nº 854/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho e nº 882/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho e vem fixar no seu anexo II, secção II e capitulo I, valores limite de ABVT para determinadas categorias de produtos de pesca e os métodos de análise a utilizar, regulamento que veio a ser alterado pelo regulamento (CE) nº 1022/2008 da Comissão de 17 de Outubro, sendo este o único parâmetro de avaliação de qualidade actualmente regulamentado em Portugal.
O método de referência descrito no Regulamento (CE) nº 2074/2005 da Comissão Europeia é o método de destilação de um extracto desproteinizado com ácido perclórico. Os métodos de rotina utilizáveis para controlo dos limites de ABVT de acordo com a Comissão Europeia são os seguintes:
· Método de microdifusão descrito por Conway e Byrne,

· Método de destilação directa descrito por Antonacopoulos,
· Método de destilação de um extracto desproteinizado com ácido tricloroacético proposto pelo Comité do Codex Alimentarius para peixe e produtos de pesca.
A Norma Portuguesa NP 2930 (IPQ, 1988) refere para a determinação de ABVT, como método de referência o método de Conway, e obedecendo à directiva da Comissão Europeia, no presente estudo a metodologia usada foi a descrita por Conway.

O método de microdifusão de Conway é um método que permite separar substâncias, presentes a nível de microquantidades por difusão. Este método envolve a transformação do constituinte da amostra, que se pretende determinar, numa substância volátil, através de uma reacção adequada. O composto volátil sofre uma difusão através do meio circundante e será absorvido numa solução adequada (Ohlweiler, 1982). A grande desvantagem deste método é exigir a extracção das bases voláteis através de ácido tricloroacético seguida da titulação com a solução padrão de ácido clorídrico, o que torna este método fastidioso e demorado embora sem por em causa a fiabilidade dos resultados obtidos, motivo que faz dele o método de referência da Comissão Europeia (Dhaouadi et al., 2007).

As alterações nos níveis de ABVT são da maior importância. Diversos estudos referem que o nível de ABVT em pescado acabado de capturar se encontra entre 4 e 9 mg/100 g. Connell (1995) sugeriu que valores de ABVT de 30 a 35 mg/100 g indicam estados iniciais de decomposição, no entanto existem determinadas espécies marinhas que, mesmo em avançado estado de putrefacção, o valor de ABVT não atinge estes níveis. Por outro lado, algumas espécies cujo estado de deterioração não é aparentemente avançado atingem valores de ABVT na ordem dos 140 mg/100 g. No primeiro caso, os baixos níveis de ABVT presentes foram explicados pelo baixo valor de pH e pela composição da flora microbiana encontrada. O valor de pH óptimo para a ocorrência da redução bacteriana do OTMA em TMA é entre os 7,2 e 7,4. A reduzida abundância de Shewanella putrefaciens, bactéria que é a principal dinamizadora da redução da OTMA, também ajuda a explicar os baixos valores de ABVT determinados. Por estes motivos, o ABVT é indicado por alguns autores, e para algumas espécies estudadas como um indicador de frescura delicado (Tsironi et al., 2009; Castro et al., 2006).

Mendes et al., (2002) indicam valores de referência para o ABVT na gamba, tendo estimado um valor médio de 26 mg/100 g em gamba fresca. Do cruzamento da informação relativa ao ABVT e à análise sensorial os autores criticam os valores de referência indicados no Regulamento CE 2074/2005 da Comissão Europeia de 25 mg/100 g (para as espécies Sebastes spp., Helicolenus dactylopterus e Sebastichthys capensis), de 30 mg/100 g (para as espécies que pertencem à família Pleuronectidae à excepção do alabote: Hippoglossus spp.), e de 35 mg/100 g (para Salmo salar, espécies que pertencem à família Merluccidae e espécies que pertencem à família Gadidae) indicando para a gamba outros valores de referência constantes na Tabela 2.
Tabela 2. Valores de ABVT na gamba sugeridos por Mendes et al., 2002.
	Estado de frescura da gamba
	Valor de ABVT

	Gamba Fresca
	<30 mg/ 100 g

	Ligeira decomposição
	30 – 40 mg/ 100 g

	Limiar do frescor
	40 – 60 mg/ 100 g

	Imprópria para consumo
	> 60 mg/ 100 g


1.6.2 Deterioração microbiológica na gamba

Segundo Gram & Dalgaard (2002) apesar da grande variação na natureza da microbiota presente em peixes, moluscos e crustáceos, estes podem ser categorizados em grupos com ecologia microbiana similar durante o seu tempo de conservação útil, visto que a microbiota se altera devido às diferentes capacidades dos microrganismos de tolerar as condições de armazenamento. Assim, bactérias Gram-negativas, fermentativas (tais como o género Vibrionaceae) são sobretudo contaminantes de peixes que não são sujeitos a refrigeração nem a outro método de preservação, já peixe e marisco sujeito a refrigeração e armazenamento em gelo estão sobretudo expostas a bactérias Gram-negativas psicrotolerantes (Pseudomonas spp. e Shewanella spp.).
Na gamba, é no cefalotórax (i.e., na “cabeça”) que se encontra grande parte da carga microbiana (cerca de 75% da carga microbiana total). Gamba lavada e descabeçada conservada em camadas alternadas de gelo mostrou contagens estáveis de bactérias medidas a partir de amostras recolhidas na camada de topo. Os valores máximos registados nesses casos foram de 1,2 x 105 unidades formadoras de colónias (UFC) por grama no sexto dia após a captura não tendo sido registadas alterações na cor e aparência geral. Em gamba conservada inteira em camadas de gelo, o número de microrganismos aumentou 7 vezes, 48 horas após a captura enquanto esse aumento é de apenas 5 vezes em gamba sem cabeça, o que demonstra que a gamba inteira é de mais difícil conservação em ambiente refrigerado, motivo que leva muitas traineiras a preferirem o descabeçamento da gamba apesar de alguma perda de valor comercial (Borgstrom, 1961). 
Dado que a conservação da gamba em traineiras é efectuada por camadas, por vezes sem escoamento de água proveniente de gelo fundido, verificou-se nessas condições diferenças entre a carga microbiana nas camadas superiores que aumenta cerca de 125 vezes em relação à hora da captura após 96 horas enquanto nas camadas inferiores esse aumento é de cerca de 250 vezes (Borgstrom, 1961). 

Nos últimos quinze anos, a deterioração microbiológica pós-captura tem sido amplamente estudada em diversas espécies de camarão. Os parâmetros microbiológicos mais testados foram a contagem total de mesófilos aeróbios (Valdimarsson et al., 1998; Hatha et al., 2003; Metcalfe & Marshall, 2004; Le et al., 2005; Casani et al., 2006; Jeyasekaran et al., 2006; Kennedy et al., 2006; Cadun et al., 2008; Mejholm et al., 2008; Cao et al., 2009; Nirmal & Benjakul, 2009; Tsironi et al., 2009), a contagem total de coliformes (Bhaskar et al., 1995; Dalsgaard et al., 1995; Bhaskar et al., 1998; Valdimarsson et al., 1998; Hatha et al., 2003; Suwansonthichai & Rengpipat, 2003; Jeyasekaran et al., 2006; Bueno-Solano et al., 2009; Keeratipibul et al., 2009), contagens de Salmonella (Bhaskar et al., 1995; Dalsgaard et al., 1995; Bhaskar et al., 1998; Hatha et al., 2003; Bueno-Solano et al., 2009; Casani et al., 2006; Mahmoud, 2009; e Norhana et al., 2010), contagens de Escherichia coli (Bhaskar et al., 1995; Bhaskar et al., 1998; Hatha et al., 2003; Suwansonthichai & Rengpipat, 2003; Bueno-Solano et al., 2009; Mahmoud, 2009), diversas contagens de coliformes fecais (descritas por Bhaskar et al., 1995; Dalsgaard et al., 1995; Bhaskar et al., 1998; Valdimarsson et al., 1998; e Umesha et al., 2008) e contagens totais de psicrotróficos aeróbios (Hatha et al., 2003; Metcalfe & Marshall, 2004; Jeyasekaran et al., 2006; Cadun et al., 2008; Nirmal & Benjakul, 2009). Também se efectuaram contagens de várias espécies de Vibrio spp, sendo que neste caso a maioria dos trabalhos se debruçou sobre o estudo de águas provenientes de aquaculturas de diversas espécies de gamba e camarão (Dalgaard et al., 1995; Hernández-López et al., 1995, Guerra-Flores et al., 1997; Bhaskar et al., 1998; Robertson et al, 1998; Hosseini et al., 2004; Gopal et al., 2005; Kennedy et al., 2006; Sousa et al., 2006; Goarant et al., 2007; Chrsolite et al., 2008; Mahmoud 2009).   
Utilizam-se vários microrganismos ou grupos de microrganismos como indicadores de contaminação de pescado. A contagem de bactérias mesófilas aeróbias é a contagem de microrganismos viáveis mais usada para indicar a qualidade sanitária dos alimentos. A presença de um número elevado de bactérias mesófilas aeróbias que crescem bem a temperaturas corporais (37 ºC) ou próximo destas significa que podem ter existido condições favoráveis para o desenvolvimento e multiplicação de microrganismos patogénicos de origem humana ou animal (Elliot et al., 1978). As bactérias aeróbias mesófilas são no entanto um grupo indicador de escasso valor uma vez que representam uma contagem muito menos precisa e fiável do perigo de intoxicação alimentar do que outros organismos ou grupos de microrganismos indicadores pois em alimentos crus, dessa contagem faz parte a microbiota natural desse alimento ou apenas é indicador de uma alteração incipiente e não um potencial perigo (Elliot et al., 1978). Por outro lado, a deterioração de alimentos que costumam ser mantidos refrigerados é frequentemente produzida por bactérias psicrotróficas sendo no entanto usual encontrar valores próximos entre mesófilos e psicrotróficos pois muitas das bactérias capazes de crescer em condições de temperatura entre os 0 e os 7 ºC são mesófilos facultativos (Ray, 1989).
Outro grupo de microrganismos indicadores referenciado é a pesquisa de coliformes totais. Este grupo inclui espécies como a Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes ou Klebsiella pneumoniae, e outras espécies capazes de fermentar a lactose. Para além disso, algumas destas espécies são ”habitantes” naturais do tracto intestinal de humanos, aves e animais de sangue quente e outras reproduzem-se nos solos. Assim este tipo de identificação não se destina à determinação de contaminação fecal mas sim à avaliação da eficiência de práticas sanitárias que visam a redução microbiana. A sua presença em alimentos crus sujeitos a refrigeração deve ser cuidadosamente analisada pois alguns coliformes conseguem sobreviver e multiplicar-se a temperaturas de refrigeração (Ray, 1989).

Os coliformes fecais, actualmente chamados de coliformes termotolerantes, são um subgrupo do anterior no qual se incluem as espécies de origem fecal que se reproduzem activamente à temperatura de 44,5 °C, temperatura suficiente que lhes permite também fermentar o açúcar e a lactose, com produção de ácidos e gases. São muitas vezes usadas como indicadores da qualidade sanitária da água, e não representam por si só um perigo para a saúde, servindo antes como indicadores da presença de outros organismos causadores de problemas para a saúde. Os coliformes fecais (termotolerantes) incluem três géneros; Escherichia, Enterobacter e Klebsiella. A desvantagem da sua pesquisa é a sua sensibilidade a condições não ideais de crescimento que podem afectar a sua efectividade quanto à possível presença de patogénicos entéricos. A contagem individualizada de E. coli (pertencente ao grupo dos coliformes fecais) referida nalguns dos estudos examinados também tem sido usada como indicador de contaminação fecal, com as mesmas vantagens e desvantagens do grupo dos coliformes fecais (Ray, 1989). 
A família Enterobacteriaceae, embora sem ter sido referida na pesquisa bibliográfica efectuada, é um outro grupo indicador bastante abrangente que inclui os géneros Salmonella, Shigella, e Escherichia entre outros. Estes ocupam uma posição central na biologia corrente e, devido às suas diversas propriedades, são de grande significância na microbiologia alimentar. Muitas das espécies que compõem este grupo são de origem fecal pelo que estas contagens podem ser indicadoras de contaminação fecal. No entanto algumas espécies deste grupo estão presentes no solo e vegetação e logo não permitem directamente essa conclusão (Ray, 1989; Robinson et al., 2000). O uso de contagens de Enterobactericeae seguida da identificação de colónias isoladas permite então estudar a presença ou ausência de um grande número de espécies incluindo aquelas que foram separadamente objecto de maior pesquisa na bibliografia consultada como o foram o caso das espécies de Salmonella e Escherichia coli.

Como foi referido, a deterioração da gamba está bastante relacionada com a natureza da microbiota e o correspondente nível de contaminação presente no pescado, mas devido às características operacionais e práticas dos métodos microbiológicos torna-se impraticável a sua utilização no controlo de qualidade do pescado pois, na maioria dos casos, implica que os resultados só estejam disponíveis após o fim do período de conservação útil do pescado comercializado fresco. 

