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RESUMO

A alheira ¢ um enchido tradicional que esta ligado a cultura e aos costumes das
populacdes da regido de Tras-os-Montes, cujos registos de fabrico remontam ao século XV.
Atualmente, a producdo de alheiras assume um papel importante na economia regional e
nacional, pelo que é muito importante estudar e caracterizar as propriedades fisico-quimicas
e microbioldgicas para assegurar a qualidade das alheiras tradicionais. Deste modo, este
trabalho teve dois objectivos principais: (i) estudar as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas ao longo do processo de fabrico de alheiras produzidas na regido de Tras-
os-Montes; e (ii) definir um mapa de qualidade, tendo em consideracdo as caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas das alheiras produzidas de forma artesanal.

Para alcancar o objetivo 1 (Estudo 1), foram colhidas amostras, constituidas por
cinco alheiras em trés pontos de amostragem, em trés lotes da cozinha de VINHAIS e em
dois lotes da cozinha de BRAGANCA. Os trés pontos de amostragem foram efetuados no
dia do enchimento, no meio do processo de maturacéo e no fim do processo de maturacéo,
portanto as alheiras estavam prontas para a venda.

Para o objetivo 2 (Estudo 2), foi delineado um trabalho de amostragem de alheiras
artesanais produzidas e comercializadas na regido de Tras-os-Montes. Assim, foram
adquiridas cinco alheiras de quinze produtores regionais, todavia apenas sao apresentados
0s resultados de seis produtores, uma vez que a pandemia COVID-19 nos impediu de
concluir as analises fisico-quimicas e microbiolégicas em tempo Util para a conclusdo desta
dissertacdo.

Os resultados do Estudo 1 revelaram que as alheiras do produtor de BRAGANCA
apresentaram maior (p<0,05) ay, (0,991 versus 0,985) e teor humidade (51,9 versus 48,9%)
e menor (p<0,05) pH (5,42 versus 5,54) que as alheiras do produtor de VINHAIS. Como
esperado, ao logo do processo de maturacdo observou-se uma diminuicdo (p<0,05) destes
parametros, pelo que os valores minimos foram obtidos nas alheiras prontas para

comercializacdo. Ja na composi¢do proximal, as alheiras do produtor de BRAGANCA



apresentaram maiores (p<0,05) teores de proteina bruta (9,82 versus 9,40%) e de cinzas
(1,47 versus 1,40%) que as alheiras do produtor de VINHAIS. J& o teor de gordura bruta
ndo diferiu (p>0,05) entre produtores (22,7 versus 22,5%) e as alheiras do produtor de
VINHAIS apresentaram maior (p<0,05) teor de hidratos de carbono (14,2 versus 17,8%).
Os microrganismos avaliados neste trabalho foram os mesoéfilos, coliformes, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e Salmonella spp. As alheiras do
produtor de BRAGANGCA apresentaram contagens superiores de mesofilos (6,69 versus
5,45 log ufc/g) e de S. aureus (3,34 versus 2,90 log ufc/g) que as alheiras do produtor de
VINHAIS. As alheiras de ambos os produtores apresentaram contagens baixas de
coliformes, de E. coli e de C. perfringens. E também de salientar que foi detectada a
presenca de Salmonella em quatro alheiras das 75 analisadas. Ao longo do processo de
maturacao as contagens de todos 0s microrganismos aumentaram de forma gradual.

Os resultados do Estudo 2 evidenciaram uma elevada variagdo nos parametros
fisico-quimicos estudados entre as alheiras dos diferentes produtores, o pH variou entre
3,39 e 4,62 e ay entre 0,974 e 0,991. Todas as alheiras analisadas apresentaram contagem
de mesdfilos superior a 6,5 log ufc/g. A analise de componentes principais identificou duas
componentes que explicaram 55,5% da variacdo nas 11 variaveis originais. Cabe destacar
gue os trés microrganismos patogenicos analisados, Salmonella, S. aureus e C. perfringens
estdo positivamente correlacionados entre si, 0 que indica que as mas condi¢coes de higiene
e as praticas de fabrico pobres sdo responsaveis pelas incidéncias destes microrganismos
patogénicos.

As alheiras artesanais apresentam elevada variabilidade nas caracteristicas fisico-
quimicas e microbiolégicas. A dimensdo da seguranca microbioldgica € essencial para a
valorizacdo destes produtos, pelo que a melhoria do processo de fabrico e o seguimento das
boas préticas de higiene, em todas as etapas de elaboracdo, sdo fundamentais para garantir

tanto a estabilidade microbiolégica como a seguranca das alheiras.

Palavras-chave: Produto cérneo, processamento, patogénicos, composi¢do proximal,

analise de componentes principais, mapa de qualidade



ABSTRACT

Alheira is a traditional sausage that is linked to the culture and customs of the
people of the Tras-os-Montes Portuguese region, whose manufacturing records date back to
the 15" century. Currently, the production of alheiras plays an important role in the
regional and national economy, so it is very important to study and characterize the
physicochemical and microbiological properties to ensure the quality of traditional alheiras.
Thus, this work had two main objectives: (i) to study the physicochemical and
microbiological characteristics of alheiras throughout the manufacturing process of
sausages elaborated by two artisanal producers, one in BRAGANCA and the other in
VINHAIS; and (ii) to construct a quality map, taking into account the physicochemical and

microbiological characteristics of artisanally produced alheiras.

In order to achieve objective 1 (Study 1), samples were taken, consisting of five
sausages from three sampling points, three batches from the VINHAIS producer and two
batches from the BRAGANCA producer. The three sampling points were made on the day
of stuffing, in the middle of the maturation process and at the end of the maturation process.

For objective 2 (Study 2), a sampling scheme of artisanal sausages produced and
marketed in the region of Tras-os-Montes was designed. Five alheiras were acquired from
fifteen regional producers, however only the results of six producers are presented in this
thesis, since the pandemic COVID-19 prevented us from completing the laboratorial

analyses in time for the conclusion of this dissertation.

The results of Study 1 revealed that the alheiras from the BRAGANCA producer
had a higher (p<0.05) water activity (0.991 versus 0.985) and moisture content (51.9 versus
48.9%) and lower (p<0.05) pH (5.42 versus 5.54) than that of VINHAIS producer. As
expected, during the maturation process, a decrease (p<0.05) in these parameters was
observed, so that the minimum values were obtained in the sausages ready for
commercialization. On the other hand, in the proximate composition, the alheiras from the

producer of BRAGANCA had higher (p<0.05) contents of crude protein (9.82 versus
v



9.40%) and ashes (1.47 versus 1.40%) than the alheiras from the VINHAIS producer. The
crude fat content did not differ (p>0.05) between producers (22.7 versus 22.5%) and those
from VINHAIS producer had a higher (p<0.05) carbohydrate content (14.2 versus 17.8%).
The microorganisms evaluated in this work were mesophiles, coliforms, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens and Salmonella spp. The alheiras from the
producer of BRAGANGCA showed higher counts of mesophiles (6.69 versus 5.45 log ufc/g)
and S. aureus (3.34 versus 2.90 log ufc/g) than those of the producer of VINHAIS. The
sausages from both producers showed low counts of coliforms, E. coli and C. perfringens.
It should also be noted that Salmonella was detected in four out of the 75 analyzed.

Throughout the maturation process, the counts of all microorganisms increased gradually.

The results of Study 2 evidenced a high variation in the physicochemical parameters
studied among the sausages of the different producers, the pH varied between 3.39 and 4.62
and water activity between 0.974 and 0.991. All of the analyzed sausages had mesophiles
counts above 6.5 log cfu/g. The principal component analysis identified two components
that explained 55.5% of the variation in the 11 original variables. It should be noted that the
three pathogenic microorganisms analyzed, Salmonella, S. aureus and C. perfringens were
positively correlated with each other, which indicates that poor hygiene conditions and poor
manufacturing practices are responsible for the incidence of these pathogenic

microorganisms.

Artisanally produced alheiras have high variability in physicochemical and
microbiological characteristics, which can negatively impact their level of stability and
safety. For the valorization of these typical products, appropriate standards of
manufacturing process and good hygiene practices should be followed at all stages of

production by artisanal producers.

Keywords: Meat product, processing, pathogens, proximate composition, principal

component analysis, quality map
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1. INTRODUCAO

Designam-se por produtos tradicionais aqueles produtos espacialmente ligados a
um territorio, a cultura e aos costumes ou modos de fazer, com um minimo de
permanéncia no tempo ou antiguidade, detentores de caracteristicas qualitativas
particulares que os diferenciam dos outros produtos (Albert & Mufoz, 1996), e que
revelam interesse histérico, etnografico, social ou técnico, evidenciando valores de
memoria, autenticidade, singularidade ou exemplaridade (Soeiro, 2014). Hoje, estes
alimentos tradicionais estdo no centro das atengdes enguanto instrumentos
potenciadores de desenvolvimento agricola e rural. Apesar de sempre terem estado no
mercado, mas de forma ndo expressiva em termos quantitativos, os conceitos de
referéncias associados aos alimentos tradicionais e artesanais ganham cada vez mais
importancia ao nivel do mercado, bem como os produtores e os distribuidores tendem a
aumentar a producdo, a diversificar a oferta e a melhorar a sua forma de apresentacédo
(Tibério et al., 2008). Para além de que, sendo a base da economia de territorios mais
sensiveis, 0s produtos tradicionais constituem a principal ocupacdo de pessoas e

familias desses territorios (Territorios em Rede, 2011).

Portugal caracteriza-se por possuir uma vasta e diversificada gama de produtos
alimentares tradicionais entre os quais destacam os produtos de salsicharia, pelo que a
sua valorizacdo € de grande importancia para o desenvolvimento sustentavel do
territorio (DGADR, 2018). De facto, a producdo de alimentos com caracteristicas
tradicionais desempenha em Portugal um papel fundamental no desenvolvimento das
regibes rurais, uma vez que as matérias-primas utilizadas sdo geralmente produzidas
localmente, assim, estimulando o comércio local, criando emprego e contribuindo para a
preservacdo do patrimonio local. Por outro lado, 0os consumidores tornaram-se mais
atraidos por alimentos menos industrializados e estdo disponiveis para pagar mais por
alimentos artesanais, produzidos em estruturas mais pequenas, uma vez que Sao
percebidos como produtos de qualidade, de propriedades organoléticas finas, e até mais
saudaveis. Portanto, a valorizagdo dos alimentos tradicionais e artesanais deve basear-se

na qualidade Unica, assim como na seguranca microbiolégica. Conforme o Despacho



Normativo N° 9 (2015), os produtos com caracteristicas tradicionais para que possam
continuar a ser produzidos, podem em determinados casos, impor a necessidade de
aplicacdo de regras mais flexiveis que devem ser equivalentes as aplicAveis aos
estabelecimentos localizados em regides sujeitas a condicionalismos geogréficos, desde

que a higiene e seguranca alimentar ndo sejam comprometidas.

Um produto cérneo tradicional altamente consumido é a alheira, produzido
predominantemente na regido de Tras-Os-Montes. Este enchido é elaborado a partir de
carne de porco, carne de frango, banha de porco, pao de trigo fatiado, azeite de oliva,
sal, alho, pimentdo ou outras carnes e especiarias. A massa é embutida em tripa de
porco, e submetida a fermentagdo e secagem por aproximadamente uma semana (Silva
et al., 2019), embora os tempos de producdo sejam muito variaveis. O produto é sempre
consumido grelhado. Contudo, apesar da popularidade da alheira em Portugal, varios
estudos tém evidenciado que sobre tudo nas unidades artesanais de produgdo nao é
improvavel ocorrerem falhas na aplicacdo das boas préaticas de higiene assim como
falhas ou variacdo no processo de fabrico (Ferreira et al., 2007; Magalhées et al., 2011).
Esta falta de controlo e de normalizacdo de processos pelos produtores artesanais é
responsavel pela grande variabilidade encontrada nas caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas entre lotes de um mesmo produtor. Numa investigacdo da qualidade
das alheiras artesanais ndo embaladas comercializadas em feiras de Braganca, Borgi
(2019) reportou uma alta variacdo nas propriedades intrinsecas que conferem
estabilidade microbiologica ao produto, nomeadamente atividade da agua (0,9870; IC
95%: 0,9730 — 0,9930), pH (4,827; IC 95%: 3,70 — 5,63) e contetdo de humidade
(49,5%; IC 95%: 36,2 — 62,8%). Em termos de teores de gordura (14-18%) e proteinas
(8-13%), a alheira crua também € muito variavel (Campos et al., 2013; Ferreira et al.,
20064a; Patarata et al., 2008; Pereira et al., 2012).