A carga microbiana presente no pescado tem um efeito directo na qualidade, porém é através de métodos indirectos, como a determinação de compostos azotados, ou através da análise sensorial que se controla a qualidade no pescado.
1.6.3 Escurecimento enzimático na gamba (melanose)

A gamba é altamente perecível e tem um limitado período de conservação, em virtude da deterioração de origem microbiana. No entanto, a sua menor aceitação pelos consumidores está principalmente associada à melanose (Gokoglu & Yerlikaya, 2008). 
A melanose (coloração escura nos crustáceos), é um processo pós-morte natural induzido pela polimerização de fenóis em pigmentos pretos insolúveis, as melaninas. A polimerização do fenol é catalisada pela polifenol oxidase (Poliphenoloxidase ou PPO), também chamada de tirosinase, fenoloxidase, catecol oxidase, monofenol oxidase, cresolase ou catecolase, um complexo enzimático encontrado em quase todos os organismos (Kim et al., 2000). Estes pigmentos são produzidos por uma reacção oxidativa pela tirosinase na tirosina (Figura 5), estando colocado de parte que o surgimento de manchas negras esteja de alguma forma relacionado com contaminação microbiana (Whitaker, 1995). Embora a melanose pareça ser inofensiva para os consumidores do ponto de vista de saúde pública, ela reduz drasticamente o valor de mercado da gamba, visto que a aceitabilidade do produto pelo consumidor diminui bastante e dai a considerável perda financeira (Montero et al., 2001).
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Figura 5. Oxidação da tirosina por acção da polifenoloxidase (PPO), que catalisa a oxidação da tirosina em DOPA e em DOPA quinona o que origina a formação de melanina (adaptado de Whitaker, 1995).
Para estender o tempo de conservação da gamba são usados inibidores da melanose. Os sulfitos e seus derivados são amplamente utilizados como inibidores da acção da PPO, ao actuarem através do impedimento da polimerização das quinonas, combinando-se irreversivelmente com elas, o que origina a formação de compostos incolores (Joseph et al., 1998; Machado & Toledo, 2006). Os sulfitos muitas vezes não são aplicados de maneira adequada como reportam Hardisson et al. (2002), pois já se verificaram situações em que existe aplicação que excede os valores limite legais referenciados pelo Decreto-lei nº 363/98 de 19 de Novembro que indica limites de 150 mg/kg. 
No caso de P. longirostris, a situação é mais grave visto já ter sido reportado (Martínez-Alvarez et al., 2008; Zamorano et al., 2009) que os limites autorizados de sulfitos não são suficientes para impedir a melanose. Tem sido sugerida a utilização de tratamentos alternativos ou o descabeçamento da gamba, visto ser no cefalotórax que o aparecimento de pontos negros se inicia, o que não acontece sem a presença deste.
Doses elevadas de sulfitos podem originar complicações cardíacas em pessoas asmáticas e pode também causar reacções alérgicas nos consumidores em geral (Taylor et al., 1996). Consequentemente, compostos de origem natural tal como o ácido ascórbico (Jang et al., 2002), ácido ferulico (Nirmal & Benjakul, 2009), ácido kojico (Chen et al., 1991), fícina (Taoukis et al., 1990), ácido cítrico (Montero et al., 2001), galato dodecil (Kubo et al., 2003) e ácido oxálico (Son et al., 2000) têm sido usados como substitutos seguros dos sulfitos. Compostos fenólicos de plantas são outros agentes prometedores que possuem actividade antimicrobiana e antioxidante (Souza et al., 2008; Chanthachum & Beuchat, 1997). Verificou-se que os flavonóides, tocoferois, cumarina e ácidos derivados de canela têm efeitos antioxidantes (Jayaprakash et al., 2001). Também o extracto de sementes de uva foi estudado e dado como inibidor da melanose na gamba P. longirostris (Gokoglu & Yerlikaya, 2008).  
1.7 Coeficiente térmico Q10 

Segundo Prosser & Brown (1961), a temperatura é um factor que afecta de forma importante numerosos processos biológicos e fenómenos a eles associados.

Foram propostos muitos modelos de modo a descrever o efeito da temperatura nos processos biológicos, e.g. o coeficiente térmico Q10. O Q10 é o rácio de incremento de um determinado parâmetro de um processo biológico em consequência do aumento de temperatura em 10 ºC (Xiao, 2000).

1.8 Avaliação sensorial 
A Análise Sensorial é uma disciplina da Ciência usada na medição, análise e interpretação de características de alimentos pelos sentidos da visão, olfacto, paladar, tacto e audição (Ólafsdóttir et al., 1997).

No pescado ocorrem alterações sensoriais na sua aparência, odor, sabor e textura durante a sua deterioração ao longo do tempo e à medida que vai perdendo a sua “frescura”, pelo que a avaliação sensorial é um importante método na determinação e avaliação da frescura e qualidade do pescado usualmente usado no sector das pescas e pelos serviços de inspecção do sector (Luten & Martinsdóttir, 1997; Hyldig & Green-Petersen, 2004).

A “frescura” é a principal característica de qualidade de crustáceos, que são um produto alimentar muito perecível. É, por isso, importante ter um método eficaz para avaliar a frescura dos crustáceos de uma maneira rápida, fácil e de confiança. O método de índice da qualidade (Quality Index Method ou QIM) é um sistema para a avaliação da frescura e da qualidade de produtos de pesca originalmente desenvolvido pela Tasmanian Food Research Unit (do CSIRO, Austrália) (Bremner, 1985). 
O QIM é baseado nas características do pescado consideradas significativas, em termos de aparência, de odor e de textura, que se alteram em função do tempo de armazenamento. A descrição dos atributos e respectivas alterações é precisa, objectiva, independente e, principalmente, restrita a um pequeno conjunto de termos (Ólafsdóttir et al., 1997; Costell, 2002; Sveinsdóttir et al., 2003; Hyldig & Green-Petersen, 2004). Uma pontuação de 0 a 2 ou 3 pontos de demérito (i.e. “quanto maior pontuação, pior a qualidade”) é definida para cada parâmetro de qualidade de acordo com as descrições específicas desse parâmetro. As pontuações atribuídas aos vários parâmetros de qualidade são somadas para dar um “sensorial total”, o índice da qualidade (QI) (Luten & Martinsdóttir, 1997; Martinsdóttir et al., 2001a; Bonilla et al., 2007). 

Visto que não é dada muita importância a uma simples característica ou atributo, uma amostra não poderá ser rejeitada com base apenas num critério e diferenças menores resultantes de algum dos critérios não influenciam de forma determinante o total do QI (Luten & Martinsdóttir, 1997).

Quanto maior for a alteração das características durante a decomposição, maior pontuação poderá ser atribuída a um só parâmetro (Hyldig & Nielsen, 1997). O objectivo é estabelecer uma (cor)relação linear entre a qualidade sensorial expressa pelo QI e o estado de conservação (em gelo) ao longo do tempo (Figura 6) (Larsen et al., 1992; Hyldig & Nielsen, 1997; Sveinsdóttir et al., 2002; 2003; Hyldig & Green-Petersen, 2004; Hyldig & Nielsen, 2004;).
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Figura 6. Correlação Linear entre pontos de demérito e a armazenagem ao longo do tempo. Representação esquemática do QIM (adaptado de Sykes et al., 2009).
O método tem que ser desenvolvido ou adaptado a cada espécie de pescado. Se o tempo de conservação útil da espécie em gelo é conhecido, o número total de pontos de demérito do índice de qualidade (QI) duma dada amostra pode ser usado para estimar o período de conservação útil restante (Luten & Martinsdóttir, 1997; Martinsdóttir et al., 2001b; Bonilla et al., 2007). 

Segundo Barbosa & Vaz-Pires (2004), a maior vantagem do método de índice de qualidade é o facto de este implicar a transformação de conhecimento cientifico sobre o produto em causa numa solução “amiga do consumidor”, possível de ser usada de um modo simples e directo, sem existir a necessidade de noções cientificas quer da parte de revendedores, quer da parte dos clientes em geral, o que é não só desejável, mas também é raro de acontecer.

Já foram propostos para a gamba (Pandalus borealis) alguns esquemas de QIM (Martinsdóttir et al., 1998; Martinsdóttir et al., 2001a; 2001b; Zeng et al., 2005) que embora não se refiram à espécie abordada neste estudo constituíram uma referência. 
1.9 Objectivos 
Para este estudo foi determinado um objectivo geral e delineados alguns objectivos específicos. O objectivo geral deste estudo foi a análise da deterioração da gamba Parapenaeus longirostris comercializada conservada de modo tradicional, i.e., em gelo, com e sem escoamento do gelo fundido, nomeadamente:

a) Estudar a evolução dos compostos azotados (ABVT e ATMA); 
b)  Avaliar a qualidade microbiológica em termos de segurança alimentar e estudar o crescimento de alguns grupos microbianos em gamba;

c) Estudar preliminarmente a qualidade sensorial (QIM);
Também se pretendeu estudar a dinâmica de evolução de ABVT e ATMA, em gamba conservada a diversas temperaturas (sem gelo).
Os objectivos específicos para este trabalho foram: 
1. Estudar a viabilidade e consistência da determinação de ABVT e ATMA enquanto parâmetros indicadores de “frescura” na gamba e indicar valores limites de ABVT e ATMA em gamba "fresca";
2. Modelar a evolução de ABVT e ATMA na gama de temperaturas a testar e determinar a influência do factor “temperatura de conservação” na dinâmica de evolução dos valores de ABVT e ATMA;
3. Verificar a existência/ausência de lixiviação de ABVT e ATMA em contacto com água e gelo fundido;
4. Estudar a presença e o crescimento de coliformes fecais, coliformes termoresistentes, Escherichia coli, bactérias psicrotróficas, bactérias mesófilas e enterobactérias em gamba conservada em condições que simulem as efectivas condições reais de venda ao público;
5. Estudar a relação entre contaminação microbiológica e deterioração química (ABVT e ATMA) em gamba;
6. Desenvolver uma escala de índice de qualidade (QI) específica para a espécie em estudo e validar experimentalmente esse (QI) e a avaliação sensorial pelo método QIM.
2 Material e métodos
2.1 Amostra de gamba para análise

Para os ensaios experimentais foi utilizada gamba P. longirostris adquirida no Mercado Municipal de Faro em amostras de 1 kg e cujo desembarque foi efectuado, segundo informações do revendedor, nos dias da compra no porto de Vila Real de Santo António e transportada em viaturas refrigeradas para o mercado. As amostras foram transportadas para os laboratórios do Departamento de Engenharia do Instituto Superior de Engenharia da Universidade do Algarve em mala térmica e em gelo, a temperaturas controladas entre os -1 e 3 ºC. 

2.2 Estratégia do estudo de deterioração da gamba

As amostras de gamba incluiam espécimes de diversos tamanhos, pelo que se julgou apropriado verificar se o tamanho de cada individuo influencia a determinação do azoto básico volátil total (ABVT) – único indicador de deterioração que se encontra regulamentado na Comunidade Europeia e em Portugal para crustáceos. 
Num conjunto de amostras de gamba foi efectuada uma triagem que resultou na definição de três classes, de acordo com o comprimento do cefalotórax. Na classe 3 foram colocados os espécimes com tamanho entre os 19,5 e os 23,4 mm, na classe 2 os espécimes com tamanho entre os 23,5 e os 27,4 mm e na classe 1 os espécimes entre os 27,5 e os 31,4 mm. Utilizou-se ANOVA a uma entrada (factor: classe de comprimento) para testar as diferenças nos teores em ABVT entre classes de comprimento). Uma vez que não se verificou nenhum efeito do tamanho sobre o ABVT determinado em cada uma das classes, o tamanho dos espécimes não foi considerado nas experiências que se descrevem a seguir. 
Desde a captura até à venda ao consumidor final, a gamba é geralmente conservada em caixas de plástico ou esferovite e coberta com gelo. Por vezes tratam-se de caixas que não se encontram providas de furos para escoar a água resultante do gelo fundido, pelo que a gamba acaba por passar alguns periodos (até várias horas) da sua conservação apenas em água fria. 
De modo a analisar o mais aproximadamente possível as condições reais utilizadas durante o circuito comercial, ou seja a conservação em gelo, planeou-se uma experiência onde uma amostra de gamba foi conservada por um periodo até 30 dias em recipientes sem escoamento para o gelo fundido (Tratamento I) e outra amostra de gamba conservada em tabuleiros perfurados que perimitiam o escoamento do gelo fundido (Tratamento II). 
No primeiro caso (Tratamento I), foi usado um tabuleiro rectangular, com a substituição do gelo derretido, a gamba era escorrida através de um passador, e colocado novo gelo em cima assim permanecendo entre 8 a 12 horas. Foram determinados os teores de ABVT e ATMA na gamba. No Tratamento II, o tabuleiro para colocação da gamba possuía um sistema simples de escoamento e recolha num outro tabuleiro da água resultante da fundição do gelo. Para minimizar possíveis contaminações microbiológicas, o primeiro tabuleiro foi sujeito no início de cada ensaio a desinfecção com etanol a 70% e lavagem com água destilada. O segundo tabuleiro (de recolha) foi submetido à mesma desinfecção e lavagem, após a recolha da água resultante da fundição do gelo anteriormente colocado na gamba, entre 8 a 12 horas antes. Foram determinados os teores de ABVT e ATMA na gamba e no gelo fundido, efectuadas contagens microbiológicas na gamba e no gelo, e realizadas análises físicas e de índole sensorial à gamba. Os ensaios foram realizados em fitoclima/câmara frigorifica regulada a 80% de humidade (aproximadamente o valor de humidade determinada na gamba), e a 3 ºC ( 2 ºC.

Para estudar o efeito da temperatura sobre a deterioração da gamba, os espécimes foram mantidos em fitoclima regulada para a temperatura a testar (5, 10, 15, 20 e 25 ºC, ou seja,  compreendendo a gama de temperaturas correntes no circuito comercial),  80% de humidade e sem recurso a gelo. Foram efectuadas determinações de ABVT e ATMA e contagens microbiológicas em gamba conservada a 5 e a 15 ºC. 

2.2.1 Determinações químicas (ABVT e ATMA)

Para a determinação do teor ABVT e ATMA foi usado o método de microdifusão de Conway e Byrne – método de referência – como descrito na Norma NP 2930 (IPQ, 1988). Todas as soluções utilizadas foram preparadas com água destilada e reagentes de pureza analítica. 

Para a extracção de amostra de gamba destinada aos ensaios químicos foi pesada gamba sem casca e sem cabeça ao qual foi adicionada uma solução de ácido tricloroacético, que foi homogeneizada e extraída durante 2 minutos. O extracto foi então filtrado em papel de filtro de modo a obter uma solução límpida.

Para determinação do ABVT presente na água resultante da liquefacção do gelo durante a conservação da gamba em gelo foi usada directamente essa água como amostra, após a sua recolha e filtração.
A execução do método de Conway e Byrne na determinação do ABVT consistiu em pipetar para a parte central da célula de Conway (Figura 7)  uma solução de ácido bórico, à qual foi adicionada indicador verde de bromocresol com vermelho de metilo. Na parte exterior da célula de Conway foi colocada água destilada, extracto de amostra filtrado e solução saturada de carbonato de potássio e logo após a adição deste, a célula de Conway foi completamente coberta com tampa esmerilada untada com silicone. As células foram ligeiramente agitadas para que ocorresse a mistura das soluções, dando lugar ao início da volatização das bases presentes na amostra.

As bases voláteis libertadas pelo extracto de amostra foram recolhidas na solução de ácido bórico e determinadas por titulação com ácido clorídrico até ao aparecimento de uma solução de cor rosa.

Para controlo da difusão, foram efectuadas junto com cada ensaio, duas verificações da difusão paralela à determinação, seguindo a técnica descrita, substituindo o volume de extracto de amostra filtrado por uma solução de sulfato de amónio. Também foi efectuada em cada prova um ensaio em branco substituindo o volume do extracto de amostra filtrado por água destilada. Para cada condição experimental foram realizadas três amostras em duplicado.
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Figura 7. Célula de Conway. Vista de topo e vista lateral.
Para a determinação do ATMA o procedimento foi semelhante ao descrito para o ABVT, com excepção do conteúdo da coroa circular da célula de Conway, que levou também uma solução de formaldeído, com o objectivo de inibir as aminas primárias e secundárias.

As determinações de ABVT e ATMA em gamba conservada sob as diferentes condições de temperatura em estudo (a 5, 10, 15, 20 e 25 ºC), decorreu até à deterioração das amostras, segundo parâmetros de avaliação sensorias, o que ocorreu, em diversos períodos temporais entre as 26 e as 76 horas de exposição. 

Nos vários ensaios, a cada uma das temperaturas estipuladas, foi monitorizada a temperatura no centro térmico de 4 espécimes utilizando um leitor térmico e termopares. Verificou-se que, em qualquer dos casos, o centro térmico da gamba demorava cerca de 1 hora a atingir a temperatura a que se efectuava o ensaio e assim permanecia com flutuações de ( 0,5 ºC durante o periodo experimental.
No caso da gamba armazenada a 5 ºC em fitoclima foram efectuadas determinações de ABVT e ATMA no início da experimentação às zero horas e após 27, 48, 52 e 76 horas de exposição. Para a gamba exposta a 10 ºC foram efectuados testes ao ABVT e ATMA às zero, 24, 29 e 50 horas de exposição. No ensaio a 15 ºC foram realizadas leituras em intervalos de 6 horas entre as zero e as 24 horas de exposição e após 32 horas. Na gamba armazenada a 20 ºC foram elaborados testes aos valores de ATMA e ABVT às zero, seis, 12, 18 e 31 horas de exposição. No ensaio a 25 ºC foram lidos os valores de ATMA e ABVT às zero horas de exposição e após seis, 12, 18 e 26 horas de permanência das amostras na fitoclima. Na prova efectuada em gamba conservada em gelo, sem escoador de gelo derretido efectuaram-se determinações de ABVT e ATMA às zero horas, e após 24, 48, 120, 144, 176, 190, 210, 312, 338, 415, 459, 558 e 720 horas (30 dias) de armazenagem e na experiência efectuada em gamba conservada em gelo, com escoador de gelo derretido efectuaram-se determinações de ABVT na gamba às zero horas, e após 24, 48, 72, 144, 168, 192, 216, 240 e 312 horas de armazenagem e à água recolhida no tabuleiro de escoamento de gelo derretido às 24, 48, 72, 144, 168, 192, 216, 240 e 312 horas de experiência.

Utilizou-se análise de regressão linear simples para descrever a evolução de ABVT e ATMA ao longo do tempo de ensaio. A significância e o ajuste dos modelos de regressão obtidos  foram avaliados através de ANOVA (da regressão) e do coeficiente de determinação R2, respectivamente.

2.2.2 Determinações microbiológicas

As análises microbiológicas realizadas à gamba, ao gelo antes de entrar em contacto com a gamba (para determinação da contaminação inicial) e ao gelo derretido, após contacto com a gamba foram:

· Contagem de microrganismos psicrotróficos;

· Contagem de microrganismos a 30 ºC;

· Contagem de Enterobacteriaceae.

No caso da gamba conservada em gelo, de modo a contabilizar e identificar a possível existência de alguma contaminação do gelo usado (proveniente da máquina de gelo, ainda que alimentada com água da rede pública) foram efectuadas algumas das análises estipuladas pelo Decreto-Lei nº. 306/2007 de 27 de Agosto referente à qualidade de água para consumo humano. As análises efectuadas ao gelo (não contaminado pela gamba) foram:

· Contagem de bactérias coliformes termotolerantes e de E. coli;

· Contagem de Enterococcus;

· Enumeração de microrganismos viáveis – número de colónias a 22 ºC;

· Enumeração de microrganismos viáveis – número de colónias a 37 ºC;

A contagem de microrganismos psicrotróficos foi realizada de acordo com a Norma NP 2307 (IPQ, 1987), apenas com a alteração no seu ponto 9.4 dado que para leitura procedeu-se à contagem de colónias nas placas de Petri que apresentaram entre 15 e 150 colónias. De acordo com a referida Norma, o meio de cultura utilizado foi o Plate Count Agar (PCA), com incubação a 6,5 ± 0,5 ºC durante 10 dias.
A contagem de microrganismos a 30 ºC foi realizada de acordo com a Norma NP 4405 (IPQ, 2002). De acordo com a referida Norma, o meio de cultura utilizado foi o Plate Count Agar (PCA), com incubação a 30 ± 1,0 ºC durante 72 ± 3 horas.
A contagem de Enterobactericeae foi efectuada de acordo com a Norma NP 4137 (IPQ, 1991) utilizando a técnica de contagem de colónias. O meio de cultura usado foi o Violet Red Bile Dextrose (VRBD), com incubação a 37 ± 1,0 ºC durante 24 horas.
A contagem de bactérias coliformes termotolerantes e E. coli foi efectuada de acordo com a Norma ISO 9308-1 (ISO, 2000) usando a técnica da membrana de filtração de 100 ml de amostra, com a alteração do meio de cultura usado, visto que em vez do meio Lactose TTC agar referido na Norma, foi usado o meio Membrane Lauryl Sulfate (MLS), meio este com especificações idênticas ao anterior, permitindo a sua utilização. A incubação foi realizada a 44 ± 1,0 ºC com as amostras a serem observadas após 24 e 48 horas de incubação.
A contagem de enterococos intestinais foi efectuada de acordo com o descrito na Norma ISO 7899-2 (ISO, 2000) usando a técnica da membrana de filtração de 100 ml de amostra. De acordo com a referida Norma, o meio de cultura utilizado foi o Slanetz & Bartley, com incubação a 37 ± 1,0 ºC durante 44 ± 4 horas.

Para a enumeração de microrganismos viáveis – número de colónias a 22 ºC e a 37 ºC – foi utilizada a técnica da micro-gota descrita por Miles & Misra (em Adams & Moss, 2008) utilizando um volume de gota de 20 (l. O meio de cultura utilizado foi o PCA e a incubação decorreu durante 72 horas a 22 ºC e durante 48 horas a 37 ªC, respectivamente.
Todos os meios de cultura utilizados foram preparados no Laboratório de Microbiologia do Instituto Superior de Engenharia de acordo com as instruções do fabricante. Durante a execução e preparação das análises de determinações microbianas foram utilizadas técnicas de assépsia.

Nas contagens microbiológicas, foi utilizada gamba sujeita às condições de armazenamento pré-definidas, sendo recolhidas para cada amostra 10 g de gamba utilizando técnicas de assépsia, de modo a evitar a contaminação dessas amostras. O diluente utilizado durante as análises foi água peptonada tamponada tendo sido adicionados 90 ml às 10 g de gamba. O conjunto foi homogeneizado a velocidade média durante 2 minutos. A diluição seguinte foi obtida pela adição de 1 ml desta suspensão em 9 ml de água peptonada tamponada procedendo-se do mesmo modo de forma sequencial, de forma a obter diluições decimais sucessivas.

Os 10 g de amostra recolhidos não incluíram a casca e a cabeça da gamba, o que desde logo reduz a carga microbiana presente, contudo esta opção é consistente com as determinações de ABVT e ATMA e deste modo torna possível relacionar os dados obtidos nas determinações químicas e microbiológicas.

As amostras de gelo destinadas a análise foram recolhidas em condições de assepsia para frascos esterilizados de 1 L de volume, tendo os frascos permanecido fechados à temperatura ambiente durante cerca de 2 horas de modo a permitir a fusão desse gelo e ser possível efectuar com a água resultante da fusão os procedimentos requeridos pelas técnicas analíticas.

A água resultante da fusão do gelo em contacto com a gamba e responsável pela sua conservação, foi recolhida em frascos esterilizados de 1 L de volume sendo usado directamente 1 ml dessa água na diluição zero sendo a diluição seguinte obtida pela adição de 1 ml desta água em 9 ml de água peptonada tamponada. As diluições seguintes foram conseguidas procedendo do mesmo modo de forma sequencial, por forma a obter diluições decimais sucessivas.

2.2.3 Determinação de propriedades físicas

O valor de ABVT e ATMA presente está intimamente relacionado com a humidade relativa na gamba. A actividade da água (aW) também é um factor importante para o estudo microbiológico pois também desse valor depende o tipo de microrganismos que são mais susceptíveis de crescer na gamba. Por este motivo a gamba conservada em gelo em recipiente com escoador de água foi sujeita a avaliações físicas, no que respeita a determinação de humidade relativa e determinação da actividade da água (aW).

A determinação de humidade relativa, em gamba sem cabeça e sem casca triturada, foi efectuada utilizando numa balança de infra-vermelhos (Mettler LP 16).
A actividade da água (aW) foi determinada utilizando um medidor de aW (Rotronic DIO), com a amostra a ser constituída por miolo de gamba triturada. A determinação foi efectuada à temperatura ambiente com o valor a estabilizar após cerca de 2 minutos de medição.
2.2.4 Coeficiente térmico Q10
Determinou-se o coeficiente térmico Q10 nos parâmetros considerados relevantes, designadamente:

· A taxa de incremento de ABVT e ATMA no caso das determinações químicas;

· A taxa de crescimento de determinados grupos de bactérias nas contagens microbiológicas.
A taxa de incremento de ABVT e ATMA, bem como a taxa de crescimento microbiano, visto serem fenómenos que ocorrem de forma exponencial foram determinadas pela linearização dos dados experimentais e representadas pelo declive da recta obtida.