Borgi, (2019), Esteves et al. (2006a), (2006b) e (2008) reportaram ainda a
presenca de microrganismos patogenicos como Salmonella spp., C. perfringens e S.
aureus neste produto tradicional. Um estudo abrangente de meta-analise sobre a
seguranca microbiol6gica dos produtos carneos tradicionais portugueses (Xavier et al.,
2014) estimou incidéncias médias de Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e S.
aureus de 9,8% (IC 95%: 6,6 — 14,4%), 13,4% (IC 95%: 9,2 — 19,0%) e 25,8% (IC
95%: 15,7 — 39,3%) em enchidos a serem consumidos cozinhados, como € o caso da

alheira.



Assim, este estudo foca-se na investigacdo da qualidade e seguranca daquelas
alheiras elaboradas artesanalmente em instalagfes conhecidas como cozinhas regionais
localizadas na Terra Fria Transmontana, e enquadra-se segundo as exigéncias atuais de
higiene e salubridade, numa dupla perspetiva, de protecdo do consumidor e de

valorizacdo econdmica dos recursos locais. O trabalho teve por objetivos:

1. Avaliar as propriedades intrinsecas (atividade da agua, pH, e contetdos de
humidade, gordura, proteina e cinzas) e grupos microbianos indicadores de
higiene e seguranga (mesotfilos, coliformes totais, Escherichia coli, Salmonella
spp., Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens) ao longo do processo de
fabrico das alheiras produzidas em duas cozinhas regionais; e esclarecer os
fatores criticos de processamento que condicionam a sua qualidade.

2. Elucidar, mediante analise de componentes principais, a dissimilaridade nos
atributos composicionais e caracteristicas microbiologicas de alheiras elaboradas
por um conjunto de produtores artesanais; e inferir as inter-relagdes ou

tendéncias entre os atributos de qualidade antes mencionados.

Desta forma, o trabalho de investigacdo foi realizado em duas fases: a primeira
fase visou atingir o objetivo (1) e € apresentada no Capitulo 4, enquanto o trabalho de
investigacdo referente ao objetivo (2) é apresentado no Capitulo 5. Estes capitulos
contém resultados e discussdo. O Capitulo 6 desta dissertacdo apresenta as conclusées
gerais obtidas por meio dos resultados encontrados nos Capitulos 4 e 5. No Capitulo 2,
apresenta-se uma revisdo bibliografica que serve de marco tedrico ao trabalho de
investigacdo realizado. A metodologia e protocolos utilizados para as analises fisico-

quimicas e microbioldgicas descrevem-se no Capitulo 3.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Alheira: Origem e Caracteristicas

A alheira ¢ um enchido tradicional portugués fermentado e maturado,
geralmente obtido a partir de carne de porco. A origem das alheiras remonta desde o
final do século XV e esta associada a presenca de comunidades judaicas em Tras-0s-
Montes. Segundo a tradigéo, foi desenvolvido um tipo de linguica de forma semelhante
aquelas que faziam parte da culinaria cristd, mas recheada com frango e farinha em vez
de carne de porco e gordura. Dessa maneira, 0S cripto-judeus escaparam de serem
identificados pela inquisi¢do por causa de seus diferentes habitos alimentares (Ferreira
et al., 2006a). Com o passo dos anos, a receita foi se tornando popular entre a populagéo
local que comecou a reproduzi-la e espalha-la para outras regides de Portugal e do
mundo (Campos et al., 2013). Atualmente, diferentes tipos de alheiras sdo produzidos
utilizando diversas matérias-primas como carne de caca, bacalhau, atum, entre outros,
nas varias unidades de producéo, representando um importante recurso econémico das
regides (Ferreira et al., 2006; Silva et al., 2019).

A alheira deve suas caracteristicas unicas por um lado, aos seus ingredientes que
incluem pédo e carnes condimentadas com sal, pimenta, colorau, azeite ou banha de
porco e alho que é usado como ingrediente base (Esteves et al., 2008; Patarata et al.,
2008). Relativamente as caracteristicas fisicas, a alheira tem um formato de ferradura,
com comprimento entre 20 a 35 cm e com 2 a 3 cm de diametro, aspeto amarelado e
heterogéneo, e 0 seu peso oscila entre 150 e 200 gramas. Relativamente as
caracteristicas sensoriais, apresenta um cheiro muito leve a fumo, agradavel,
destacando-se o sabor a alho, azeite e uma ligeira acidez tipica (DGADR, sem data). Do
ponto de vista de vida de prateleira, apresenta uma vida Gtil de cerca de 30 dias se for
armazenado a 4°C ao ar ou por mais tempo se for embalado a vacuo (Albano et al.,
2009; Ferreira et al., 2006a). Contudo, é um produto que antes do consumo necessita de
ser submetido a uma operagdo culinaria de fritura ou grelhado de acordo com as

preferéncias do consumidor (Esteves et al., 2008; Ferreira et al., 2006a).



2.2.Importancia Econdémica da Alheira e Outros Enchidos para a Regido

O fabrico de produtos de salsicharia tradicional representa uma parte
considerdvel da industria carnea a nivel europeu, particularmente em paises
mediterranicos como Portugal, Espanha, Franca, Italia e Grécia. Em Portugal, a
atividade de “abate de animais, preparagdo e conservagdo de carne e de produtos a base
de carne” em 2017, foi a mais valorizada das industrias alimentares com 18,5% do total
do valor de vendas (INE, 2019). Desde o ano 2000 até o 2012 (Figura 2.1), tem-se
verificado um aumento da producdo, tanto dos produtos a base de carne como da
producdo de enchidos, entretanto, a partir do ano de 2013 ocorreu uma redugdo quase
constante da producdo dos mesmos até o ano 2017. Apesar disso, fazendo uma anélise
do periodo 2000 a 2017, verificou-se um crescimento na ordem de 70 mil toneladas
correspondentes a 150% para a fabricacdo de produtos a base de carne e 40 mil

toneladas correspondentes a 300% para a producao dos enchidos.

Producao de produtos a base de carne e dos enchidos
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Figura 2.1: Evolucdo da producéo de produtos de transformacéo carnea e dos enchidos
em Portugal, no periodo 2000 a 2017. Fonte: INE (2001, 2006, 2011, 2012, 2013, 2014,
2015, 2016, 2017, 2018).

Em Portugal, o sector de transformacdo da carne e producdo dos enchidos
tradicionais é particularmente rico e diversificado. De acordo com o inquérito feito pela
DGADR (2018), existem a nivel nacional cerca de 41 produtos de salsicharia
devidamente certificados com a designacdo IGP e DOP. Contudo, na regido norte do
pais, destacam-se 0s seguintes: as alheiras do Barroso, de Mirandela e de Vinhas, as
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chouricas de carne do Barroso, de Melgaco, de Vinhais, os presuntos do Barroso, de
Melgaco e de Vinhais, o salpicdo do Barroso, de Melgaco e de Vinhais; e a Sangueira
do Barroso-Montalegre (DGADR, sem data).

No que concerne a producdo da alheira, historicamente este produto era
elaborado exclusivamente por produtores domésticos e a sua comercializagdo
representava uma fonte de renda extra valiosa para as familias (Esteves et al., 2008).
Contudo, nos ultimos tempos, a producdo da alheira tem vindo a crescer representando
ao nivel industrial um volume de negdcios anual de cerca de 30 milhdes de euros apenas
no distrito de Braganca. A producdo da alheira assumiu assim um papel importante para
0 desenvolvimento econdmico da regido, ndo apenas por suas caracteristicas sensoriais
Unicas, mas tambem gracgas ao seu custo razoavel comparativamente a outros produtos
de salsicharia (Patarata et al., 2008). Também € visto como ancora gastrondémica do
turismo, divulgacdo cultural, producdo e exportacdo, levando a um reconhecimento

nacional e internacional crucial da regido (Campos et al., 2013).

2.3.Regimes de Qualidade e Certificacéo dos Produtos Tradicionais

Os regimes de qualidade constituem a base para a identificacdo e protecdo de
denominacGes e mengdes que indicam ou descrevem produtos com carateristicas que
oferecem uma mais-valia em virtude dos meétodos de producdo e transformacao
utilizados, ou em virtude do local de producdo, transformacdo ou comercializagdo. De
modo que, o interesse pelos produtos tradicionais como elemento integrante no
desenvolvimento rural e de qualidade a nivel europeu, traduziu-se na publicacdo de
regulamentacdo comunitaria de apoio a valorizacdo e protecdo de produtos originarios
de regides conhecidas pelas suas producgdes tradicionais (Tibério et al., 2008). Essa
regulamentacdo conduziu a certificacdo e consequente atribuicdo dos regimes de
qualidade: Denominacdo de Origem Protegida (DOP) e Indicacdo Geografica Protegida

(IGP) a alguns produtos tradicionais portugueses.

O DOP assinala que um produto é originario de um local ou regido, cuja
qualidade ou caracteristicas se devem essencial ou exclusivamente a um meio

geografico especifico, incluindo os seus fatores naturais e humanos e cujas fases de



producdo tenham todas lugar na éarea geografica delimitada (Regulamento (CE) N°
1151, 2012).

O IGP ¢ definido como sendo uma denominagéo que identifica que um produto é
originario de um local ou regido determinados, que possui determinada qualidade,
reputacdo ou outras caracteristicas que possam ser essencialmente atribuidas a sua
origem geografica e em relacdo ao qual pelo menos uma das fases de producédo teve

lugar na area geografica delimitada (Regulamento (CE) N° 1151, 2012) (Figura 2.2).

Figura 2.2: Simbolos de Denominacgéo de Origem Protegida (DOP) e de Indicacéo
Geografica Protegida (IGP) utilizados em produtos carneos tradicionais de Portugal

2.3.1. Importéncia da certificacdo de produtos tradicionais

A certificacdo € de extrema importancia uma vez que, procura facilitar a
concorréncia leal entre os produtores de géneros alimenticios com caracteristicas e
atributos que oferecem mais-valia, para além de disponibilizar aos consumidores
informacbes fiaveis sobre os produtos com caracteristicas especificas, de forma a
permitir que facam opcdes de compra. De modo que, a certificacdo de produtos é
facultativa e constitui um instrumento para a comercializacdo, com vantagens para todos

os envolvidos, uma vez que:

1) O produtor consegue demonstrar com objetividade que o produto obtido
cumpre requisitos pré-determinados, colocando-o em vantagem perante a
concorréncia, pois os compradores sdo facil e objetivamente informados através

da exibi¢do de uma marca;



2) O retalhista/comerciante beneficia-se porque € ajudado na selecdo de produtos
e produtores, aproximando-se dos anseios do cliente transmitindo-lhe qualidade,
seguranca e autenticidade; e,

3) O consumidor reconhece a qualidade podendo optar pela diferenca, tendo a
certeza de que todos os aspetos relevantes do produto, a que ndo tem diretamente

acesso, foram devidamente controlados e estdo conforme ele espera.

2.3.2. Alheiras certificadas

Existem a nivel nacional, trés alheiras certificadas com regime IGP
nomeadamente: alheira de Vinhais, alheira de Mirandela e alheira de Barroso (DGADR,
sem data). Para estas alheiras poderem beneficiar deste regime, avaliaram-se varios
elementos nomeadamente, 0 nome do produto, a descri¢cdo do produto, a delimitacdo da
regido geografica da obtencdo das matérias-primas, a regido geografica de
transformacgé@o em produto final, 0 método de producéo e, acima de tudo, os elementos
que provam a origem do produto, fatores extremamente importantes para a identidade e

especificidade do produto e que constam nos cadernos de especificacoes.