2.2.5 Estudo sensorial

Com base nos trabalhos sobre Pandalus borealis (Martinsdóttir et al., 1998; Martinsdóttir et al., 2001b; Zeng et al., 2005) foram identificadas várias características sensoriais cuja alteração ao longo do processo de deterioração poderia permitir a elaboração de uma escala de índice de qualidade (QIM), nomeadamente ao nível da coloração, aspecto e extensão da melanose, do odor, da aderência do cefalotórax ao corpo e da aderência da carapaça ao músculo. Inicialmente, foram registadas todas as alterações sensoriais observadas na gamba durante a sua deterioração de modo a estabelecer a respectiva pontuação (em termos de pontos de demérito, PD). As características foram as correspondentes às alterações sensoriais testemunhadas mas também são bastante similares às descritas por Nielsen (1993), Laghmari & Marrakchi (2005) e Oliveira et al., (2009) nos seus escritos. A descrição e escala de pontos de demérito proposta apresenta-se na Tabela 3.
A proposta inicial de QIM foi aplicada por um painel de 7 provadores não treinados mas experientes na avaliação sensorial de produtos alimentares, para avaliação sensorial de amostras de gamba conservada em gelo com escoamento durante 8 dias (i.e., provas realizadas 0, 1, 2, 3, 6, 7, 8 dias após início do ensaio), através do preenchimento da ficha de prova representada na Figura 8. 

Para testar as diferenças entre QI por característica sensorial ao longo do tempo de conservação, tomando em consideração as potenciais diferenças na avaliação sensorial entre os provadores, utilizou-se ANOVA a duas entradas (factores: tempo e provador). Por outro lado, utilizou-se análise de regressão linear simples para descrever a evolução do QI ao longo do tempo de ensaio. A significância e o ajuste do modelo de regressão obtido foram avaliados através de ANOVA (da regressão) e do coeficiente de determinação R2, respectivamente. 

Tabela 3. Descrição de características sensoriais significativas e escala de índice de qualidade correspondente.
	Parâmetro Sensorial
	Caracterização descritiva do parâmetro
	Escala

	Cor
	Tom rosa a alaranjado forte
	0

	
	Tom rosa a alaranjado suave
	1

	
	Tom rosa a alaranjado translúcido com presença de tons amarelados.
	2

	
	Gamba bastante esbranquiçada com presença de tons amarelos e verdes  
	3

	Aspecto e extensão da melanose
	Ausência total de melanose
	0

	
	Presença de alguma melanose no cefalotórax
	1

	
	Presença intensa de melanose apenas no cefalotórax
	2

	
	Presença de melanose no cefalotórax e corpo
	3

	Aderência da carapaça à carne
	Aderência fraca da carapaça – fácil descasque com a carapaça a soltar-se por inteira da carne
	0

	
	Aderência média da carapaça – descasque com a carapaça a soltar-se da carne aos pedaços
	1

	
	Aderência forte da carapaça à carne – difícil descasque com a carapaça a custar a soltar-se da carne
	2

	Aderência do cefalotórax ao corpo
	Aderência forte do cefalotórax ao corpo
	0

	
	Aderência média do cefalotórax ao corpo
	1

	
	Aderência fraca do cefalotórax ao corpo
	2

	
	Cefalotórax apartado do corpo 
	3

	Odor
	Aroma Fresco, suave de algas marinhas
	0

	
	 Aroma fraco, a maresia
	1

	
	Aroma Amoniacal fraco
	2

	
	Amoniacal forte, pútrido
	3
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Figura 8. Ficha de prova sensorial (QIM) para avaliação de gamba.
3 Resultados
3.1 Diferenças de ABVT entre classes de tamanho na gamba 

As 3 classes de calibração de acordo com o comprimento do cefalotórax de cada espécime entre os 19,5 e os 23,4 mm para a gamba “pequena” (Classe 3), entre os 23,5 e os 27,4 mm para a gamba “média” (Classe 2) e entre os 27,5 e os 31,4 mm para a gamba “grande” (Classe 1) alcançaram os resultados de ABVT constantes nas Tabelas 4, 5 e 6:

Tabela 4. Valores de ABVT (mg/100 g), por amostra para a gamba da classe 1 (Grande), respectivas médias e desvio-padrão.
	Tamanho Grande

	Amostra
	Média ABVT (mg/100 g)
	Média da classe
	Desvio-padrão

	
	 por amostra
	
	

	1
	37,49
	32
	3,91

	2
	28,7
	
	

	3
	29,8
	
	


Tabela 5. Valores de ABVT (mg/100 g), por amostra para a gamba da classe 2 (Média), respectivas médias e desvio-padrão.
	Tamanho Médio

	Amostra
	Média ABVT (mg/100 g)
	Média da classe
	Desvio-padrão

	
	 por amostra
	
	

	1
	40,54
	32,18
	6

	2
	26,75
	
	

	3
	29,25
	
	


Tabela 6. Valores de ABVT (mg/100 g), por amostra para a gamba da classe 3 (Pequena), respectivas médias e desvio-padrão.
	Tamanho Pequeno

	Amostra
	Média ABVT (mg/100 g)
	Média da classe
	Desvio-padrão

	
	 por amostra
	
	

	1
	32,44
	33,33
	1,31

	2
	32,37
	
	

	3
	35,19
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Figura 9. Valor médio de ABVT e respectivo desvio-padrão por classe de tamanho.
Na Figura 9, é exibida uma representação gráfica dos valores médios de ABVT por classe de tamanho e respectivo desvio padrão através da qual é possível verificar a proximidade dos valores médios obtidos, bem como se verifica que os limites dos respectivos desvios padrões se encontram sobrepostos.

Também podemos confirmar através da análise da variância constante na Tabela 7 que não existem diferenças significativas (P>>0,05) entre as 3 classes de tamanho relativamente ao teor de ABVT.

Tabela 7. Análise ANOVA da variância dos valores de ABVT por classe de tamanho.
	 ANOVA

	Fonte de variação
	SQ
	gl
	MQ
	F
	valor P
	F crítico

	Entre grupos
	6,32
	2
	3,16
	0,13
	0,88
	3,68

	Dentro de grupos
	359,58
	15
	23,97
	
	
	

	Total
	365,89
	17
	
	
	
	


3.2 Gamba armazenada em gelo sem escoamento do gelo fundido
3.2.1 Determinações químicas

No ensaio realizado com gamba armazenada em gelo, esta tinha no início da prova um teor em ABVT médio de cerca de 27 mg/100 g. O ABVT presente na gamba teve uma variação decrescendo linearmente, durante as primeiras 560 horas até valores de cerca de 3,8 mg/100 g de ABVT (Figura 10). Inesperadamente, na última colheita de amostras, efectuada após 720 horas de conservação, ou seja, aos 30 dias de exposição, se obtiveram teores de  ABVT relativamente elevados por comparação com as leituras anteriores (cerca de 18 mg/100 g).
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Figura 10. Evolução do ABVT em gamba armazenada em camada de gelo sem sistema de escoamento de gelo derretido em função do tempo de exposição
No teste ao ATMA em gamba armazenada em gelo (Figura 11), esta tinha no inicio da experiência um valor médio de cerca de 7 mg/100 g. Também neste caso, o ATMA apresentou uma tendência decrescente, embora a linha de tendência obtida tenha apresentado um coeficiente de determinação R2 menor devido à variabilidade dos valores obtidos. 
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Figura 11. Evolução do ATMA em gamba armazenada em camada de gelo sem sistema de escoamento de gelo derretido em função do tempo de exposição.
A última leitura de amostras, efectuada após 720 horas de conservação da gamba apresentou, quer para o ABVT quer para o ATMA um resultado algo inesperado, pois as linhas de tendencia apresentadas nas Figuras 10 e 11, mostraram tendências decrescentes e nessa última determinação o valor aumentou bastante. Por este motivo as linhas de tendência apresentadas apenas tiveram em conta os resultados das primeiras 560 horas de experiência.

3.3 Gamba armazenada em gelo com escoamento do gelo fundido

3.3.1 Determinações químicas

Na Figura 12 é apresentado o gráfico da evolução do ABVT, em gamba conservada em gelo utilizando um tabuleiro com um sistema de escoamento de gelo derretido.
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Figura 12. Evolução do ABVT em gamba armazenada em camada de gelo e em câmara frigorífica em função do tempo de mostra.
Neste ensaio, a gamba apresentava inicialmente um teor de ABVT médio de cerca de 22 mg/100 g, em linha com as observações efectuadas na experiência anterior. Ao longo das 312 horas em que esta experiência decorreu os valores de ABVT apurados oscilam entre 20 e 30 mg/100 g. 

Na Figura 13 apresenta-se a evolução de ATMA em gamba conservada em gelo utilizando um tabuleiro com um sistema de escoamento de gelo derretido.

No inicio da experiência, a gamba apresentou um valor médio de cerca de 3 mg/100 g de ATMA, valor esse que permaneceu quase constante, entre os 2 e 4 mg/100 g, ao longo das 312 horas de experiência. 
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Figura 13. Evolução do ATMA em gamba armazenada em camada de gelo e em câmara frigorífica em função do tempo de exposição.
Foram efectuadas medições à água resultante da fusão do gelo proveniente da armazenagem de gamba de modo a verificar a existência de ABVT nessa água. As amostras de água foram recolhidas ao longo de 13 dias e após 8 a 12 horas em contacto com a gamba. Apresentam-se, na Tabela 8, os resultados referentes ao teor de ABVT determinado nessas amostras de água. Verificou-se que o teor de ABVT na água resultante da fusão do gelo aumentou regularmente ao longo do período de ensaio, de 4,17 mg/100 g após 24 horas de conservação para 10,60 mg/100 g após 312 horas de conservação da gamba.
Tabela 8. Valor de ABVT em amostras de água resultante da liquefacção de gelo usado na conservação da gamba.
	Tempo de conservação da gamba em gelo (horas)
	ABVT (mg/100 ml)

	
	Média ensaio
	Desvio-Padrão

	24
	4,17
	0,000

	48
	5,30
	0,000

	72
	5,47
	0,000

	144
	6,38
	0,081

	168
	6,60
	0,284

	192
	7,18
	0,156

	216
	8,02
	0,079

	240
	8,37
	0,077

	312
	10,60
	0,000


3.3.2 Determinações microbiológicas 

Foram efectuadas algumas contagens microbiológicas no gelo de modo a verificar o seu estado de contaminação inicial antes de este entrar em contacto com a gamba. 

Na Tabela 9, são apresentados os resultados das contagens de Escherichia coli, enterococos intestinais, coliformes termotolerantes, no total de microrganismos a 22 ºC e no total de microrganismos a 37 ºC efectuadas em 3 momentos da determinação experimental, às zero, 144 e 240 horas. 
Tabela 9. Contagens de Escherichia coli, enterococos intestinais, coliformes termoresistentes, total de microrganismos a 22 ºC e total de microrganismos a 37 ºC  (UFC/100 ml) em água resultante da fusão do gelo.
	Tempo (horas)
	Contagem de E. coli (UFC/100 ml)
	Contagem de enterococos intestinais (UFC/100 ml)
	Contagem de coliformes termoresistentes (UFC/100 ml)
	Contagem total de microrganismos a 22 ºC      (UFC/100 ml)
	Contagem total de microrganismos a 37 ºC      (UFC/100 ml)

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	0
	0
	0
	0
	20
	10

	144
	0
	0
	0
	25
	10

	240
	0
	0
	0
	22,5
	10


Na Tabela 10 comparam-se os resultados das contagens de microrganismos psicrotróficos, efectuadas em água resultante da fusão de gelo, antes de este entrar em contacto com a gamba, e em que água resultante da fusão de gelo, que esteve em contacto com a gamba entre 8 a 12 horas ao longo do período de conservação da gamba.

Na Tabela 10 pode verificar-se que o número de microrganismos psicrotróficos presentes inicialmente no gelo, antes deste entrar em contacto com a gamba, são reduzidos em comparação com o número de microrganismos psicrotróficos após o contacto desse gelo com a gamba. A evolução da contaminação por parte de microrganismos psicrotróficos no gelo fundido após contacto com a gamba está representada na Figura 14. De relembrar, como já foi descrito, que esta não é uma evolução contínua pois tratavam-se de amostras de água recolhidas após 8 a 12 horas em contacto com a gamba, sendo que essa amostra de água era então eliminada e o recipiente de recolha da água descontaminado, o que indica que o número de colónias determinado no gelo em cada uma das contagens é proveniente da gamba.

Tabela 10. Contagem de microrganismos psicrotróficos, em gelo não contaminado por contacto com gamba, e em gelo fundido após 8 a 12 horas de contacto desse gelo com gamba ao longo do período experimental. 
	Contagem de microrganismos psicrotróficos 

	Tempo de conservação de gamba em gelo (horas)
	Gelo não contaminado por contacto com gamba Número de colónias (U.F.C./ml)
	Gelo contaminado por contacto com gamba Número de colónias (U.F.C./ml)

	0
	<1
	---

	48
	<1
	1,2 x 105

	96
	<1
	2,4 x 105

	168
	9,0 x 10
	7,5 x 105

	240
	1,0 x 102
	3,0 x 106
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Figura 14. Contagens de microrganismos psicrotróficos em gelo contaminado por contacto durante 8 a 12 horas com gamba durante a sua conservação em gelo e em função do tempo de conservação da gamba.
Na Figura 15 é mostrada a evolução do crescimento de microrganismos psicrotróficos em gamba conservada em gelo com escoamento da água resultante da fusão desse gelo.
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Figura 15. Representação gráfica do crescimento de microrganismos psicrotróficos em gamba conservada em gelo.
Na Tabela 11 são comparados os resultados das contagens totais de microrganismos a 30 ºC efectuadas em gelo fundido antes de este entrar em contacto com a gamba e em gelo que esteve em contacto com a gamba durante 8 a 12 horas ao longo do período de conservação da gamba.