Na Tabela 2.1, pode-se apreciar que, para além das semelhangas entre 0s trés
tipos de alheiras, também existem algumas diferencas em varios aspetos. Por exemplo, a
carne de porco utilizada, embora seja da raca bisara na elaboracdo de cada uma delas,
utilizam-se partes diferentes das carcacas de carne para além de que, na alheira de
Mirandela também € adicionada a banha de porco. No que diz respeito a duracdo da
fumagem, por exemplo, a alheira de Barroso necessita apenas de 3 a 4 dias enquanto as
alheiras de Mirandela e Vinhais levam pelo menos 8 dias. Algumas diferencas também
sdo encontradas na regido geografica de producdo assim como de transformacdo do
produto. Portanto, todos esses aspetos € que determinam as caracteristicas quimicas e

organoléticas Unicas e especificas de cada tipo de alheira.



Tabela 2.1: Carateristicas e especificacdes das alheiras certificadas com regime IGP.

ALHEIRA

DESCRICAO

VINHAIS

MIRANDELA

BARROSO-
MONTALEGRE

Carne de Porco
(Bisaro)

Carne de aves

Cabeca, entremeada, barriga

€ aparas

Galinha e peru (apenas para

elaborar a calda)

P4, cabega e barriga
Banha de porco

Galinha, pato, lebre,

coelho, perdiz e faisdo

Nao utiliza cebola e salsa

Carne agarrada aos
0ss0s, cabeca,

entremeada e aparas

Galinha, pato e coelho

picada Né&o utiliza cebola e
salsa ou malagueta
Peso do porco ao abate 100 a 200 kg 100 a 200 kg 100 a 250 kg

Carateristicas quimicas
dos ingredientes

incorporados

10 a 15% porco, 45 a 50%
aves; 15 a 25% de pao, e 4

a 8% de azeite

50% porco, e 0 pao nao

excede 25%

Area geogréfica de

Distrito de Vila Real

Concelho de Mirandela

Concelhos de Boticas,

producao Chaves e Montalegre

Area geogréfica de Distrito de Braganca Concelho de Mirandela Concelho de

transformacéo Montalegre

Lenha Carvalho e de castanhos Oliveira, carvalho, Carvalho, torgos,
sobreiro, pinheiro e vidoeiros e salgueiro
choupo

Processo de fumagem Superior a 8 dias ~ 8 dias 3 a4dias

Logotipo

.1 Alheira ¢
Mirandela

Fonte de elaboragdo: Associacdo Comercial e Industrial de Mirandela (2015); Associagdo dos
Produtores de Fumeiro da Terra Fria Barrosd (sem data); Vinhais (2005).



2.4.Enquadramento Legal na Producéo de Alheira

De acordo com Codex Alimentarius (2003), para que os operadores da industria
alimentar consigam proporcionar alimentos seguros e aptos para o consumo deverdo
aplicar as préticas de higiene estabelecidas nesse documento, em toda a cadeia alimentar
desde a producdo até ao consumidor final, por forma a identificar os perigos inerentes
bioldgicos, quimicos e fisicos. Nesse contexto, o produtor das alheiras, seja de forma
artesanal ou industrial, necessita implementar a legislacdo vigente relativamente as boas
praticas de higiene e de fabrico. Sempre que possivel e para facilitar o controlo em todas
as etapas de producdo, transformacéo e distribuicdo, devera implementar um sistema

HACCP, tendo em conta 0s pontos criticos de controlo em cada operacao.

2.4.1. Obrigacéo dos operadores em relacéo as boas praticas de higiene

Para tornar mais eficiente o controlo da qualidade alimentar foi publicado o
“Pacote Higiene” que entrou em vigor em todos os estados membros da Unido
Europeia, a 1 de Janeiro de 2006. Neste pacote estdo incluidos: 1) Regulamento (CE) N°
852 (2004), relativo a higiene dos géneros alimenticios, 2) Regulamento (CE) N° 853
(2004) que estabelece regras especificas de higiene aplicaveis aos géneros alimenticios
de origem animal. Este pacote abrange a todos os operadores e produtores da industria
alimentar e aplica-se em todas as fases da producdo, transformacdo e distribuicdo de

alimentos.

Os operadores das empresas do setor agroalimentar como é o caso dos
produtores de alheiras, sdo obrigados a cumprir as disposicdes o anexo Il do
Regulamento (CE) N° 852 (2004) no que concerne as instalacGes e locais onde os
produtos estdo expostos. As instalacdes devem compreender superficies (incluindo de
equipamentos) e utensilios, que sejam de facil limpeza; paredes, tetos e portas que
sejam lisas, impermeaveis, ndo absorventes e de materiais resistentes a corrosdo. As
medidas e frequéncias de limpeza e desinfecdo das instalacdes referidas devem ser
adaptadas a atividade de forma a ter em conta a respetiva microflora. Instrumentos e
equipamentos devem ser mantidos permanentemente num estado de higiene satisfatorio

e ser limpos e desinfetados regularmente.

10



2.4.2. Obrigacéo dos operadores em relagdo aos critérios microbiol6gicos

Por forma a garantir a seguranca e salubridade dos géneros alimenticios, os
operadores do sector alimentar sédo obrigados a implementar o Regulamento (CE) N°
1441 (2007) de 5 de Dezembro de 2007 relativo a critérios microbioldgicos aplicaveis
aos generos alimenticios. De acordo com o Codex Alimentarius Commission & Joint
FAO WHO Food Standards Programme (2009), um critério microbiolégico define a
aceitabilidade de um alimento ou lote de alimentos com base na auséncia ou presencga
ou numero de microrganismos, incluindo parasitas e/ou quantidade de suas toxinas,
metabolitos por unidade (s) de massa, volume, area ou lote. A presenca ou auséncia do
microrganismo no alimento ¢ representada por ‘“satisfatorio” se todos os valores
observados indicarem a auséncia da bactéria, e “insatisfatorio” se for detetada a
presenca da bactéria em qualquer uma das unidades da amostra. Sendo que a alheira é
um produto carneo a ser consumido cozido (ndo é pronto para consumo), a sua
qualidade higiénica e de seguranca deve estar em conformidade com os critérios
microbiologicos compilados na Tabela 2.2. Auséncia de Salmonella em 25 g de produto
até o fim da vida util, e um maximo de 5000 UFC/ g de produto ao fim do processo de

fabrico. E. coli é identificada como sendo um indicador de contaminacéo fecal.

Tabela 2.2: Critérios microbiologicos que se aplicam na producéo de alheiras

Categoria do Microrganismo Limites Fase em que se aplica o critério
alimento
Produtos a base de Salmonella Ausente em 25¢ Produtos colocados no mercado
carne durante o seu periodo de vida
atil
Carne picada Contagem de 5 x 10° ufc/g (minimo) Fim do processo de fabrico
colonias aerdbias 5 x 10° ufc/g (maximo)
Preparados de E. coli 500 ufc/g (minimo) Fim do processo de fabrico
carne

5000 ufc/g (méximo)

Fonte de elaboragdo: Regulamento (CE) N° 1441 (2007).
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2.5.Caracteristicas Fisico-Quimicas e Valor Nutricional da Alheira

As carateristicas fisico-quimicas e a composi¢do nutricional da alheira depende
tanto dos tipos de ingredientes utilizados para a sua elaboracdo como dos processos de
fabrico aplicados, os quais sdo muito variaveis de produtor a produtor, seja artesanal ou
industrial (Ockerman & Basu, 2014; 2017). Para além disso, é preciso salientar que o
valor nutricional da alheira também depende do tipo de tratamento térmico. De acordo
com os dados do Servico Nacional de Saude (2019), o balanco calérico da alheira
grelhada é de 306 kcal/100 g grelhada, versus os 206 kcal/100 g de alheira cozida.
Como se pode constatar, a cozedura reduz consideravelmente o valor caldrico
comparativamente a alheira grelhada. Considerando que os adultos devem ingerir cerca
de 2000 kcal por dia e que cerca de 30% devem ser fornecidos pelas refei¢des principais
(mais ou menos 600 kcal), pode-se concluir que as alheiras estdo de acordo com as

diretrizes e podem ser consumidas como prato principal (Campos et al., 2013).

Relativamente a composicdo proximal, a alheira apresenta valores médios entre
15 e 20% de gordura bruta, e entre 10-13% de proteina bruta (Tabela 2.3; Campos et al.,
2013; Ferreira et al., 2006; Patarata et al., 2008; Pereira et al., 2012). Contudo, Campos
et al. (2013) relatam que, apesar da alheira ndo ser um alimento hipercalorico, é
desequilibrado nutricionalmente pois apresenta altos teores de lipidos do que o0s
considerados saudaveis. Os mesmos autores aconselham que para compensar esse
desequilibrio nutricional a alheira deve ser consumida acompanhada de alimentos ricos
em hidratos de carbono e pobres em gordura. No que diz respeito as propriedades
intrinsecas de atividade da agua e pH da alheira crua, esta, também apresenta valores
varidveis, que oscilam desde 0.870 a 0.987 e desde 3.84 até 5.60, respetivamente
(Tabela 2.3).

2.6.0 Fabrico da Alheira

A alheira é um produto tipicamente transmontano; contudo, possui
particularidades em algumas zonas especificas relativamente aos processos de fabrico e

nos ingredientes utilizados.
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2.6.1.

Ingredientes essenciais na elaboracéo das alheiras

Os principais ingredientes utilizados no fabrico das alheiras sdo essencialmente

a carne, o pdo e os condimentos. A carne constitui a matéria-prima principal da maioria

dos produtos carneos transformados e € essencialmente de origem suina, entretanto, as

alheiras sdo introduzidas carnes brancas, de aves ou de caca (Ferreira et al., 2006a).

Tabela 2.3: Carateristicas fisico-quimicas das alheiras avaliadas em diferentes estudos

pH aw Humidade  Proteina Gordura Cinzas Hidratos Referéncias
(%) bruta (%) Dbruta (%) (%) de carbono
(%)
5,11+0,50 52,3%+4,31 11,4+2,80 18,4+4,70 15,2+3,60 Ferreira et al.
(2006)
4,92+0,51 0,930+0,01 49,0+7,72 10,1242,30 19,46+4,92 2,21+1,20 19,24+4,79  Patarata et al.
(2008)
5,26+0,36 0,960+0,01 Esteves et al.
(2008)
0,991 54,37 Albano et al.
0,982-0,987 52-52,5 (2009)
6,07£0,26°  0,918+0,07° 68,8045  9,94+0,93"  6,6+0,68  1,14+0,02" Pereira et al.
(2012)
56,4+1,64  13,0+0,52° 15,6+1,24 13,240,65  Campos et al.
(2013)
5,60 Pinto (2015)
4,34-5,92 0,870-0,960 Barros et al.
(2018)
4,83+0,56°  0,987+0,004°  49,5+6,8 Borgi (2019)
4,87-5,09 0,981-0,960 Carvalho et al.
(2019)
3,84-5,54 0,968-0,998 Silva et al.
(2019)

UValores obtidos em alheira crua, antes da cozedura/grelhado
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Contudo, a composi¢do quimica do musculo da carne varia segundo a espécie
animal, sexo, idade e zona muscular em causa (Strong, 2006; Whittemore & Kyriazakis,
2008). Em termos gerais, contém 75% de &gua, 22% de proteinas, 3.5% de substancias
ndo proteicas soluveis e 3% de gordura (Whittemore & Kyriazakis, 2008).

O péo utilizado é regional de trigo cozido em forno de lenha, pesa cerca de 1,5
Kg, é redondo e resulta de uma cozedura prolongada, com uma quantidade muito
reduzida ou nula de fermento (Associacdo Comercial e Industrial de Mirandela, 2015;
Associagao dos Produtores de Fumeiro da Terra Fria Barrosd, sem data; Vinhais, 2005)

2.6.2. Condimentos essenciais na elaboracéo das alheiras

Os condimentos tradicionalmente mais utilizados no fabrico das alheiras sdo o
sal, o alho, o colorau e a malagueta ou piripiri. O sal € o aditivo mais importante na
producdo de produtos a base de carne (Feiner, 2006), pois desempenha diversas
funcbes, desde intensificador de sabor até agente antimicrobiano. A sua adicdo nos
alimentos reduz a atividade da agua, e por conseguinte, controla a proliferacdo de
microrganismos indesejaveis (Ockerman & Basu, 2014). Por outro lado, o sal contribui
para uma maior capacidade de extracdo das proteinas miofibrilares, essencial para a
ligacdo da massa dos enchidos, favorecendo a coesividade dos produtos (Gomes, 2017).
A concentracgdo de sal utilizada em enchidos € variavel. Teores entre 2 a 4% permitem o
desenvolvimento das bactérias lacticas e inibem o crescimento da maioria de
microrganismos (Ockerman & Basu, 2014). Contudo, os niveis normalmente

encontrados nas alheiras sdo, no entanto, inferiores (Noronha, 2008).