Tabela 11. Contagem de microrganismos a 30 ºC em gelo não contaminado pelo contacto com gamba e em gelo exposto ao contacto com gamba durante 8 a 12 horas ao longo do período experimental.
	Contagem de microrganismos a 30 ºC 

	Tempo de conservação de gamba em gelo (horas)
	Gelo não contaminado por contacto com gamba Número de colónias (U.F.C./ml)
	Gelo contaminado por contacto com gamba Número de colónias (U.F.C./ml)

	0
	<1
	---

	48
	1,5 x 102
	1,8 x 104

	96
	1,0 x 102
	5,7 x 104

	168
	1,0 x 102
	9,0 x 105

	240
	2,0 x 102
	2,8 x 107

	312
	2,0 x 102
	3,0 x 107


Na tabela 11 pode verificar-se que o número de microrganismos mesófilos presentes no gelo não contaminado por contacto com gamba, é bastante reduzido quando comparado com o valor final de microrganismos mesofilos presente após a contaminação do gelo pelo contacto com a gamba.

Utilizando os valores da Tabela 11 foi desenhada a Figura 16 que expressa a taxa de contaminação por parte de microrganismos mesófilos (crescimento a 30 ºC) no gelo fundido após contacto coma gamba. Como foi descrito, esta não é uma evolução contínua pois tratava-se de amostras de água recolhidas após 8 a 12 horas em contacto com a gamba. Essa amostra de água foi então eliminada e o recipiente de recolha da água descontaminado. 
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Figura 16. Contagem de microrganismos a 30 ºC em gelo contaminado por contacto com gamba durante a conservação desta em gelo e em função do tempo de conservação da gamba no gelo.
Na Figura 17 apresentam-se as contagens totais de microrganismos a 30 ºC em gamba conservada em gelo. O número de microrganismos cresce exponencialmente a uma taxa de 0,0398.
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Figura 17. Contagem de microrganismos a 30 ºC em gamba conservada em gelo.
Na Tabela 12 comparam-se os valores de contagens de Enterobacteriaceae em gelo não contaminado por gamba, em gelo após contacto com gamba e em gamba durante o seu período de conservação em gelo.

Tabela 12. Contagens de Enterobacteriaceae em gelo não contaminado por gamba, em gelo contaminado por gamba e em gamba.

	Contagem total de Enterobacteriaceae 

	Tempo (horas)
	Gelo não contaminado por contacto com gamba Número de colónias (U.F.C./ml)
	Gelo contaminado por contacto com gamba Número de colónias (U.F.C./ml)
	Gamba Número de colónias (U.F.C./ml)

	0
	0
	0
	0

	48
	0
	0
	0

	96
	0
	0
	0

	168
	0
	0
	0

	240
	0
	0
	0


3.3.3 Propriedades físicas da gamba 

Na Tabela 13 são apresentados os valores de humidade relativa e actividade da água, determinados na gamba ao longo do seu período de conservação em gelo, colocada em caixa com escoamento de gelo fundido.

Tabela 13. Humidade relativa e aw, determinadas em gamba ao longo do seu período de conservação em gelo, em caixa com escoamento de gelo fundido.
	Tempo de conservação (horas)
	Humidade relativa
	Actividade da água (aw)

	0
	0,7560
	0,989

	24
	0,7750
	0,990

	48
	0,7785
	1,000

	72
	0,7825
	1,000

	96
	0,7895
	0,994

	144
	0,7890
	1,000

	168
	0,8200
	0,981

	192
	0,8090
	1,000

	216
	0,8165
	0,996

	240
	0,8250
	1,000

	312
	0,7950
	1,000


3.3.4 Avaliação sensorial da gamba
A avaliação sensorial da gamba, foi efctuada em gamba conservada em gelo e colocada em tabuleiro com escoador de gelo fundido. Esta avaliação foi baseada na observação das características; cor, aspecto e extensão da melanose, aderência da carapaça à carne, aderência do cefalotórax ao corpo e odor, ao longo do período de conservação. 

Na Figura 18 é apresentado o resultado da avaliação sensorial pelo método QIM efectuada à gamba Parapenaeus longirostris, conservada em gelo com escoamento de água.
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Figura 18. Aplicação do índice de Qualidade proposto para a gamba Parapenaeus longirostris.
3.4  Gamba conservada a diferentes temperaturas (sem gelo)
3.4.1 Determinações químicas (ABVT e ATMA)

3.4.1.1 Ensaio realizado a 5 ºC

Na Figura 19 apresenta-se o gráfico linearizado representativo da evolução de valores de ABVT e ATMA obtidos para gamba exposta a 5 ºC ao longo do período de experimentação (cerca de 76 horas), e correspondentes linhas de tendência (linear), equações e coeficientes de determinação R2.
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 Figura 19. Evolução linearizada de ABVT e de ATMA em gamba exposta a 5 ºC em função do tempo de conservação.
No ensaio realizado a 5 ºC, a gamba apresentou para o ABVT um resultado médio inicial de cerca de 24 mg/100 g no tempo zero e sofreu um incremento exponencial durante as 76 horas em que a experiência se desenvolveu até atingir valores ligeiramente acima dos 45 mg/100 g. Ao efectuar a linearização do gráfico exponencial do ABVT verificou-se que a recta obtida tinha um declive de 0,085, o que permite confirmar que a velocidade a que a reacção ocorreu foi bastante lenta.

Na determinação de ATMA, verificou-se que este evoluiu de valores a rondar os 2 mg/100 g no tempo zero para os 15 mg/100 g após as 76 horas de mostra, evolução essa que também ocorre de forma exponencial. Assim a linearização dessa curva de evolução exponencial indicou que o declive da recta obtida foi de cerca de 0.0262, o que mostra que, a velocidade de crescimento de ATMA foi superior à velocidade de desenvolvimento do ABVT a 5 ºC. 

3.4.1.2 Ensaio realizado a 10 ºC
Nas Figura  20 apresenta-se o gráfico linearizado da evolução de valores de ABVT e ATMA obtidos para gamba exposta a 10 ºC ao longo do período de experiência (cerca de 50 horas), bem como as respectivas linhas de tendência (linear), equações e coeficientes de determinação R2.
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Figura 20. Evolução linearizada de ABVT e ATMA em gamba exposta a 10 ºC em função do tempo de conservação.
No ensaio realizado a 10 ºC, a gamba apresentou para o ABVT um resultado médio no tempo zero de cerca de 17 mg/100 g, valor inferior ao ocorrido a 5º C, no entanto os valores de ABVT aumentaram exponencialmente tendo atingido os 45 mg/100 g de ABVT após cerca de  35 horas, ou seja o mesmo valor de ABVT atingido em 76 horas na experiência a 5 ºC. Neste ensaio e após cerca de 52 horas o ABVT já apresentava valores acima dos 70 mg/100 g. No gráfico linearizado do crescimento exponencial obtido foi possível verificar que a recta obtida tinha um declive de 0,0282, valor substancialmente superior ao obtido no ensaio a 5 ºC e demonstra que a velocidade da reacção a 10 ºC foi superior.

Na determinação de ATMA a 10 ºC a gamba apresentou um valor no tempo zero superior ao ensaio a 5 ºC, ou seja, de 2 para 5 mg/100 g, sendo que evoluiu exponencialmente até valores superiores a 20 mg/100 g após 52 horas. Pela linearização da curva de evolução de ATMA a 10 ºC foi possível verificar que o declive da recta obtida é de 0,0329, o que indica que a velocidade de incremento de TMA na gamba colocada a 10 ºC é superior à velocidade de produção de ATMA a 5 ºC e também é superior à velocidade de aumento de ABVT à mesma temperatura, o que é consentâneo com o ocorrido na prova a 5 ºC.

3.4.1.3 Ensaio realizado a 15 ºC

Na Figura 21 apresenta-se o gráfico linearizado representativo da evolução de valores de ABVT e ATMA obtidos para gamba exposta a 15 ºC ao longo do período de experiência (cerca de 32 horas), e respectivas linhas de tendência (linear), equações e coeficientes de determinação R2.
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Figura 21. Evolução linearizada de ABVT e ATMA em gamba exposta a 15 ºC em função do tempo de conservação.
No ensaio realizado a 15 ºC, na determinação de ABVT, a gamba apresentou um resultado médio inicial de cerca de 26 mg/100 g, valor em linha com a estimativa inicial da prova a 5 ºC e ligeiramente superior ao valor inicial do ensaio a 10 ºC. Neste ensaio, os valores de ABVT aumentaram exponencialmente tendo atingido 45 mg/100 g de ABVT após pouco mais  de  12 horas, ou seja o mesmo valor de ABVT atingido em 76 horas na experiência a 5 ºC e em 35 horas na prova a 10 ºC. O  ABVT, após 32 horas, já apresentava quantidades proximas dos 100 mg/100 g. No gráfico linearizado por logaritmização dos dados foi possível verificar que a recta obtida tinha um declive de 0,0418, valor superior ao alcançado nos ensaios a 5 ºC e a 10 ºC o que demonstra que a velocidade do aumento de ABVT foi superior à das provas realizadas a temperaturas inferiores.

Na determinação de ATMA a 15 ºC a gamba apresentou através do valor médio das 3 amostragens um valor inicial intermédio em relação aos valores iniciais dos ensaios a 5 ºC e 10 ºC, ou seja, de cerca de 4 mg/100 g, sendo que evoluiu exponencialmente até valores próximos dos 40 mg/100 g após 32 horas. Pela linearização da curva de evolução de ATMA a 15 ºC, foi possível verificar que o declive da recta obtida foi de 0,0760, o que indica que a velocidade de incremento de ATMA na gamba colocada a 15 ºC é superior à taxa de produção de ATMA a temperaturas inferiores, e também é maior que a velocidade de aumento de ABVT à mesma temperatura, ou seja um resultado congruente com o ocorrido nos ensaios a temperaturas inferiores.

3.4.1.4 Ensaio realizado a 20 ºC

Na Figura 22 apresenta-se o gráfico resultante da linearização das  curvas de evolução de valores de ABVT e ATMA obtidos para gamba exposta a 20 ºC ao longo do período de experiência (cerca de 31 horas), e respectivas linhas de tendência (linear), equações e coeficientes de determinação R2.
No ensaio realizado a 20 ºC, a gamba apresentou no ABVT um resultado médio inicial de cerca de 24 mg/100 g, valor em linha com os valores iniciais das provas a 5 ºC e 15 ºC e superior ao valor inicial da experimentação a 10 ºC. Neste ensaio os valores de ABVT também sofreram um incremento exponencial tendo atingido 45 mg/100 g de ABVT após cerca  de  10 horas, valor esse de ABVT atingido em 76 horas na experiência a 5 ºC, em 35 horas na prova a 10 ºC e em 12 horas a 15 ºC. Neste ensaio e após 31 horas de exposição a 20 ºC o ABVT já apresentava valores próximos dos 250 mg/100 g. No gráfico linearizado do crescimento exponencial de ABVT foi possível verificar que a recta alcançada tinha um declive de 0,065 valor superior ao obtido nos ensaios a 5 ºC, 10 ºC e 15 ºC, ou seja, podemos desde já verificar uma tendência de que o incremento de temperatura está directamente relacionado com o aumento de velocidade a que ocorre o desenvolvimento de ABVT e que este foi sempre superior ao das provas realizadas a temperaturas inferiores.
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Figura 22. Evolução linearizada de ABVT e ATMA em gamba exposta a 20 ºC em função do tempo de conservação.
Na determinação de ATMA a 20 ºC a gamba apresentou um valor médio inicial próximo dos valores iniciais dos ensaios a 10 e 15 ºC e ligeiramente superior ao valor inicial do ensaio a 5 ºC e em concordância com o ocorrido nos ensaios a temperaturas inferiores também ocorreu a desenvolvimento exponencial até valores superiores próximos dos 90 mg/100 g após 31 horas. Pela linearização da produção de ATMA a 20 ºC foi possível verificar que o declive da recta obtida foi de 0,0837 ou seja, tal como acontece no ABVT, também a velocidade de incremento de ATMA na gamba está directamente relacionada com a temperatura a que a gamba é exposta, pelo que quanto maior a temperatura a que o ensaio é realizado, maior é a velocidade a que ocorre o aumento de ATMA.

3.4.1.5 Ensaio realizado a 25 ºC

Na Figura 23 apresenta-se o gráfico linearizado da evolução de valores de ABVT e ATMA obtidos para gamba exposta a 25 ºC ao longo do período de experiência (cerca de 26 horas), e correspondentes linhas de tendência (linear), equações e coeficientes de determinação R2.
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Figura 23. Evolução linearizada de ABVT e ATMA em gamba exposta a 25 ºC em função do tempo de conservação.
No ensaio realizado a 25 ºC, a gamba apresentou um ABVT médio inicial de cerca de 27 mg/100 g, valor próximo das grandezas iniciais das provas a 5, 15 e 20 ºC e ligeiramente superior ao valor inicial da experimentação a 10 ºC. Neste ensaio os valores de ABVT evoluiram, tal como nas restantes experiências de forma exponencial tendo atingido 45 mg/100 g de ABVT após cerca  de  8 horas, ou seja o mesmo valor de ABVT atingido no final da experiência a 5 ºC, após 76 horas e depois de 35 horas na prova a 10 ºC, 12 horas a 15 ºC e 10 horas a 20 ºC. Neste ensaio e após 26 horas de exposição a 25 ºC, o ABVT  apresentava valores proximos dos 220 mg /100 g. No gráfico linearizado do crescimento exponencial obtido foi possível verificar que a recta obtida tinha um declive de 0,0724, o que vem confirmar a tendência verificada nas provas realizadas a diferentes temperaturas, ou seja, que o incremento de temperatura está directamente relacionado com o aumento de velocidade a que ocorre o desenvolvimento de ABVT e que este foi sempre superior ao das provas realizadas a temperaturas inferiores.

Na determinação de ATMA a 25 ºC a gamba apresentou um valor médio inicial ligeiramente acima dos valores iniciais dos ensaios a 5, 10, 15 e 20 ºC. Em harmonia com o ocorrido nos ensaios a temperaturas inferiores também ocorreu o aumento exponencial do ATMA, sendo que neste caso ocorreu ao longo das 26 horas em que decorreu a prova até valores próximos dos 100 mg/100 g. Pela linearização da evolução de ATMA a 25 ºC foi possível verificar que o declive da recta obtida foi de 0,103 ou seja, vem comprovar que a taxa de incremento de ATMA na gamba está directamente relacionada com a temperatura a que a gamba é exposta, sendo que se verifica que quanto maior a temperatura a que o ensaio foi realizado, maior foi o declive da recta de linearizada de desenvolvimento de ATMA e logo maior a velocidade a que ocorre o aumento desse ATMA.
3.4.2 Determinações microbiológicas 

3.4.2.1 Armazenamento de gamba a 5 ºC

Nas Figuras 24 e 25 apresentam-se os gráficos de evolução de contagens de microrganismos psicrotróficos e mesófilos (contagens a 30 ºC), em gamba exposta a 5 ºC ao longo do período de experimentação (cerca de 72  horas) onde constam as suas taxas especificas de crescimento.

No ensaio realizado a 5 ºC, verificou-se que após 72 horas os valores de contaminação são em ambos os casos da ordem dos 5,0 x 105 UFC/g e que a taxa do crescimento de microrganismos psicrotróficos em função do tempo foi inferior à taxa a que ocorreu o crescimento de microrganismos mesófilos. 
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Figura 24. Evolução do crescimento de microrganismos psicrotróficos em gamba exposta a 5 ºC em função do tempo de mostra.
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Figura 25. Evolução do crescimento de microrganismos a 30 ºC em gamba exposta a 5 ºC em função do tempo de mostra.
Não foram detectados microrganismos da família Enterobacteriaceae em gamba conservada a 5 ºC, uma vez que o número de colónias contadas foi inferior a 1 UFC/g.
3.4.2.2 Armazenamento de gamba a 15 ºC

Nas Figuras 26 e 27 apresentam-se os gráficos de evolução de contagens de microrganismos psicrotróficos e mesófilos (contagens a 30 ºC), em gamba exposta a 15 ºC, ao longo do período de experiência (cerca de 32  horas).

No ensaio realizado a 15 ºC, tal como no ensaio a 5 ºC, verificou-se que a taxa de incremento do número de microrganismos psicrotróficos em função do tempo foi inferior à taxa a que ocorreu o crescimento de microrganismos mesofilos. Verifica-se que após 32 horas de conservação o valor de microrganismos psicrotróficos é de 6,2x104 UFC/g e o valor de contaminação por microrganismos mesófilos é de 5,1 x105 UFC/g.
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Figura 26. Evolução do crescimento de microrganismos psicrotróficos em gamba exposta a 15 ºC em função do tempo de mostra.
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Figura 27. Evolução do crescimento de microrganismos a 30 ºC em gamba exposta a 15 ºC em função do tempo de mostra.
À semelhança do que se verificou na experiência a 5º C, não foram detectados microrganismos da família Enterobacteriaceae em gamba conservada a 15 ºC, uma vez que o número de colónias contadas foi inferior a 1 UFC/g.

3.4.3 Crescimento microbiano e coeficientes térmicos Q10
Na Figura 28 apresenta-se o crescimento de microrganismos psicrotróficos observado experimentalmente para as duas temperaturas de ensaio, 5 e 15º C. 

Na Figura 29, apresenta-se o crescimento de microrganismos mesófilos observado experimentalmente para as duas temperaturas de ensaio, 5 e 15º C.

 O coeficiente Q10 para o crescimento de microrganismos psicrotróficos em condições aeróbias para o intervalo de temperaturas 5 e 15 ºC é 1,855, ou seja, um incremento de 10º C na temperatura de conservação, de  5 para 15 ºC, deu origem a um acréscimo de multiplicação microbiana de quase 2 vezes. O coeficiente Q10 para o crescimento de microrganismos mesofilos em condições aeróbias para o intervalo de temperaturas 5 e 15 ºC é 1,872.
Examinando estes valores dos coeficientes térmicos Q10 pode verificar-se o grande impacto que a temperatura de armazenamento da gamba tem na taxa de crescimento microbiano no caso das contagens totais de microrganismos psicrotróficos e de mesófilos. 
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Figura 28. Taxa de crescimento de microrganismos psicrotróficos alcançada através da logaritmização dos valores determinados experimentalmente nas duas temperaturas de ensaio, respectivas equações e coeficientes de determinação R2.
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Figura 29. Taxa de crescimento de microrganismos mesófilos alcançada através da logaritmização dos valores determinados experimentalmente nas duas temperaturas de ensaio, respectivas equações e coeficientes de determinação R2.
3.4.4 Parâmetros químicos de deterioração e coeficientes térmicos Q10
A partir da taxa de produção de ATMA (Figura 30), observada experimentalmente para cada uma das diferentes temperaturas de ensaio, foram calculados os coeficientes Q10. O valor de Q10 foi de:
 2,924 entre os 5 e os 15 ºC; 
2,544 entre os 10 e os 20 ºC; 
1,345 entre os 15 e os 25 ºC. 
O valor do coeficiente Q10  diminuiu bastante com os incrementos na temperatura de conservação, embora o decréscimo seja menor para temperaturas mais elevadas. 
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Figura 30. Taxa de produção de ATMA em gamba conservada a cada uma das diferentes temperaturas em ensaio, respectivas equações e coeficientes de determinação R2.
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Figura 31. Taxas de produção de ATMA em função das respectivas temperaturas de ensaio, sua linha de tendência, equação e coeficiente de determinação R2.
Na Figura 31 representam-se os valores das taxas de evolução do conteúdo em ATMA em função das temperaturas a que decorreu o respectivo ensaio. Da relação estatística é possível estimar a taxa de aumento do conteúdo em ATMA duma amostra de gamba a uma dada temperatura de conservação no intervalo entre os 5 e os 25 ºC.

A partir da evolução de ABVT (Figura 32) observada experimentalmente para cada uma das diferentes temperaturas de ensaio foram calculados os coeficientes Q10. Assim o valor de Q10 foi de:
4,917 entre os 5 e os 15 ºC; 
2,305 entre os 10 e os 20 ºC; 
1,732 entre os 15 e os 25 ºC. 
O coeficiente Q10  diminuiu bastante com os incrementos na temperatura de conservação, embora o decréscimo seja menor para temperaturas mais elevadas.   
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Figura 32. Taxa de produção de ABVT obtida pela logaritmização dos valores determinados experimentalmente em cada uma das diferentes temperaturas em ensaio, respectivas equações e coeficiente de determinação R2.
Analisando estes resultados verifica-se também no ABVT uma menor influência do factor temperatura na velocidade da reacção e um menor valor do coeficiente Q10 à medida a que o intervalo de temperaturas em causa é superior (na gama das temperaturas estudadas entre os 5 e os 25 ºC). 

Na Figura 31 representam-se os valores das taxas de evolução do conteúdo em  ABVT em função das temperaturas a que decorreu o respectivo ensaio. Da relação estatística é possível estimar a taxa de aumento do conteúdo em ABVT de uma amostra de gamba a uma dada temperatura de conservação no intervalo entre os 5 e os 25 ºC.
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Figura 33. Taxa de Produção de ABVT em função das respectivas temperaturas de ensaio, sua linha de tendência, equação e coeficiente de determinação R2.
4 Discussão

Huss (1988), Koutsoumanis & Nychas (1999) e Ozogul et al. (2006) referem que o ABVT presente em várias espécies depende, entre outros factores, do tamanho dos indivíduos. No entanto, outros trabalhos realizados com gamba Parapenaeus longirostris não fazem qualquer referência a distinção entre classes de tamanho nas suas amostras (Mendes et al., 2002; Gonçalves et al., 2003; Cadún et al., 2008), o que vem ao encontro dos resultados obtidos neste trabalho, através da ANOVA, que revelou não existirem diferenças significativas na variação do  conteúdo em ABVT durante a deterioração da gamba em função do tamanho dos indivíduos  amostrados.
O conteúdo em ATMA e ABVT de gamba conservada em gelo num recipiente sem escoador de gelo fundido, diminuiu ao longo do periodo de conservação. A linha de tendência determinada na análise ao ABVT presente nas amostras indicou a diminuição de cerca de 0,041 mg/100 g por hora e a determinação de ATMA indicou a diminuição horária de 0,0082 mg/100 g. A inesperada diminuição, em vez de aumento poderá dever-se à existência de lixiviação na gamba pelo contacto directo com o gelo e com a água que resultava da liquefação desse gelo.  
A variação de ATMA e ABVT em gamba conservada em gelo num recipiente com escoador de gelo fundido, apresentou um desenvolvimento em que o seu valor diminuiu no caso do ABVT e aumentou no caso do ATMA. Embora se tenham verificado estas tendências na evolução de ABVT e ATMA, a variação entre os resultados obtidos ao longo do período em que decorreu todo o estudo foi apenas de 0,0016 mg/100 g por hora ou seja correspondentes a uma variação total de cerca de 0,499 mg/100 g no caso do ATMA enquanto que no ABVT essa variação foi de -0,0037 mg/100 g por hora correspondentes a um total de -1,1544 mg/100 g após as 312 horas em que a experiência decorreu.  Este fenómeno poderá resultar do efeito de lixiviação dos compostos, quando em contacto direto com o gelo e com a água que resultava da liquefação desse gelo, que foi menor do que quando o gelo fundido permanecia durante mais tempo em contacto com a gamba, devido à ausência de um sistema de escoamento dessa água. O efeito de lixiviação ocorrido com e sem escoador de gelo fundido, demonstrado pela diminuição, ou por um pequeno aumento de ABVT e ATMA, já foi reportado por alguns autores. Karthikeyan et al. (1999), constataram em espécimes de Penaeus indicus, armazenados inteiros, durante 14 dias em gelo, a diminuição de ABVT de 13,49 mg para 3,73 mg/100 g. No seu estudo com camarão de água doce Macrobrachium rosenbergii, Kirschnik & Viegas (2004) referem que na conservação em gelo do camarão em estudo, não ocorreu lixiviação devido ao facto de este ser armazenado embalado, e logo sem estar em contacto directo com o gelo e água. Também em camarão congelado da espécie Xiphopenaeus kroyeri, Gonçalves & Junior (2009) reportam a diminuição do valor de ABVT após 90 dias nessas condições. Matsumoto & Yamanaka (1990), também relataram uma variação muito reduzida de ABVT, de 2,4 para 2,75 mg/100 g, no músculo de Penaeus japonicus armazenado a 0 ºC, após 11 dias.
Diferentes teores de ABVT são reportados por diversos autores em distintas espécies de camarão conservado em gelo ou em gamba adquirida como estando no estado “fresco”. Tomando por base os valores máximos publicados foi construida a Tabela 14. As diferenças quantitativas podem ser devidas quer às características específicas da espécie em estudo, quer às condições e processos de conservação da gamba.  