Relativamente as especiarias, sdo definidas como substancias aromaticas de
origem vegetal, sendo utilizadas com a funcdo de fornecer sabores e aromas aos
alimentos. N&o contribuem para fins nutricionais, pois ndo fornecem energia, assim, sdo
consumidas em quantidades menores (Feiner, 2006). Algumas especiarias podem ajudar
na digestdo e no aumento de apetite, porém, outras como alecrim, sélvia e seus extratos,
tém propriedades antioxidantes sendo bastante Uteis para prevenir a oxidacdo das
gorduras, enquanto outras, como tomilho e alho, tém propriedades antimicrobianas,
previnem o crescimento de bactérias indesejaveis as “patogénicas” e de deterioragéo,
sendo também que, estimulam o crescimento de bactérias lacticas (Chi & Wu, 2014;

Feiner, 2006; Ockerman & Basu, 2017). Os principais condimentos utilizados no
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fabrico da alheira sdo o alho e o colorau. H& a salientar que, as quantidades dos
condimentos utilizados nas alheiras sdo muito varidveis, contribuindo para a

diferenciagéo de produtor para produtor.

2.6.3. Processo de producéo

O processo da producdo da alheira é compreendido pelas seguintes etapas:
escolha das carnes, corte da carne, cozedura da carne, corte do pao, amolecimento do
pdo com a calda de cozedura das carnes, mistura de todos os ingredientes, enchimento,

fumagem e secagem/maturacéo (Figura 2.3).

Escolha das carnes: No fabrico das alheiras sdo escolhidas as pecas de carne
frequentemente obtidas da pa, da cabeca, da barriga (Associacdo Comercial e Industrial
de Mirandela, 2015), entremeada e aparas de carne de carcacas (Vinhais, 2005). Quando
se utiliza carne de aves, emprega-se as carnes de galinha e/ou peru obtidas de todas as
partes exceto das visceras, enquanto para alheiras de carne de caca, podem ser utilizadas
as carnes de pato, perdiz, coelho, lebre ou faisdo (Associacdo Comercial e Industrial de
Mirandela, 2015). Schwing & Neidhardt (2008) explicam que desde o ponto de vista da
qualidade do produto final, € melhor selecionar carnes provenientes de animais adultos,
devido ao seu maior contetdo de mioglobina, o que favorece uma melhor cor. Por outro
lado, deve possuir bom poder tampdo e capacidade de retencdo de agua e niveis de pH
entre 54 e 6,0. A gordura deve ser firme, com baixo teor de acidos gordos
polinsaturados, a fim de evitar rancidez rapida e excessiva exsudacdo de gordura. No
caso da carne de porco, a carne da regido dos ombros carrega um nivel mais alto de

pigmentacdo e é preferivel.

Corte das carnes: As carnes sdo cortadas em pedacos de dimensdo média, de maneira
que a cozedura seja um processo equilibrado e eficiente (Vinhais, 2005). Na producéo
industrial, este processo é realizado a temperaturas de refrigeracdo, o qual permite que o
corte efetuado seja preciso, porque a ativacdo da proteina muscular é mais eficaz a
baixas temperaturas (Feiner, 2006). Por outro lado, evita as perdas ao nivel da fragdo

lipidica que redundariam em alteracGes negativas da cor e textura do produto final
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(Gomes, 2017), para alem de que baixas temperaturas reduzem o risco de crescimento
bacteriano (Feiner, 2006).

Rececdo do péo Escolha da carne Rececéo de condimentos,

1 1 tripas, azeite e

embalagens
Corte do péo Corte das carne

Demolha

Demolha do p&o galda Cozedura da carne Sal

60°C 1

Desfia da carne

1 Alho, azeite, colorau

—p Mistura em quente |«

l Tripas naturais
Enchimento <

!

Secagem/Maturagio Embalagem

|

Embalagem

|

Armazenamento

Figura 2.3: Diagrama do processo de producdo da alheira. Fonte de elaboracéo:
Associacdo Comercial e Industrial de Mirandela (2015); Vinhais (2005)

Cozedura das carnes: As carnes ja cortadas e os restantes ingredientes utilizados sao
juntos cozidos em agua e sal numa panela. A duracdo da cozedura depende das
dimensdes e do tipo de recipiente utilizado e das caracteristicas do lume (Associacédo
Comercial e Industrial de Mirandela, 2015; Vinhais, 2005). Do ponto de vista

microbioldgico, a cozedura é uma etapa muito importante uma vez que pode destruir a
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maioria dos microrganismos eventualmente presentes na carne. Deve contemplar uma
temperatura de aproximadamente 100°C durante um periodo de 30 minutos (Noronha,
2008). Do ponto de vista tecnoldgico, a adicdo de dgua tem uma funcéo importante em
produtos a base de carne cozidos, uma vez que, a dgua atua como um solvente em
conjunto com fosfatos e sal na proteina muscular da carne, tornando os produtos mais

suculentos (Feiner, 2006).

Preparacdo da massa: A preparacdo da massa compreende as fases de corte do péo e o
seu amolecimento em calda quente de carne cozida. O pdo regional € cortado em fatias
finas, com co6dea (Vinhais, 2005). Esta operacdo é da maior importancia para as
caracteristicas finais do produto. A temperatura e a gordura da calda permitem que o
pdo absorva os aromas das diferentes carnes existentes no caldo e adquira a consisténcia
ideal para que, ao ser misturado com os restantes ingredientes, origine uma massa com
as caracteristicas necessarias a obtencdo de um produto diferenciado especifico
(Associacdo Comercial e Industrial de Mirandela, 2015). Esta mistura é feita a quente,

ou seja, a uma temperatura superior a 60°C (Noronha, 2008).

Mistura dos ingredientes: Ao pdo amolecido junta-se aos restantes condimentos (alho,
colorau e azeite de oliva) e a carne de porco desfiada (Vinhais, 2005). A massa formada
pela mistura de todos os ingredientes € homogeneizada, de forma manual ou mecéanica.
A forma como € feita esta mistura é determinante para a qualidade final do produto e
para o aspeto final das alheiras, em que se apercebem as carnes desfiadas (Associacao

Comercial e Industrial de Mirandela, 2015).

Enchimento: Apds o acerto da condimentacdo, é feito o enchimento imediato na tripa de
porco. O enchimento, manual ou mecéanico, é feito com cuidado para ndo rasgar a tripa.
Em cada extremidade do enchido é feito o fecho, com o mesmo segmento de fio de
algoddo, pelo que o enchido adquire o formato de ferradura (Associacdo Comercial e
Industrial de Mirandela, 2015).
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Processo de fumagem/secagem: O processo de preservacdo pelo fumo envolve a
combinacdo de dois efeitos: por um lado, a secagem que reduz a atividade da agua, e
por outro lado, a condensacdo das particulas do fumo a superficie do produto e a
migracdo para o seu interior. Os compostos fenolicos produzidos pelo fumo de madeira
tém um efeito bactericida e antioxidante, sendo eficaz na prevenc¢do da oxidacéo lipidica
em produtos a base de carne como a alheira (Medi¢, 2017; Walker, 2011), contribuindo
dessa forma para impedir o crescimento de microrganismos por um lado, e contribuindo
para a protecdo da superficie do produto do crescimento de fungos e do
desenvolvimento de rango, por outro lado (Medi¢, 2017). A fumagem ¢é feita com fogo
brando a cerca de 15 cm de comprimento e tem uma duracdo curta variavel (Ferreira et
al., 2006a), dependendo do tipo de alheira em especifico e é realizada em camaras
proprias. A temperatura a que os enchidos sdo submetidos varia muito em funcdo da
atividade do fogo e da distancia a que dele se situam, mas pode afirmar-se que o
processo artesanal se caracteriza por periodos de fumagem pouco intensa, a
temperaturas entre 60 a 70°C (Almeida, 2009). Geralmente o fumo € obtido a partir da
combustdo direta de lenha de oliveira ou carvalho, por serem estas as espécies que
apresentam um fumo de caracteristicas mais densas, o qual confere as alheiras
caracteristicas sapidas e textura especificas (Associacdo Comercial e Industrial de
Mirandela, 2015).

Embalagem: Dentre as principais mudancas que podem limitar a vida Gtil dos produtos
a base de carne, como a alheira, incluem-se: a descoloracdo, oxidacdo lipidica,
reidratacdo, desidratacdo e deterioracdo microbiana, portanto, para além da selecdo de
materiais de embalagem adequados, devem ser aplicados sistemas de embalagem
apropriados para retardar ou impedir essas mudancas desfavoraveis na qualidade
durante o armazenamento e a distribuicdo (Ahn & Min, 2008). Dos varios sistemas de
embalagem disponiveis na inddstria alimentar, a embalagem a vacuo é a mais utilizada
nas alheiras. A embalagem a vacuo prolonga a sua vida util porque inibe o crescimento
de microrganismos aerdbicos de deterioracdo e reduz a taxa de deteriora¢do oxidativa
(Athavale, 2018; Gorris & Peppelenbos, 2007). No entanto, no caso das alheiras

artesanais, € muito comum serem comercializadas avulso, sem embalagem.
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Armazenamento: O produto acabado deve ser armazenado em ambiente refrigerado
(4°C) para controlar o desenvolvimento de microrganismos. Especialmente no caso de
produto ndo embalado, € muito importante a higiene dos recipientes utilizados
(Noronha, 2008). Contudo, as alheiras de producéo artesanal sdo por vezes armazenadas

a temperatura ambiente.

2.7.Fatores que Influenciam na Estabilidade das Alheiras

A estabilidade dos produtos alimentares é influenciada por diferentes fatores tais
como: intrinsecos, extrinsecos e implicitos (Adams & Moss, 2008; Brown, 2000;
Fellows, 2018). Os fatores intrinsecos estdo relacionados as caracteristicas do produto,
que em produtos a base de carne incluem a disponibilidade de nutrientes (por exemplo,
fontes de carbono e nitrogénio e quaisquer nutrientes especificos para microrganismos
particulares), pH (geralmente de 4,3 a 7,0), a, (>0,60-0,999) e o tipo de “humectante”
(por exemplo, sal, actcar ou glicerol), a presenca de conservantes (por exemplo, nitrito,
sulfito, sorbato, benzoato ou parabenos) ou ingredientes com propriedades
antimicrobianas, como especiarias e constituintes do fumo (Brown, 2000; Fellows,
2018).

Os fatores extrinsecos estdo relacionados com as caracteristicas externas ao
produto, isto é, condicdes de processo e armazenamento (temperaturas de refrigeracao
ou de esterilizacdo), ambiente gasoso, por exemplo, embalagens a vacuo com altas
concentracdes de CO, e baixas de O, e humidade relativa (Brown, 2000). Ja os fatores
implicitos estdo relacionados as propriedades e interagdes dos microrganismos presentes
no alimento, como por exemplo, a taxa de crescimento especifico, mutualismo,
antagonismo, comensalismo, etc., (Adams & Moss, 2008). No que diz respeito a
estabilidade das alheiras, os principais fatores que a condicionam sdo a atividade da
agua, o pH, o teor de humidade, a temperatura de conservacdo e o tipo de embalagem
(Borgi, 2019).
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2.7.1. Atividade da &4gua (aw)

A ay € um dos critérios utilizados para estudar a estabilidade dos alimentos
(Park, 2008) e determina o limite minimo da agua que esta disponivel no alimento para
participar no metabolismo microbiano, na atividade enzimatica e também nas reacdes
quimicas (Fellows, 2018; Herrington & Vernier, 2012). Existe um limite de a,, abaixo
do qual nenhum microrganismo pode crescer. Para a maioria dos alimentos esta na faixa
de 0,6 a 0,7 (Adams & Moss, 2008; Fellows, 2018). A maioria dos fungos € inibida
abaixo de ay = 0,7, as leveduras sdo inibidas abaixo de a,, = 0,8 e a maioria das bacterias
é inibida abaixo de a,, = 0,9 (Fellows, 2018).