Tabela 14. Valores máximos de ABVT determinado por diversos autores em diferentes espécies de camarão.
	Espécie em estudo
	Autor(es)
	Valor de ABVT

	Metapenaeus affinis
	Susamma et al., 1998
	42,35 mg/100 g

	Penaeus indicus
	Joseph et al., 1998
	39,20 mg/100 g

	Penaeus indicus
	Venlankar & Govidan, 1959
	12,00 mg/100 g

	Penaeus merguliensis
	Woyewoder et al., 1986
	13,80 mg/100 g

	Penaeus brasiliensis 
e Penaeus paulensis
	Moura et al., 2003
	27,6 a 73,0 mg/100 g

	Parapenaeus longirostris
	Laghmari & Marrakchi, 2005
	 47,33 mg/100 g


Na determinação de ATMA também já foram reportados diferentes valores específicos das espécies em causa, no entanto o facto de nessas provas ter sido usado o método colorimétrico de Dyer, retira alguma importância à comparação que aqui é efectuada, pois inclui mais essa variável no processo. Assim, Laghmari & Marrakchi (2005), no seu trabalho com Parapenaeus longirostris determinaram valores iniciais de ATMA de 0,67 mg/100 g, que durante o armazenamento em gelo, progrediu até aos 3,03 mg/100 g ao fim de 9 dias, valores próximos dos observados por Rachidi (1998) para a mesma espécie, por Fátima et al. (1988), em Penaeus merguliensis e por Bhobe & Pai (1985), em Metapenaeus dobsoni. Contudo, também no caso do ATMA foram obtidos resultados similares aos obtidos nesta prova, como é o caso do trabalho de Zeng et al. (2005). A variação decrescente de ABVT e também de ATMA foi igualmente referida por Cobb et al. (1976), nos seus trabalhos em Penaeus setiferus e Penaeus aztecus e foi ainda reportado por Iyengar et al. (1960), Lannelongue et al. (1982), Chang et al. (1983), Ho et al. (1986), Huidobro et al. (2002), Mendes et al. (2002), Salvi (2005), e Castro et al. (2006), enquanto noutros casos, de armazenagem em gelo, ocorreu um pequeno incremento dos valores de ABVT e ATMA não coerente com os restantes parâmetros em estudo como  descrevem Grigorakis et al. (2004) e Hernández et al. (2009). Também nestes casos pode ser explicado devido à existência de lixiviação ocorrida nesses compostos. 

Neste trabalho, os valores de ABVT, entre os 4,17 e os 10,60 mg/100 ml, determinados na água resultante da descongelação do gelo usada para a conservação da gamba, (apenas permanecia em contacto com esta durante um periodo máximo de 12 horas), ao longo de 312 horas em que ocorreu a conservação dessa gamba em gelo, demonstram efectivamente a existência de ABVT nessa água, e logo a existência de lixiviação desses compostos que se encontravam inicialmente na gamba e foram “arrastados” pela água.

O estudo da evolução da microbiota em gamba conservada em gelo, implicou também a análise do gelo antes e após o contacto deste com a gamba. Verificou-se que as contagens de Escherichia coli, coliformes termoresistentes e enterococos no gelo a ser usado na conservação da gamba, foi de 0 UFC/100 ml, como se esperava e se encontra definido para água da rede pública. Também nas contagens totais de microrganismos a 22 e a 37 ºC, os valores determinados encontram-se abaixo  dos limites legais referidos no Decreto-Lei 306/2007 de 27 de Agosto, embora estes limites se destinem às águas engarrafadas. Deste modo, confirmou-se que o gelo utilizado não constituiu uma fonte de  contaminação da gamba, bem como indica por  exclusão de partes  que a origem da contaminação detectada na água proveniente da fundição de gelo usado para a conservação da gamba, e logo em contacto com esta, terá sido a gamba.
Não se detectaram unidades formadoras de colónias da família Enterobacteriaceae, quer no gelo, quer na gamba e consequentemente também no gelo após contacto com a gamba. Este facto, segundo Kornacki & Johnson (2001), sugere a existência de boas condições higiosanitárias, já que este grupo de microrganismos pode ser utilizado como indicador geral da qualidade higiosanitária do produto. 
No que concerne às contagens totais de psicrotróficos, Marshall & Wise-Lehigh (1997), no seu estudo com a espécie Penaeus setiferis, declaram que contagens superiores a 106 UFC/g são valores inaceitáveis e indicadores de deterioração no camarão. Porém, em pesquisa deste grupo de bactérias em camarão branco do Pacífico (Litopenaeus vannamei), Oliveira (2005), obteve contagens efectuadas durante 22 dias de armazenamento de camarão em gelo. variando no início da experiência de 2,19x105 a 2,45x 1013 UFC/g no final, tendo concluído no seu estudo que esta contagem isolada não permite a conclusão acerca da qualidade alimentar do camarão, no entanto aponta como o limite de aceitabilidade o oitavo dia de conservação em gelo quando as contagens de microrganismos psicrotróficos eram de cerca de 1,35 x 107 UFC/g.  
Segundo Jay (2005) e Forsythe (2002) contagens acima de 106 UFC/g para microrganismos mesófilos, podem ser responsáveis pelo desencadeamento de doenças de origem alimentar. Também Agnese et al. (2001) relataram que valores de microrganismos mesófilos superiores a esse limite em carne de pescado são considerados críticos em relação ao seu grau de frescura. No entanto, Lira et al. (2001) observaram que alguns tipos de pescado apresentaram contagens de mesófilos superiores a 106 UFC/g sem que, do ponto de vista sensorial, estes se apresentem alterados, enquanto outros, com contagens inferiores de mesófilos eram inaceitáveis, do ponto de vista sensorial. A International Comission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) estabelece como limite microbiológico para pescado 107 UFC/g, em contagens efectuadas pelo método de contagens de placas, de bactérias heterotróficas aeróbias mesófilas ou psicrotróficas (ICMSF, 1986). A Association of Food and Drug Officials (AFDO), associação membro da Norte-Americana Food and Drugs Administration (FDA), estabelece, no estado da Carolina do Norte, valores limite ainda mais restritivos, impondo para crustáceos comercializados frescos, em determinações pelo método de contagem de placas o limite de 104 UFC/g (AFDO, 1998).  
O gelo usado para conservação da gamba apresentou reduzida dinâmica nas contagens totais de microrganismos psicrotróficos e de microrganismos mesófilos, variando no caso dos psicrotróficos entre <1 UFC/ml no início dos ensaios e 102 UFC/ml após cerca de 240 horas. No caso dos mesófilos a evolução foi de 15 UFC/ml no início para 2,0x102 UFC/ml após cerca de 240 horas de experiência. Esta evolução pode ser explicada pelo facto de a máquina que forneceu o gelo ter sido sujeita a desinfecção com etanol a 70% e limpeza com água destilada antes do inicio dos ensaios sendo que o surgimento de contagens de 102 UFC/ml e 2,0x102 UFC/ml após 240 horas, corresponde ao período necessário ao desenvolvimento de algum tipo de biofilme que, segundo Wong (1998) é capaz de se desenvolver mesmo em condições extremas. Os valores de contaminação máximos determinados na gamba e no gelo que esteve em contacto com essa gamba, atingiram respectivamente grandezas de 6,0x106 e de 3,0x106 UFC/g nas contagens de psicrotróficos e 2,8x107 e de 1,5x106 UFC/g nas contagens de mesófilos, após um período de armazenamento de 240 horas. A diferença entre mesófilos e psicrotróficos pode ser explicada pelo facto de, como referem Andrade et al. (2008), muitos microrganismos psicrotróficos serem primordialmente mesófilos e de se desenvolverem melhor nessas condições. Todavia, os valores determinados no gelo não contaminado por contacto com a gamba foram relativamente reduzidos quando comparados com os valores determinados na gamba e no gelo derretido recolhido após contacto com a gamba. 
As contagens totais de psicrotróficos e de mesófilos, indicadas por Nickelson & Vanderzant (1976), como métodos de controlo de qualidade em camarão, atingiram no presente estudo, valores entre os 106 e 107 UFC/g no sétimo dia de conservação de gamba em gelo. Estes resultados demonstram que a gamba já não se encontrava própria para consumo, apesar do valor de ABVT determinado nessa gamba estar abaixo do limite legal (de 35 mg/100 g) apontado por vários autores.
Os valores de contaminação microbiana encontrados no gelo após contacto com a gamba  ao longo da experimentação permitem afirmar que efectivamente existe  arrastamento de microrganismos pelo gelo derretido, i.e., um efeito de lixiviação, não só no que respeita ao ABVT e ATMA, mas também na carga microbiana, o que conduz a uma menor taxa de crescimento microbiano na gamba. Este efeito, foi também referenciado por Huidobro et al. (2001) no seu estudo do método QIM na dourada Sparus aurata onde descreve que o efeito de lavagem aumenta o tempo limite de “aceitabilidade” microbiana. Não foi possível encontrar outras referências sobre trabalhos com crustáceos, ou mais especificamente em gamba, que possam confirmar esta ideia.
No estudo sensorial realizado, o índice de qualidade (IQ) proposto para a gamba Parapenaeus longirostris foi ensaiado por um painel de provadores, e o resultado estatístico obtido parece demonstrar o potencial do mesmo. O treino de um painel de provadores contribuiria para diminuir a variabilidade nos resultados das provas  e por conseguinte melhorar o ajustamento do modelo de regressão entre o o IQ e tempo de conservação.  

A avaliação sensorial da gamba conservada em gelo com escoamento de água, não teve correspondência com os resultados de ABVT e ATMA obtidos visto a progressão de ABVT e TMA ter sido nula, o que não sucedeu com a análise sensorial. No entanto, a avaliação sensorial é consistente com a avaliação microbiológica, pois a contaminação da gamba acompanha o aumento dos pontos de demérito, i. e., a diminuição da qualidade organoléptica. 
Pode-se ainda salientar que algumas das caracteristicas apontadas no índice de qualidade podem ser afectadas pelo tipo de conservação efectuada. Assim, no que respeita à característica «aderência da carapaça», existe uma menor alteração nessa característica com a conservação a ser efectuada em  gelo, pois é menos propícia a perda de humidade em comparação com o que acontece quando a gamba permanece em refrigeração, mas sem estar em gelo. Neste caso a carapaça torna-se mais aderente ao músculo. O cefalotórax é o grande precursor da melanose pelo que esta pode sofrer alguma moderação pois há tendência de o cefalotórax se separar do resto do corpo, quando a gamba é sujeita a movimentações ao longo da sua conservação e pode então acontecer esse abrandamento por o cefalotorax já não se encontrar em contacto com o resto do corpo. Também não será de descurar o efeito de lixiviação no que à melanose diz respeito. 

Os valores de ABVT que servem de referência enquanto limite de aceitação/consumo,  têm sido sujeitos a algum debate mas parece que está confirmado que determinados conjuntos de espécies possuem diferentes valores de aceitabilidade, sendo que esse valor pode ser distinto entre espécies próximas, tal como está referenciado no Regulamento (CE) nº 2074/2005 da Comissão Europeia, que, de acordo com a redacção que lhe é dada pelo Regulamento (CE) nº 1022/2008 da Comissão Europeia menciona para 3 grupos de espécies de pescado (1. Sebastes spp., Helicolenus dactylopterus, Sebastichthys capensis; 2. Espécies que pertencem à família Pleuronectidae (à excepção do alabote: Hippoglossus spp.); 3. Salmo salar, espécies que pertencem à família Merluccidae, espécies que pertencem à família Gadidae) valores limites de 25, 30 e 35 mg /100 g, no entanto não estão definidos quaisquer limites legais para outras espécies que não as mencionadas estando no entanto regulamentado nesse documento que devido à variação entre as espécies, pode igualmente afigurar-se adequado estabelecer limites de ABVT superiores para determinadas espécies, desde que o pescado (peixe, moluscos e crustáceos), continuasse a cumprir os critérios de frescura. Assim, segundo Ababouch (1995) o limite de ABVT recomendado para os crustáceos deve ser 45 mg/100 g, sendo que Laghmari & Marrakchi (2005) também propõem este mesmo limite para a espécie em estudo neste trabalho. Já Salvi (2005), indicou enquanto limite de aceitabilidade para gambas o valor de 35 mg/100 g., e Cobb et al. (1973) sugeriram também para gambas o limite de 30 mg/100g. Os estudos anteriormente referenciados não mencionam camarão conservado a várias temperaturas, no entanto Leitão & Rios (2000) ao examinarem a espécie Macrobrachium rosembergii armazenada a 5 ºC também relataram uma dinâmica de produção crescente de ABVT. 

Como limite de aceitabilidade de ATMA, Dyer propôs em 1945 um valor de 1,5 mg/100 g quando a sua técnica colorimétrica fosse utilizada. Já Cobb et al. (1973) propuseram como limite de aceitabilidade de ATMA na gamba  5 mg/100 g., enquanto Shakila et al. (2003) propuseram um limite de 10 mg/100 g.  Todavia, também para o ATMA é complicado definir um valor limite de aceitação. De facto alguns autores, tais como Huss (1988) e Gennari & Campanini (1991) referem que a discrepância entre resultados de ATMA é muito grande e muito variável mesmo entre indivíduos de espécies aproximadas. 

Pela análise dos resultados em gamba armazenada a diferentes temperaturas verificou-se que a taxa de produção de ATMA é maior em relação ao ABVT, nota-se sobretudo que essa taxa é maior na fase inicial o atingindo depois um patamar estacionário no que toca á fracção de ATMA no total de ABVT. A maior diferença entre as fracções de ABVT e ATMA verificada no início das experiências, pode ser atribuida a vários factores; nas primeiras fases post-mortem, as aminas azotadas, sobretudo a amónia resultante da via enzimática contribuem bastante para o aumento do ABVT (Yeh et al., 1978). Também Vanderzant et al. (1976) refere que nesta fase, na gamba Parapenaeus longirostris é produzida sobretudo amónia. Por outro lado, Pacheco (1999), refere que na presença de oxigénio, este exerce um efeito inibitório sobre a actividade da OTMA redutase na redução do OTMA a TMA, o que atrasa, pelo menos nas primeiras fases logo a seguir à captura e à morte da gamba a produção de ATMA. 