Tomando como exemplo a carne fresca, esta apresenta a,, de cerca de 0,98, o que
significa que cerca de 98% da &gua total na carne esta livre para reagir com qualquer
tipo de microrganismo. Os produtos cérneos apresentam valores de a, diferentes
dependendo do tipo de produto. Por exemplo, os produtos secos ao ar normalmente
apresentam valores de a, baixos, entre 0,90 a 0,82; em contrapartida, os enchidos
cozidos, uma vez que durante o processo de producdo é adicionada &gua, apresentam
valores de a, altos de cerca de 0,97-0,98 (Feiner, 2006). Atendendo ao valor de ay, 0S
alimentos podem ser classificados em humidade elevada, intermédia e reduzida (Tabela
2.4).

Tabela 2.4: Classificacdo de Alimentos e medidas de controlo com base na atividade da

agua
Atividade da agua (ay) Classificagao Medidas de controlo do crescimento microbiano
Valores > 0,85 Humidade elevada Refrigeracéo
Entre 0,60 e 0,85 Humidade intermédia N&o requer refrigeracéo, prazo de validade limitado
devido a deterioracdo por leveduras e bolores
Valores < 0,60 Humidade reduzida Prazo de validade longa, mesmo sem refrigeracéo

Fonte de elaboragdo: FDA (2016).

Assim sendo, alimentos com elevada humidade (a,>0.85) sdo considerados
pereciveis e, portanto, necessitam de refrigeracdo ou outra barreira para controlar o
desenvolvimento de microrganismos; enquanto os alimentos com humidade intermédia

(0,60<ay<0,85) ndo precisam de refrigeragdo para controlar patdgenos. Contudo, podem
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ter um prazo de validade limitado devido a deterioracao, principalmente por leveduras e
bolores. Ja os alimentos com humidade reduzida (a,<0,60) sdo considerados estaveis do
ponto de vista microbiol6gico, tém uma vida Util prolongada, mesmo sem refrigeracdo
(FDA, 2016). Conforme os valores de a, da Tabela 4, a alheira pode ser considerada
como um alimento de humidade elevada, e desse modo, para evitar o crescimento

microbiano é necessario que seja conservada sob refrigeragéo.

2.7.2. pH

O pH assim como a ay € um dos parametros fundamentais para a estabilidade da
carne e dos produtos carneos (Feiner, 2006). Para conseguir essa estabilidade, é
necessario que o pH seja reduzido por forma a inibir o crescimento da maioria dos
microrganismos (Russell & Gould, 2012). A inibicdo pode ser conseguida aumentando
a acidez (reduzindo o pH) pela adicdo de acidos organicos ou através da fermentagéo
lactica, embora, algumas bactérias patogénicas, em particular, a E. coli O157:H7,
podem sobreviver em condicGes acidas por longos periodos de tempo, mesmo que seu
crescimento seja inibido (FDA, 2016; Russell & Gould, 2012). A carne fresca tem um
pH em torno de 5,8 - 6,0; contudo, durante o processo da fermentacdo, nos produtos a
base da carne, este pH tende a reduzir até niveis dentre 4,2 e 5,5, dependendo do tipo de
produto (Ockerman & Basu, 2014).

Relativamente a alheira, varios estudos foram efetuados por diferentes autores
que obtiveram valores médios de pH entre 3,90 e 5,60 (Tabela 3). Assim, a alheira pode
ser considerada um alimento de acidez reduzida, no entanto em alguns casos pode
apresentar acidez elevada. Do ponto de vista microbioldgico, a alheira pode ser
considerada um alimento suscetivel a maioria de patégenos tendo em conta que, o pH
minimo para o crescimento da maioria destes ronda em torno de 4,0 (exemplo,
Staphylococcus aureus) a 5,8 (ex. Clostridium perfringens) (FDA, 2016). Portanto,
durante o processo de fabrico, os produtores de alheira devem assegurar-se ndo somente
de manter as boas praticas de higiene, se ndo também de obter uma rapida queda de pH,

para inibir 0s microrganismos patogénicos se estiverem presentes.
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2.7.3. Temperatura de conservagao

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes que afetam o crescimento
microbiano (Fellows, 2018). O crescimento bacteriano pode ser classificado de acordo
com a temperatura maxima (Tabela 2.5). Os hipertermofilos sdo capazes de crescer a
temperaturas altas, relativamente acima de 100°C, enquanto os terméfilos conseguem
crescer a temperaturas de 55°C. J& os mesofilos crescem a temperatura ambiente ou
préximo, e os psicréfilos temperaturas de refrigeracdo ou préximas. Os psicotroficos
sdo capazes de crescer a temperaturas de refrigeracdo, contudo, a sua temperatura 6tima
de crescimento estd na faixa mesofilica (Fellows, 2018; FDA, 2016). A temperaturas
inferiores a 12°C as Salmonella spp. € inibida, mas em contrapartida, a Listeria
monocytogenes pode crescer de 1° a 20°C. O armazenamento dos alimentos a baixas
temperaturas tem como principal objetivo minimizar as rea¢Ges de degradacdo dos
produtos e limitar o desenvolvimento microbiano (Salavessa, 2009), contudo, o
armazenamento refrigerado prolongado pode permitir o crescimento de L.

monocytogenes em produtos a base de carne (Brown, 2000).

Tabela 2.5: Tipos de microrganismos em funcao a temperatura de crescimento

Grupo Temperatura (°C)
Minimo Otimo Maximo
Psicrofilos (-10) -5 12-18 15-20
Psicotraficos (-5) -5 20-30 30-35
Mesofilos 5-15 30 -45 35-47
Termofilos 40 - 45 55-75 60 - 90
Hipertermdfilos 80 90 - 100 100 - 120

Fonte de elaboragdo: Fellows (2018) e FDA (2016)

2.8.Microbiologia Associada a Producéo de Alheiras

Os produtos carneos sdo alimentos ricos em nutrientes e, portanto, constituem
meios de cultura étimos para o desenvolvimento de microrganismos (Adams & Moss,

2008; Forsythe, 2010). Os microrganismos responsaveis pela deterioragdo incluem
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Pseudomonas spp., Shewanella spp., Enterobacteriaceae, bactérias &cido-lacticas
(LAB), psicotroficos, leveduras e bolores (ICMSF, 2005). Dentre os principais
microrganismos patogénicos que podem constituir um risco para produtos a base de
carne incluem: Trichinella spiralis, Escherichia coli 0157:7, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes,  Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum,  Clostridium
perfringens, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, entre outros. Alguns
patégenos como as Salmonellas, sdo invasivos e podem atravessar a parede intestinal
até a corrente sanguinea e causar infecdes generalizadas. Outros como E. coli O157:H7
produzem toxinas nos alimentos podendo chegar a causar graves danos em 0Orgaos,

como por exemplo, nos rins (Forsythe, 2010) .

O relatorio da Unido Europeia de 2017 (EFSA & ECDC, 2018) indica que 0s
principais microrganismos causadores de doencas de origem alimentar sdo: Salmonella,
L. monocytogenes, Campylobacter, e toxinas bacterianas, entre outros. Contudo, a
Salmonella tem sido frequentemente apontada como sendo o patdgeno causador da
grande maioria dos surtos. Mais ainda, a analise de surtos de doencas de origem
alimentar realizada a nivel da Unido Europeia em 2017, indica que 60% dos casos
registados devem-se a produtos de origem alimentar, onde a carne e produtos carneos
aparecem em primeiro lugar (EFSA & ECDC, 2018).

Os autores Borgi (2019), Ferreira et al. (2007) e Magalhées et al. (2011) foram
unanimes ao afirmar que, as alheiras estdo associadas a presenca ocasional de patdgenos
provenientes das materias-primas e de falhas na aplicacdo das boas préaticas de higiene
durante o processo de fabrico. Cabe ressaltar que a alheira € um produto sujeito a

elevada manipulacédo ao longo da sua producao.

2.8.1. Bactérias mesofilas

Os mesofilos sdo microrganismos que crescem a temperaturas moderadas entre
20 e 45°C, com um 6timo na faixa de 30 a 39°C (Bradley & Bush, 2019; Schiraldi & De
Rosa, 2016). A presenca de microrganismos meséfilos nos alimentos reflete a qualidade
sanitaria dos produtos analisados, indicando, além das condi¢des higiénicas da matéria-
prima, a maneira como foram manuseadas durante a sua preparacdo (Anderson &

Calderdn y Pascual, 2010). Dentro do grupo das bactérias patogénicas mesofilicas
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encontram-se, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Clostridium entre outros (Bradley & Bush, 2019; Schiraldi & De Rosa, 2016).

2.8.2. Coliformes totais e fecais

Os coliformes totais sdo um grupo de bactérias Gram-negativas, sem formacao
de esporos, em forma de bastonete que fermentam a lactose a 35°C em 24 a 48 h
(Andrews, 1992; Feng et al., 2019). O grupo de coliformes totais € um subgrupo da
familia Enterobacteriaceae, podem ser encontrados distribuidos na natureza assim
como no intestino do homem e outros animais de sangue quente (Silva et al., 2017).
Embora em grande parte estas bactérias sejam inofensivas, a sua presenca ou detegdo é
de extrema importancia uma vez que, € um indicativo de uma possivel falha de
sanitizagdo no processo de fabrico ou contaminagdo dos produtos alimentares no

ambiente de processamento (Feng et al., 2019; Silva et al., 2017).

Os coliformes termotolerantes (fecais) sdo um bom exemplo de coliformes
totais. E um subgrupo que pode ser encontrado no intestino e nas fezes de animais de
sangue quente. Estes, ao contrario dos coliformes totais, fermentam a lactose a 44,5-
45,5°C com producéo de gas (Silva et al., 2017). Um exemplo de coliformes fecais é E.
coli, mas alguns outros entéricos, como Klebsiella, podem fermentar a lactose nessas

temperaturas e, portanto, serem considerados coliformes fecais (Feng et al., 2019).

2.8.3. Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, anaerébica facultativa, movel
por flagelos peritricos e ndo possui esporos. Pertence a familia das Enterobacteriaceae e
fermenta a glicose com producéo de acido e gas (Adams & Moss, 2008; Willshaw et al.,
2000). Esta incluido tanto no grupo dos coliformes totais quanto no dos coliformes
fecais (Silva et al., 2017). As estirpes de E. coli conseguem crescer numa ampla faixa
de temperaturas entre 7-10°C a 50°C, com um 6timo em torno de 37°C. Pode resistir ao
aquecimento a temperaturas de 55°C durante 60 minutos e até 60°C durante 15 minutos,
e pode sobreviver ao congelamento por longos periodos (Adams & Moss, 2008;

Willshaw et al., 2000). Um pH quase neutro é ideal para o seu crescimento, mas é
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possivel diminuir o crescimento para pH 4,4 sob condi¢des 6timas. A a, minima para o
seu crescimento € de 0,95 (Adams & Moss, 2008).

O habitat natural da E. coli é o trato intestinal de animais de sangue quente,
embora também possa ser introduzida nos alimentos a partir de fontes ndo fecais. Sua
detecdo em alimentos serve como um indice de contaminagdo fecal dos mesmos (Feng
et al,, 2019; Anderson & Calderon, 2010; Silva et al., 2017). Vérios estudos tém
mostrado que por se tratar de um organismo hospedeiro do intestino de animais, E. coli
pode ser encontrado em carnes e diferentes produtos carneos (Gordillo et al., 2011;
Kegode et al., 2008), e em particular nas alheiras (Ferreira et al., 2006, 2007; Silva et
al., 2019). Os autores apontaram que a causa da contaminag@o provavelmente provenha

da falta de higiene ou controlo durante o processo de producéo.

2.8.4. Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria esférica anaerobica gram-positiva e facultativa ndo
movel, catalase positiva, que ndo forma esporos. O seu crescimento pode ocorrer a uma
faixa de temperaturas entre 7° a 48,5°C com um o6timo entre 30 a 37°C. S. aureus
cresce melhor a valores de pH entre 4 a 10, sendo 6timo entre pH 6 a 7,5 (Ed-Dra et al.,
2018). S. aureus é uma bactéria reconhecida pela sua elevada osmotolerancia o que lhe
permite crescer em ambientes com uma a,, superior a 0,86 e com uma concentracdo de
NaCl entre 5 e 7% (algumas estirpes crescem a concentracBes de NaCl de 20%). A
producdo de enterotoxina ocorre em ambientes em que as concentracdes de NaCl se
situam entre 0-20% e em que os valores de a, sdo superiores a 0,87. Em alimentos
armazenados a temperaturas inferiores que 20 °C o seu crescimento é inibido a 15% de
NaCl. Sobrevive bem ao congelamento e a -18 °C em carnes e aves por pelo menos 6

meses com pouca ou nenhuma alteracdo no nimero de células (Baird-Parker, 2000).

E um microrganismo que ocorre principalmente na maioria das mucosas e na
pele dos animais de sangue quente (Salavessa, 2009), e portanto, pode ser encontrado
nas maos dos operadores na industria alimentar. E tolerante & seca e é capaz de
sobreviver em ambientes estressantes, podendo instalar-se em equipamentos, em
especial em zonas de dificil acesso (Kadariya et al., 2014; Salavessa, 2009). E uma

espécie muito sensivel a acdo do calor e aos desinfetantes, portanto, a sua presenca ou
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das suas toxinas nos alimentos pode ser visto como sinénimo da falta de higiene
(Anderson & Calderén y Pascual, 2010).

S. aureus é um patégeno oportunista que pode causar amplo espectro de
infecdes, desde infecOes superficiais da pele a doengas invasivas graves e
potencialmente fatais (Kadariya et al., 2014). E uma das bactérias causadoras de
doencas de origem alimentar mais tolerantes a baixa atividade de &gua, podendo crescer
a niveis bem abaixo dos de outras bactérias patogénicas de origem alimentar (Baird-
Parker, 2000).

A nivel mundial, é considerado o terceiro patdgeno comum que causa
intoxicacdo alimentar (Ed-Dra et al., 2018). Varios casos de intoxica¢fes por S. aureus
foram associados a produtos de origem animal, entre os quais, 0 queijo, ovos, carne e
produtos carneos. A causa mais frequente desses incidentes foi a preparacdo de
alimentos cozidos bem antes do consumo, seguida de manuseio e armazenamento
inadequados (Baird-Parker, 2000; EFSA & ECDC, 2018). Este patdégeno tem sido
encontrado nas alheiras (Ferreira et al., 2007; Silva et al., 2019), provavelmente como

resultado da contaminacédo cruzada devido a manipulacdo inadequada.

2.8.5. Salmonella spp.

Salmonella spp. é uma bactéria patogenica da familia Enterobacteriaceae,
Gram-negativa e facultativa anaerobica, em forma de bastonete, ndo forma esporos,
geralmente move-se por flagelos peritricos. Fermenta a glucose com formacéao de gas e
reduz nitratos a nitritos (Anderson & Calderon, 2010; USDA & FSIS, 2012). A
Salmonella é sensivel ao calor, e, portanto, facilmente destruida com os tratamentos
térmicos suaves (aquecimento a 63 °C). Cresce a temperaturas entre 5 a 47°C, a valores
de pH em torno de 4,2 e a valores de a,, superiores a 0,94 (USDA & FSIS, 2012). Como
€ um microrganismo entérico associado ao trato gastro intestinal da maioria de animais
domésticos, a Salmonella spp. esta potencialmente presente na maioria das carnes cruas

e seus produtos (Anderson & Calderdn y Pascual, 2010).

A potencial sobrevivéncia de Salmonella sob condicdes ambientais extremas é
uma grande preocupacio de salde plblica. E que, para além de poder sobreviver em
ambientes de baixo pH, também podem sobreviver em alimentos naturalmente acidos e

fermentados, o que é particularmente preocupante, uma vez que, em algumas
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circunstancias, a dose infeciosa para humanos pode ser baixa (D"Aoust, 2000). A
Salmonella spp. é considerada uma das principais causas de doengas bacterianas
transmitidas por alimentos na Unido Europeia. Existem varios relatos de surtos de
Salmonella cujo consumo de produtos de origem animal tem sido considerado o
principal veiculo de transmissdo (D”Aoust, 2000; EFSA & ECDC, 2018).

A sua presenca em produtos cérneos fumados e de salsicharia portuguesa
incluindo a alheira foi relatada por Almeida et al. (1999). Nesse estudo, 462 amostras
foram submetidas a analise, tendo detetado a presenca de Salmonella em 2,2% do total
das amostras analisadas dos quais 2/3 correspondiam as alheiras. Contudo, os autores
concluiram que a percentagem era baixa comparativamente a encontrada em outros
produtos de origem animal. Noutro estudo, Ferreira et al., (2007) detetaram a presenca
de Salmonella spp. em 2 lotes de um total de 38 lotes de amostras de alheiras

provenientes de diferentes produtores industriais.

Num estudo mais recente, Borgi (2019) isolou Salmonella spp. em 10 amostras
de alheiras de um total de 52 amostras (incidéncia de 19.2%; 1C 95%: 10.8 — 31.9%), e
encontrou que os serotipos mais comuns pertencem a Typhimurium (60.6%) e a
Enteritidis (9.1%), o qual indica que a contamina¢do muito provavelmente provenha da

carne de porco e de frango por contaminacdo cruzada e mas praticas dos operarios.

2.8.6. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens é uma bactéria Gram-positiva, anaerébica, formadora
de esporos, encapsulada, ndo movel e em forma de bastonete (Adams & Moss, 2008;
Hayes, 2013; Labbé, 2000). O seu crescimento ocorre na faixa de temperaturas de 12 a
50°C, embora, seja muito lento abaixo de cerca de 20°C. Na temperatura ideal, 43 -
47°C, o crescimento é extremamente rapido, com um tempo de geracdo de apenas 7,1
min a 41°C (Adams & Moss, 2008). C. perfringens cresce a uma faixa de pH entre 5,0 a
9,0, com o 6timo a niveis de pH entre 6,0 e 7,0. Relativamente a a,,, comparado com S.
aureus, o C. perfringens ndo é tolerante a baixos niveis de a,. O limite minimo para o
seu crescimento ocorre entre 0,95 e 0,97 dependendo do “humectante”. Sao necessarias
concentracdes de 7% a 8% de NaCl para inibir o crescimento da maioria das estirpes de

C. perfringens, embora ocorra alguma inibi¢do a 5% a 6% de NaCl (Labbé, 2000).
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A espécie € classificada por 5 tipos de estirpes A, B, C, D e E. As estirpes do
tipo A fazem parte da microflora do solo e do trato gastro intestinal (Adams & Moss,
2008; Hayes, 2013) e sdo responsaveis por intoxicacdes alimentares. A maioria das
estirpes produz uma toxina (lecitinase, fosfolipase C). Os alimentos proteicos crus de
origem animal sdo muito mais propensos a conter células vegetativas ou esporos do
organismo do que os alimentos processados. Ja foi isolado em diferentes carcacas de
carne; contudo, a sua capacidade de sobreviver ao cozimento € o principal fator que
contribui para o seu envolvimento em doencas transmitidas por alimentos (Labbé, 2000;
USDA & FSIS, 2012).

A intoxicacdo por C. perfringens ¢ normalmente causada pelo consumo de
alimentos cozinhados e que apos o tratamento térmico foram arrefecidos e conservados
de forma inadequada (Salavessa, 2009). Quando os alimentos s&o arrefecidos 0s esporos
germinam e multiplicam-se, e se o alimento for ingerido sem reaquecimento adequado,
o C. perfringens entra no intestino delgado e sintetiza as enterotoxinas (USDA & FSIS,
2012).
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3. METODOLOGIA

O trabalho experimental decorreu nos Laboratérios de Bromatologia e de
Bacteriologia do Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO) do Instituto Politécnico
de Braganca (IPB). O trabalho experimental foi desenvolvido através da realizagdo de
dois estudos. No Estudo 1, foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas de alheiras artesanais ao longo do processo de fabrico de dois
produtores locais. Assim, neste estudo as alheiras foram produzidas nas duas empresas
que acederam a colaborar neste projeto de investigacdo. No Estudo 2, foi efetuado um
mapa de qualidade composicional e microbiolégico de um conjunto de alheiras
produzidas e comercializadas na regido de Tras-os-Montes, pelo que recorremos a

aquisicdo de amostras de alheiras em diversas lojas da regiéo.

3.1. Amostragem das Alheiras

3.1.1. Estudo 1: Caracteristicas ao longo do processo do fabrico

No estudo 1 a amostragem foi efetuada em duas cozinhas regionais de producao
de alheiras da Terra Fria Transmontana, uma no concelho de Vinhais e outra no
concelho de Braganca (Tabela 3.1). Na Cozinha de Vinhais, foram amostradas 45
alheiras de 3 lotes produzidos de 9 de Dezembro de 2019 a 11 de Mar¢o de 2020. De
cada um dos lotes foram recolhidas 15 alheiras em trés tempos do processo de fabrico.
A primeira amostragem (TO, 5 alheiras) foi efetuada imediatamente ap6s o enchimento,
a segunda amostragem (T1, 5 alheiras) foi efetuada no meio do processo de fabrico,
correspondente ao sétimo dia de maturacao, e a terceira amostragem (T2, 5 alheiras) foi
efetuada no final do processo de fabrico, correspondente ao décimo-quarto dia. Na
Cozinha de Braganca, foram amostradas apenas 30 alheiras, em virtude da paragem
forcada decorrente do surto de COVID-19, procedente de 2 lotes produzidos de 14 de
Fevereiro a 12 de Marco de 2020. Tal como na Cozinha de Vinhais, de cada um dos

lotes foram recolhidas 15 alheiras em trés tempos do processo de fabrico. A primeira
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amostragem (TO, 5 alheiras) foi efetuada imediatamente ap6s o enchimento, a segunda
amostragem (T1, 5 alheiras) foi efetuada no meio do processo de fabrico,
correspondente ao quarto dia de maturacdo, e a terceira amostragem (T2, 5 alheiras) foi
efetuada no final do processo de fabrico, correspondente ao sétimo dia. Em ambas as
cozinhas, no dia de fabrico (T0) foram também recolhidas amostras de tripas lavadas,
pimentdo, e carne de porco e carne de frango imediatamente antes da mistura dos

ingredientes. Isto foi efetuado para cada um dos lotes.

Tabela 3.1: Descricdo da amostragem das alheiras nas Cozinhas de Vinhais e de

Braganca
Cozinha
LOTE VINHAIS BRAGANCA
Etapa do processo n* Data da colheita n* Data da colheita

Massa 5 9/12/2019 5 14/02/2020
1 Meio da maturacdo 5 13/12/2019 5 19/02/2020
Produto final 5 19/12/2019 5 26/02/2020
Massa 5 21/01/2020 5 06/03/2020
2 Meio da maturacéo 5 27/01/2020 5 11/03/2020
Produto final 5 04/02/2020 5 12/03/2020

Massa 5 27/02/2020 - -

3 Meio da maturagéo 5 03/03/2020 - -

Produto final 5 11/03/2020 - -

TOTAL 45 30

®INUmero de amostras de alheiras

3.1.2. Estudo 2: Mapa de qualidade composicional e microbioldgica

O Estudo 2 teve como objetivo elaborar um mapa de qualidade composicional e
microbiolégico de um conjunto de alheiras produzidas e comercializadas na regido de
Tras-os-Montes. Para tal efeito, foram adquiridas 5 alheiras de um mesmo lote de
producdo, de 15 produtores regionais. Todavia, apenas podemos apresentar 0s
resultados de 6 produtores, uma vez que tivemos de interromper as analises laboratoriais
em virtude da pandemia COVID-19. Os concelhos de procedéncia das alheiras

artesanais e as datas de analise mostram-se na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Descrigdo das amostras de alheiras recolhidas nos mercados locais

Produtor Concelho Data da analise n*
1 Vinhais 1 17/02/2020 5

2 Chaves 17/02/2020 5

3 Vimioso 02/03/2020 5

4 Mirandela 09/03/2020 5

5 Mogadouro 12/05/2020 5

6 Vinhais 2 12/05/2020 5
Total 30

®INUmero de amostras de alheiras

3.2.Andlises Microbiolégicas

3.2.1. Preparacdo da amostra

Todos os instrumentos e utensilios utilizados nas analises microbioldgicas foram
esterilizados antes da sua utilizacao e todas as analises foram efetuadas em condicGes de
assepsia. De cada alheira, foi recolhida uma amostra de 25 gramas que foi colocada em
bolsa estéril, a qual se adicionou 225 ml de agua peptonada (BPW, 611014, Liofilchem,
Itdlia) e foi homogeneizada num stomacher (BagMixer 400, Franga). Diluicdes

decimais em BPW foram feitas até 10°®.