A avaliação da qualidade microbiológica de gamba conservada a diferentes temperaturas, tal como na gamba conservada em gelo, incidiram em grupos indicadores bastante abrangentes como o são os mesófilos, os psicrotróficos e a família das Enterobacteriaceae. As contagens do crescimento de microrganismos psicrotróficos e mesófilos mostraram, tal como era expectável, uma dinâmica exponencial. Por outro lado, não se detectaram bactérias da família Enterobacteriaceae, facto que, como foi também referido na conservação em gelo, e de acordo com Kornacki & Johnson (2001), sugere a existência de boas condições higiosanitárias, já que este grupo de microrganismos pode ser utilizado como indicador geral da qualidade higiosanitária do produto. O resultado da contagem de Enterobacteriaceae, a demonstrar a ausência de bactérias desta família, é bastante positivo pois também indica a ausência de alguns microrganismos patogénicos, e. g. Salmonella spp., Shigella spp. e Yersinia spp..
Relativamente ao crescimento de microrganismos a 30 ºC e ao crescimento de microrganismos psicrotróficos, quer em gamba exposta a 5 ºC, quer em gamba exposta a 15 ºC, verifica-se que a taxa a que esse crescimento ocorre é superior para os microrganismos mesófilos quando comparado com o crescimento de psicrotróficos, em consonância como ocorrido na gamba conservada em gelo.

Não estão definidos na legislação Portuguesa critérios microbiológicos que indiquem limites críticos para contagens totais de mesófilos e psicrotróficos em crustáceos, no entanto, verificou-se que os valores limite de aceitação para crustáceos referidos pela ICMSF (1986) e por Huss (1997), que indicam como valor limite de referência, para este tipo de contagens valores da ordem dos 107 UFC/g, seriam mais rapidamente alcançados quanto maior a temperatura de conservação da gamba. Verificou-se que só se chegou a este nível de contaminação (107 UFC/g), quando os limites de ABVT estavam bastante ultrapassados e quando do ponto de vista sensorial a gamba apresentava claros sinais de deterioração, o que leva a admitir que o limite de aceitação de 104 UFC/g proposto para comercialização de crustáceos frescos pela AFDO (AFDO, 1998), seja mais adequado.
Os coeficientes térmicos Q10 obtidos em gamba conservada a diferentes temperaturas, e os valores de declive determinados na linearização de ABVT e ATMA representados nas Figuras 31 e 33 permitem o cálculo da taxa de produção e logo, o valor de ABVT e ATMA a uma determinada temperatura entre os 5 e os 25 ºC ao final de um tempo. Isto permite verificar a influência que o factor temperatura tem no tempo de conservação da gamba.

O coeficiente térmico Q10, calculado com base nas contagens microbiológicas, nomeadamente nas contagens de psicrotróficos, e contagens de mesófilos aponta a um aumento quase para o dobro na taxa de crescimento microbiano. Estes resultados ajudam a explicar, até certo ponto, e dada a natureza da produção de ATMA e ABVT ser em parte de origem microbiana, a dependência da taxa de produção destes compostos relativamente ao valor da temperatura de conservação.

Neste estudo são apontados alguns valores limite para os parâmetros químicos de avaliação, resultantes da apreciação global das análises sensoriais e microbiológicas nos diferentes modos de conservação a que a gamba foi sujeita, pelo que são aqui propostos dois níveis de aceitabilidade, ou seja; no caso do ABVT é proposto enquanto limite máximo de aceitabilidade os 35 mg/100 g sendo que a gamba só possa ser considerada perfeitamente fresca abaixo dos 30 mg/100 g. Já para o ATMA a gamba é considerada fresca abaixo dos 10 mg/100 g e o limite máximo de aceitabilidade proposto seriam os 12,5 mg/100 g.
Os valores limites para ABVT e ATMA anteriormente propostos são no entanto limitados a situações de abuso de temperatura, sem que a gamba sofra como foi focado qualquer tipo de lavagem ou de lixiviação, o que impediria a eliminação do ABVT e do ATMA, no entanto verificam-se que não são essas as condições reais em que a gamba é usualmente armazenada e desde logo coloca em causa a fiabilidade das determinações de ABVT e ATMA para determinação de frescura na gamba Parapenaeus longirostris.

Como foi exposto, ao longo dos ultimos anos foram obtidos resultados diversos na determinação de ABVT e ATMA. Neste trabalho a conservação em fitoclima provocou sempre a subida dos níveis de ABVT e ATMA, independentemente da temperatura a que foi realizado, e em contacto com gelo tal não aconteceu, tendo ocorrido o inverso, ou com esses valores a permanecerem estacionários. A hipótese de ocorrência de lixiviação parece então ter sido confirmada, não só pela deteção de ABVT no gelo fundido, como também pela existência de uma elevada carga microbiana nessa água, que confirma o arrastamento de microrganismos, o que contribui para uma menor produção de compostos azotados. São vários os autores, tais como Malle & Tao (1987), Malle & Poumeyrol (1989), Antonacopoulos & Vyncke (1989), Civera, et al. (1995), e Rodríguez-Jérez, et at. (1998), Anastasio (1999), Kyrana & Lougovois (2002), Papadopoulos et al. (2003), Castro et al. (2006) que referem nos seus artigos que a determinação de azoto básico volátil total (ABVT) não é um método fiável e que os índices de ABVT e azoto de trimetilamina (ATMA) não são realmente sensiveis enquanto indicadores de frescura em peixe, moluscos e crustáceos devido à variabilidade de resultados conseguidos, pelo que este tipo de determinações apenas teria alguma validade quando se trata de pescado perto do limite de aceitabilidade. Tudo isto está em consonância com os resultados obtidos e descritos neste documento. No entanto, apresenta-se uma explicação para esse fenómeno, bem como se demonstra que na ausência de gelo é possivel observar uma clara evolução dos parâmetros químicos de deterioração, devidamente acompanhados e suportados pela evolução da microbiota presente na gamba. Mais ainda, foi possivel modelar matematicamente essa deterioração o que permite elaborar previsões de tempo até à deterioração da gamba de acordo com os limites de aceitação propostos. Sendo assim, e ao contário do sujerido pelos autores referidos, os resultados deste trabalho confirmam  a aplicabilidade deste tipo de parâmetros na determinação do grau de frescura da gamba Parapenaeus longirostris. 

5 Conclusão
Os objectivos gerais deste trabalho foram o estudo da deterioração da gamba Parapenaeus longirostris comercializada de modo tradicional. Para tal foi efectuado um estudo à evolução dos compostos azotados (ABVT e ATMA); avaliada a qualidade micrtobiológica em termos de segurança alimentar pelo estudo do crescimento de alguns grupos microbianos em gamba e efectuado um estudo preliminar de qualidade sensorial pelo método QIM. Também foi  estudada a dinâmica de evolução de compostos azotados em gamba quando esta foi sugeita a várias temperaturas de conservação.

De acordo com o objectivo geral exposto foram delineados objectivos específicos que em seguida são abordados e caracterizados;

1. De modo a verificar a viabilidade e consistência das determinações de ABVT  e ATMA enquanto parâmetros indicadores de “frescura” na gamba, foram efectuadas diversas experiências. Os resultados desses ensaios permitem confirmar a aplicabilidade destes métodos e, em conjunto com os resultados da avaliação sensorial e avaliação microbiologica e uma abordagem à literatura existente, são sugeridos pelo autor, enquanto limites de aceitabilidade para o parâmetro químico indicador de “frescura” que actualmente se encontram legislado, o ABVT, dois niveis de aceitabilidade, nomeadamente os 30 mg/100 g para gamba fresca e os 35 mg/100 g para gamba em condições de ser consumida, mas sem estar completamente fresca. Também para o ATMA são apresentados dois niveis de aceitabilidade nomeadamente os 10 mg/100 g para gamba fresca e os 12,5 mg/100 g para gamba em condições de ser consumida, mas sem estar completamente fresca. 
2. A evolução de ATMA e ABVT na gamba, quando esta foi conservada a diferentes temperaturas foi estudada e essa evolução foi modelada para o ATMA  (Figura 31) e ABVT (Figura 33). Verificou-se uma relação linear entre temperatura de conservação e taxa de produção deste compostos o que permitiu modelar a deterioração da gamba em função da temperatura de conservação, na ausência de outros factores que afectem essa variação, e os modelos matemáticos permitem elaborar previsões de vida útil até à deterioração da gamba de acordo com os limites de aceitação propostos.
3. A existência de fenómenos de lixiviação de ABVT e ATMA foi demonstrada, ao verificar-se a presença destes compostos no gelo fundido, o que explica as dúvidas que este método tem levantado a diversos autores como indicador da frescura nos produtos conservados daquele modo (i.e.em gelo).
4. Em relação ao estudo do crescimento microbiano, embora a variação de contaminação dependa do local de captura e sobretudo das condições de captura, transporte e maneio, pelo que muitas das conclusões aqui obtidas se referem apenas às condições a que a gamba amostrada foi sujeita, verificou-se a ausência de  coliformes termotolerantes e Escherichia coli, de bactérias da familia Enterobacteriaceae, que demonstram sobretudo a boa qualidade higiosanitária a que as amostras de gamba foram sujeitas na captura e transporte durante a experiência. A presença de bactérias psicrotróficas e de bactérias mesófilas, visto estas constituírem parte da flora natural da gamba, é normal, contudo o seu número pode aumentar para níveis inaceitáveis quando a sua armazenagem não é adequada, pelo que também neste caso foi possível avaliar a influência da temperatura de conservação, e verificar que a taxa de crescimento deste tipo de bactérias está linearmente relacionada com a temperatura de  conservação, pois pode-se concluir que as taxas especificas de crescimento duplicam com o aumento de 10 ºC na temperatura de conservação. Também no que toca a contagens de bactérias psicrotróficas e de bactérias mesófilas o autor sugere dois niveis de aceitabilidade nomeadamente valores da ordem dos 104  UFC/g para gamba fresca e 106  UFC/g como limite de aceitabilidade. Também estes valores foram indicados correlacionando e tendo em consideração todas as observações efectuadas (avaliação química, avaliação microbiológica e avaliação sensorial).

5. A variação de ABVT e ATMA e o crescimento microbiano são processos biológicos que se encontram estreitamente relacionados, dado que, como foi descrito, o crescimento microbiano influência essa variação de forma linear. Por outro lado verificou-se que as condições reais em que a gamba é transportada e armazenada, favorecem a lixiviação daqueles compostos, mas também se verificou o “arrastamento” de alguns microrganismos por essa água, no entanto, esse factor não é tão condicionante e impeditivo da correcta avaliação como acontece  com a eliminação de indicadores químicos de contaminação que são solúveis, e logo, mais facilmente eliminados

6. Foi elaborada e estudada experimentalmente uma proposta de índice de qualidade. Apesar do resultado ser aceitável, devido ao facto de o painel de provadores utilizado não ter sido treinado, o indice de qualidade proposto  pode e deve ser sujeito a mais testes de forma a permitir a sua optimização e posteriormente a sua respectiva validação.

6 Considerações finais
No final de um trabalho existe sempre algo que ficou por dizer, por investigar, ou por explorar de um ou outro modo. No entanto, esse poderá ser um propósito que pode sempre dar origem a um novo projecto e conduzir a um maior conhecimento. 
Obviamente os resultados aqui obtidos necessitariam com certeza de ser fortalecidos com base em outras análises microbiológicas que abrangessem outros grupos de microrganismos, tais como fungos, bolores e leveduras.
As análises químicas pretendem desde há muito, e devido às desvantagens no que diz respeito ao tempo exigido pelos métodos microbiológicos para providenciar resultados em relação à qualidade dos géneros alimentícios, substituí-los. No entanto e, por enquanto, como este estudo demonstrou, essa realidade é ainda muito susceptivel a dúvidas, e necessita de ser devidamente consolidada.
Perante os resultados obtidos e as dúvidas aqui levantadas, fica a curiosidade acerca da hipotese de ocorrência ou não de lixiviação e a consequente invalidação do método de amostragem no que concerne às espécies com limites de ABVT indicados no Regulamento (CE) nº 2074/2005 da Comissão Europeia.
Neste trabalho realizou-se uma abordagem à análise sensorial que necessita de ser optimizada, pois pode existir a necessidade de determinados ajustes, e só então poderá ser validada.
No que à espécie em estudo diz respeito, esta também enfrenta na melanose um enorme problema pois parece não existir uma solução perfeitamente consensual para o tratamento do problema, apesar de para esta espécie já ter sido relatado que o valor limite legal de sulfitos que podem ser usados tem-se revelado ser insuficiente.
São por isso vários os caminhos que podem ser seguidos e a existência de mais opiniões, mais estudos laboratoriais e mais investigação permite a resolução de problemas, para além de contribuir, sobremaneira, para a vitalização  e fortalecimento do papel  das comunidades académicas enquanto integrantes da sociedade.  
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