3.2.2. Contagem total de aerébios mesofilos

Os microrganismos aerobios mesofilos foram determinados utilizando o agar
Plate Count Agar (PCA, 610040, Liofilchem, Italia). Efetuou-se a inoculagdo de 1 mL
de cada diluicdo decimal nas placas petri e incorporou-se 0 PCA mantido em 45°C.
Depois de o agar solidificar, as placas foram incubadas a 35+1°C durante 48+1 h. Os
resultados foram expressos em unidades formadoras de colonias por grama (ufc/g) da
amostra analisada (Horwitz & Latimer, 2016); e cada amostra foi analisada em
duplicado. A Figura 3.1 exemplifica as coldnias tipicas que cresceram em agar PCA.

Teve-se cuidado em ndo contar colonias com morfologia de leveduras.

31



Figura 3.1: Exemplo de coldnias tipicas de microrganismos meséfilos em Agar Plate
Count. Fotografia tirada pela autora.

3.2.3. Contagem de coliformes totais e Escherichia coli

Aliquotas de 1 ml do homogeneizado foram inoculadas em placas petrifilm
(Petrifilm™ Coliform Count Plates, 3M™, USA) e incubadas a 35 °C por 24 h. As
colonias de coliformes totais foram contadas como colonias vermelhas acompanhadas
de borbulhas de gas, enquanto as de E. coli como coldnias azuis. Os resultados foram

expressos em ufc/g da amostra analisada; e cada amostra foi analisada em duplicado.

3.2.4. Pesquisa de Salmonella spp

A pesquisa de Salmonella spp. foi efetuada seguindo o método
BAM/FDA:2016. Apds a homogeneizagdo, 0 homogeneizado deixou-se repousar
durante 60 minutos a temperatura ambiente. De seguida, procedeu-se ao pré-
enriquecimento por incubacdo a 35°C durante 24+1 h. Para o enriquecimento, a tubos
contendo os caldos Tetrationato (TT, 610183, Liofilchem, Italia) e Rappaport-
Vassiliadis (RV, 610175, Liofilchem, Itlia) adicionaram-se 1 ml e 0,1 ml da amostra
pré-enriquecida, e incubaram-se durante 24 h a 35 °C e 42 °C, respectivamente.
Passadas as 24 horas de incubacdo, agitaram-se os tubos em vortex e com uma alca

32



procedeu-se ao estriamento em placas previamente preparadas com agar Entérico de
Hektoen (HE, 610021, Liofilchem, Itélia), &gar bismuto sulfito (BS, 610301,
Liofilchem, Italia) e agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, DSHB3011, ALLANCE
BIO EXPERTISE, Franca). Posteriormente, as placas invertidas foram incubadas a
35°C durante 24 h. As colonias tipicas foram confirmadas apos purificacdo utilizando o
Kit serolégico Salmonella Latex kit (SLK, 96151, Liofilchem, Italia) (Andrews et al.,

2020). A analise de Salmonella spp. foi realizada em duplicado.

3.2.5. Contagem de Staphylococcus aureus

A partir do homogeneizado, efetuou-se o plagueamento em superficie de 0,1 ml
de cada diluicdo nas placas com agar Baird-Parker (BP, 610004, Liofilchem, Italia),
previamente preparadas com o suplemento Egg Yolk Tellurite (EYT, 80122,
Liofilchem, Italia) conforme a norma I1SO 6888-1:1999/Amd 1:2003. As placas foram
incubadas invertidas a 351 °C durante 48+2 h. As colonias tipicas de S. aureus foram
contadas e o resultado expresso em ufc/g; e cada amostra foi analisada em duplicado. A

Figura 3.2 mostra as colonias tipicas com halo que desenvolveram em agar BP.

Figura 3.2: Exemplo de colonias tipicas de S. aureus com halo que desenvolveram em
agar BP. Fotografia tirada pela autora.
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3.2.6. Contagem de Clostridium perfringens

A contagem de Clostridium perfringens foi realizada de acordo com o método
APHA 33.72:2015. Um mL das dilui¢6es decimais foram semeadas em profundidade
em placas de Agar Triptose Sulfito Cicloserina (TSC, DSHB3042, ALLIANCE BIO
EXPERTISE, Franga) enriquecidas com suplemento de gema de ovo (EY, 80019 ou
80219, Liofilchem, Italia). Apos solidificar, as placas foram incubadas, sem inverter, a
35-37 °C durante 18-24 h em atmosfera anaerdbica. As colonias presuntivas de C.
perfringens (Figura 3.3) foram contadas e o resultado expresso em ufc/g da amostra.
Cada amostra de alheira foi analisada em duplicado.

Figura 3.3: Exemplo das coldnias presuntivas de C. perfringens. Fotografia tirada pela
autora.
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3.3.Analises Fisico-Quimicas

3.3.1. Preparacdo da amostra

Imediatamente ap6s a rececdo das amostras no laboratério de Bromatologia do
CIMO, retiraram-se as tripas de cada alheira e procedeu-se a homogeneizagédo
individual numa trituradora até formacdo duma pasta. Obtida a pasta da alheira,
procedeu-se a analise das caracteristicas intrinsecas (pH e ay). Apés a leitura do pH e
aw, cada amostra foi separada em dois sacos de congelacdo, pesada e congelada. A
amostra congelada foi submetida a liofilizacdo. Depois de liofilizada, a amostra foi
pesada e por diferenga obteve-se o teor de humidade da alheira, (equagdo (i) na
Subseccéo 3.3.4). Por fim, a amostra foi triturada para obtencdo de po e conservada em
frascos bem identificados para posterior analise da composicdo quimica dos parametros

(matéria seca, cinzas, proteina bruta e gordura bruta), como mostra a Figura 3.

Alheira
1§

Homogeneizar

’ (formacéo de pasta)

Medir pH e
— Congelar pasta | g Liofilizar
aw

Materia seca l
_ Triturar

Cinzas .

— (formacao de
Proteina bruta po)

Gordura bruta

Figura 3.4. Esquema da preparacdo das amostras para analises fisico-quimicas
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3.3.2. Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi efetuada recorrendo-se a um potenciémetro portétil
(HANNA Instruments, HI15522, USA) contendo o elétrodo HI1131 (Figura 3.5). A
analise foi realizada por introducdo direta do elétrodo na pasta da alheira bem
homogeneizada. O valor do pH foi obtido da média aritmética de trés determinacdes.

Figura 3.5: Potenciémetro (HANNA Instruments, HI5522) utilizado para medir o pH.

3.3.3. Determinacao da atividade de agua (ay)

A determinacdo da a, foi efetuada através de um higrometro (Aqualab 4TE
Decagon, USA) (Figura 3.6). Uma hora antes de dar inicio a analise o aparelho foi
ligado para permitir a sua estabilizagdo, posteriormente, foi efetuada a sua calibracéo
com 4gua destilada a temperatura ambiente. Apds a confirmagcdo da calibracdo, a
amostra homogeneizada, foi colocada no medidor préprio de polietileno e em seguida
introduzida no aparelho para posterior leitura da aw. As determinacdes foram realizadas

em triplicado.
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Figura 3.6: Medidor de a, (Aqualab 4TE Decagon, USA) utilizado.

3.3.4. Determinacao do teor de humidade da alheira

Para determinar o teor de humidade, considerou-se o total do peso da amostra de
alheira homogeneizada (pasta) antes e depois da sua liofilizacdo. Os resultados foram

expressos em percentagem de massa, de acordo com:
. Py—P; .
%Humidade = —— X 100 0]
0

onde: Py €0 peso fresco da alheira antes da liofilizacdo; e P, é 0 peso seco da amostra

apos liofilizacéo.

3.3.5. Determinacdo da matéria seca da alheira liofilizada

A determinacdo do teor de matéria seca da amostra liofilizada foi efetuada em
estufa conforme descrito no método AOAC (2016). Pesaram-se cerca de 2,0 g da
amostra de alheira liofilizada em cadinhos de porcelana, previamente secos em estufa e
arrefecidos no exsicador. A amostra foi submetida ao processo de aquecimento direto na
estufa (IVYMEN, Furnace N-8L, Franga) regulada a 105+5°C para a remocao da agua.
Esta analise foi realizada em duplicado, e os resultados foram expressos em

percentagem, de acordo com:
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%Matéria Seca = (Pl(;—P)“") x 100 (i)
0

onde: P, é 0 peso da capsula vazia; P, é o peso da capsula mais amostra ap6s secagem;

e Pp é 0 peso da amostra inicial.

3.3.6. Determinacéo do teor de cinzas

A determinacdo das cinzas foi efetuada por gravimetria conforme descrito no
método AOAC 923.03. O residuo obtido apds a obtencdo da matéria seca, foi submetido
ao processo de incineracdo em mufla marca (IVYMEN, Furnace N-8L, Franca, Figura
3.7) regulada a temperatura 550 + 15°C durante 5 horas. A analise foi realizada em

duplicado e os resultados expressos em percentagem de massa seca.

Figura 3.7: Mufla utilizada para determinacdo da matéria seca e cinzas.

3.3.7. Determinacao do teor de gordura bruta

O teor de gordura foi determinado pelo método Soxhlet descrito no AOAC

920.85. Cerca de 1,5 g da amostra foi pesada em cartuchos de papel e com o solvente
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éter de petroleo procedeu-se a extracdo da gordura bruta da alheira (Figura 3.8). O teor
de gordura foi obtido pela razdo da massa da gordura na amostra pela massa da amostra

seca. Os resultados foram expressos em percentagem de massa seca, segundo a equacéo:

Gordura = {270 » 100 (iii)

Mmq

onde: mg é 0 peso do tubo vazio; m; é o peso do tubo com amostra apds a extracdo da

gordura; e m, € 0 peso da amostra.

Figura 3.8: Sistema Soxhlet utilizado para determinacéo da gordura bruta

3.3.8. Determinacao do teor de proteina bruta

A determinacdo do teor de proteina bruta (Figura 3.9) foi realizada conforme
descrito no método AOAC 978.04, utilizando o equipamento macro-Kjeldahl modelo
(Pro-Nitro-A, JP Selecta, Espanha), que consiste de uma unidade de destilagdo e
titulacdo automdtica. Para a digestdo da amostra, pesaram-se cerca de 250 mg da
amostra para 0s tubos de digestdo, adicionaram-se 75 ml de H,SO, concentrado e duas
pastilhas (catalisador com 9% de CuS04.5H,0). Mineralizou-se a 200 °C durante 70

39



minutos. Apds a completa digestdo, adicionaram-se 25 ml de &gua destilada. O H,SO4
foi neutralizado pela adicdo de NaOH a 40%, seguida de destilacdo do amoniaco pela
solucdo de H3BO; a 10% contendo os indicadores azul de metileno e vermelho de
metilo. Por fim, o anido de &cido bdrico formado foi titulado pela solugdo de HCI
padronizada numa concentracdo de 0,5 N. A proteina bruta total foi calculada por
multiplicacdo do valor de azoto total obtido pelo fator de conversdo 6,25. A analise foi

efetuada em duplicado e os resultados foram expressos em percentagem de massa seca.

(@ (b) (©

Figura 3.9: Mostra antes e apds a digestao (a, b); Macro-Kjeldahl utilizado para
determinacdo de proteina bruta (c)

3.4.Analise Estatistica dos Dados

Os dados foram analisados com o software R versdo 3.6.1 (R Core Team, 2020).
No Estudo 1, os efeitos do produtor i e da etapa de fabrico j das alheiras sobre os

atributos fisico-quimicos e microbiologicos Y foram avaliados pelo modelo linear:

Y;; = Produtor; + Produtori(Etapaj) + ¢j; (iv)
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onde Produtori(Etapaj) representa o efeito de cada etapa j aninhada dentro do
produtor i, e e;; representa os erros que se distribuem como uma normal com média

zero. Este modelo foi ajustado para cada um dos atributos fisico-quimicos e
microbioldgicos quantificados em alheiras (exceto para presenca de Salmonella spp.)
utilizando a funcdo Im(). As médias ajustadas pelo método de minimos quadrados
(LSM) foram calculadas usando a livraria emmeans, as LSM foram comparadas par a
par com a funcdo contrast() e pelo teste de Tukey (Tukey’s Honestly Significant
Difference test). Para melhor perceber a interagdo entre os dois fatores em estudo,
Produtor e Etapa, foram elaborados graficos boxplot usando a livraria ggplot2. Estes
graficos condensam a informacdo relativa as estatisticas de localizacdo (média e
mediana) e estatisticas de dispersdo (intervalos interquartis), bem como permite a
detecdo de pontos extremos (outliers). No caso da incidéncia de Salmonella spp. nas
alheiras, os efeitos do produtor e das etapas de processo dentro de cada produtor foram
avaliados separadamente mediante testes de chi-quadrado. As médias LSM dos grupos
microbianos quantificados em cada um dos insumos (tripa, carnes e pimentdo) foram
comparadas pelo teste de Tukey para determinar diferencas significativas entre os

produtores de Braganca e Vinhais.

No estudo 2, os atributos fisico-quimicos e microbiologicos das alheiras dos
diferentes produtores foram comparados atraves de uma andlise de variancia com um so
fator de variacdo (produtor). As médias LSM de cada atributo fisico-quimico e
microbioldgico (exceto presenca de Salmonella spp.) foram submetidas a contraste
multipla utilizando a funcdo contrast() para determinar diferencas significativas entre
produtores. Com a finalidade de sumarizar a informacdo fornecida pelo conjunto de
varidveis (atributos fisico-quimicos e microbioldgicos) e entender tendéncias e
associagdes entre as mesmas, os dados foram submetidos a uma analise de componentes
principais usando a funcdo prcomp() e a livraria factoextra. A partir desta analise
multivariada, foi criado um mapa bi-dimensional da qualidade composicional e
microbioldgica das alheiras artesanais comercializadas em Tras-os-Montes. Tanto para
0 estudo 1 como para o estudo 2, o nivel de significancia o utilizado em todas analises

foi 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Evolucdo das Propriedades Intrinsecas das Alheiras Artesanais ao

Longo do Processo de Fabrico

Na Tabela 4.1 sdo apresentados o0s resultados (médias e intervalos de confianca
ao 95%) das propriedades intrinsecas (pH, aw € humidade) das alheiras ao longo do

processo de fabrico dos dois produtores artesanais selecionados.

Tabela 4.1. Propriedades intrinsecas (pH, atividade da agua a,, € humidade) das alheiras
elaboradas em produtores artesanais de Braganca e Vinhais, por produtor e por etapa do
processo dentro de cada produtor. Médias e intervalos de confianca ao 95%.

Procedéncia” pH ay Humidade (%)
Produtor
Braganca  5,42°[5,32 — 5,53] 0,991% [0,989 — 0,993] 51,9° [51,1 - 52,6]
Vinhais  5,54° [5,46 — 5,63] 0,985° [0,983 — 0,987] 48,9° [48,3 — 49,5]
Produtor de Braganga
Massa 5,94 [5,76 — 6,13] 0,992% [0,989 — 0,995] 60,1% [58,9 — 61,4]
Meio processo  5,31°[5,13 — 5,50] 0,990° [0,987 — 0,993] 49,8" [48,5 - 51,0]
Produto final ~ 5,01° [4,83 —5,19] 0,989% [0,986 — 0,993] 45,7° [44,4 — 46,9]
Produtor de Vinhais
Massa  5,98[5,83 - 6,13] 0,989 [0,987 — 0,992] 57,0% [56,0 — 58,0]
Meio processo 5,51 [5,36 — 5,66] 0,987%[0,984 — 0,989] 48,9" [47,9 - 50,0]
Produto final ~ 5,14°[4,99 — 5,29] 0,978" [0,975 — 0,981] 40,7°[39,6 — 41,7]

b€ Diferentes letras numa coluna dentro de um mesmo bloco indicam diferencas significativas
(a=0.05)

Da analise da Tabela 4.1. verifica-se que as alheiras do produtor de
BRAGANCA apresentaram menor (p<0,05) valor de pH (5,42 versus 5,54) e maiores
(p<0,05) valores de a, (0,991 versus 0,985) e humidade (51,9% versus 48,9%) que as
alheiras do produtor de VINHAIS. Os valores de pH encontrados no presente estudo sdo
superiores as médias obtidas por Patarata et al. (2008) e, mais recentemente, por Borgi
(2019), 4,92 e 4,83, respectivamente. Porém, sdo préximos dos valores encontrados por
Silva et al. (2019) em alheiras elaboradas com carne de leitdo, 0s quais variaram entre

5,34 e 5,21. Ja Pereira et al. (2012) obtiveram um valor de 6,07, portanto superior aos
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resultados obtidos neste estudo. Sabendo que o pH 6timo para o crescimento da maioria
dos microrganismos, associados aos alimentos, esta na faixa de 6,5 a 7,5, e que alguns
microrganismos patogénicos (por exemplo: S. aureus) podem desenvolver-se em
condi¢des acidas (pH <4; FDA, 2016), constata-se que os valores de pH encontrados no
presente estudo sdo ligeiramente elevados, pelo que podem permitir o crescimento da

maioria dos microrganismos.

No que diz respeito a aw, Silva et al. (2019) observaram nas alheiras elaboradas
com diferentes tipos de carne, valores que variaram entre 0,968 e 0,998. J& os resultados
encontrados no presente estudo corroboram os obtidos por Albano et al. (2009), os quais
encontraram valores entre 0,982 e 0,987. Contudo, sdo superiores as médias reportadas
por Patarata et al. (2008) e Esteves et al. (2008), de 0,960 e 0,930, respectivamente.
Assim, os valores de a, encontrados neste estudo sdo suficientemente elevados para
permitir o desenvolvimento da maioria dos microrganismos saprofitos, bem como os
patogénicos, uma vez que o desenvolvimento das bactérias é inibido com a, abaixo de
0,90 (Fellows, 2018).

Relativamente ao teor de humidade, o valor médio encontrado nas alheiras do
produtor de VINHAIS corrobora o valor (cerca de 49,0%) observado por Patarata et al.
(2008). Por outro lado, varios autores tém reportado teor de humidade superior ao
observado no presente estudo, a saber: 52,3% (Ferreira et al., 2006), entre 52,0 e 54,3%
(Albano et al., 2009) e entre 56,06 e 56,84% (Barros et al., 2018).

No que concerne a evolugdo das caracteristicas intrinsecas ao longo do processo
de fabrico, os valores reportados na Tabela 4.1 e nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3, evidenciam
uma grande variabilidade e uma tendéncia de diminuicdo do pH, da a, e do teor de
humidade ao longo do processo de fabrico. Contudo, no produtor de BRAGANCA
observou-se que o pH diminuiu (p<0,05) da massa até ao meio do processo 0,63 vezes e
do meio do processo até ao fim do processo 0,30 vezes. J& no produtor de VINHAIS, o
pH diminuiu (p<0,05) 0,47 vezes da massa até o meio de processo e de 0,37 vezes do
meio do processo até ao fim do processo. Em geral, a queda de pH entre o inicio da
fermentacdo e o fim da maturacdo foi muito similar para os dois produtores, porém,
mais expressiva nas alheiras do produtor de BRAGANCA. Adicionalmente, as alheiras
do produtor de BRAGANCA apresentaram maior variabilidade em pH do que as
alheiras do produtor de VINHAIS, as quais em acidez foram mais homogéneas (Figura
4.1).
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Figura 4.1: Evolucéo do pH das alheiras ao longo do fabrico mostrando variabilidade
dentro e entre produtores artesanais. Massa: mistura imediatamente apds enchimento;
Meio: alheira na metade da maturacdo; Final: alheira terminada

Relativamente a evolugdo da a, ao longo do processo de fabrico, na Figura 4.2
podemos observar que no produtor de VINHAIS a variacdo foi elevada nos trés tempos
de amostragem. Em contrapartida, no produtor de BRAGANCA observou-se menor
variabilidade na a, nos trés tempos de amostragem. Por esta razdo, as alheiras do
produtor de BRAGANCA nao apresentaram diferencas significativas na a, entre as
etapas de maturacdo (Tabela 4.1). J& para o produtor de VINHAIS, o produto final teve
uma meédia (0,978) significativamente mais baixa que no meio do processo (0,987), a
mesma que ndo diferiu significativamente da massa (0,989) (Tabela 4.1).

A variabilidade encontrada na a, das alheiras entre 0s dois produtores deve-se
em primeiro lugar a heterogeneidade da matéria-prima, podendo encontrar-se em alguns
pontos proporcoes diferentes dos ingredientes e consequentemente causar essas
diferencas. Outra possivel causa pode ser encontrada no tempo de fabrico dos dois
produtores, de facto o produtor de BRAGANCA fabrica as alheiras em 7 dias, metade
do tempo do produtor de VINHAIS (14 dias). Assim, as alheiras finais do produtor de
VINHAIS tiveram uma ay, significativamente mais baixa que aquelas de BRAGANCA
(Figura 4.2).
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Figura 4.2: Evolucdo da atividade da agua das alheiras ao longo do fabrico mostrando
variabilidade dentro e entre produtores artesanais. Massa: mistura imediatamente apds
enchimento; Meio: alheira na metade da maturacdo; Final: alheira terminada

No que diz respeito ao teor de humidade, na Tabela 4.1 observa-se que a
evolucao ao longo do processo de fabrico nos dois produtores, diminuiu (p<0,05) entre
a massa e 0 meio do processo com uma variacdo de 10 unidades percentuais no produtor
de BRAGANCA e 8 de unidades percentuais no produtor de VINHAIS; e desde o meio
do processo até o produto final com uma variacao de 4 unidades percentuais no produtor
de BRAGANCA e 8 unidades percentuais no produtor de VINHAIS. Em geral, as
alheiras do produtor de BRAGANCA perderam menos agua (menos 5%) durante o
periodo de maturacdo. Esta diferenca pode ser explicada primeiro pelo tempo de fabrico
como descrito anteriormente, e pela localizacdo das fabricas. A fabrica de VINHAIS se
localizada numa zona mais fria e assim, permite a desidratacdo continua e progressiva
das alheiras durante os 14 dias de maturacdo (observa-se a tendéncia quase linear na
Figura 4.3). Por outro lado, o produtor de BRAGANCA desidrata as alheiras através da
utilizacdo de fogo, pelo que o processo de desidratacdo foi mais acelerado entre a massa

e 0 meio do processo em comparacgéo ao do produtor de VINHAIS (Figura 4.3).
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Por ultimo, atendendo ao pressuposto de que uma das barreiras para conseguir a
estabilidade microbioldgica das alheiras é garantindo o abaixamento do pH, da ay € da
humidade (Park, 2008; Patarata et al., 2008); com base nos resultados obtidos no
presente estudo podemos afirmar que a seguranca destas alheiras ndo pode ser
assegurada. Apesar de se observar uma diminuigcdo dos valores, esta ndo foi suficiente,
uma vez que se encontraram alheiras com os valores de pH e a,, superiores a 5,0 e 0,90,
respectivamente. Contudo, se compararmos os valores encontrados nos dois produtores
podemos dizer que as alheiras do produtor de VINHAIS serdo mais estaveis
microbiologicamente do que as do produtor de BRAGANCA.

4.2 Variabilidade da composicéo proximal das alheiras ao longo do processo
de fabrico

Na Tabela 4.2 apresentamos o0s resultados da analise proximal (média e
intervalos de confianca ao 95%) em base himida (%BH) e em base seca (%BS) das

alheiras produzidas por dois produtores artesanais.

Quando avaliadas na base humida (BH), as alheiras do produtor de
BRAGANCA apresentam maiores (p<0,05) teores de proteina bruta (9,82 versus 9,40) e
de cinzas (1,47 versus 1,40) e menor (p<0,05) teor de hidratos de carbono (14,2 versus
17,8) do que as alheiras do produtor de VINHAIS. Os teores em proteina bruta
encontrados no nosso estudo corroboram os resultados obtidos por Pereira et al. (2012),
que encontraram teor médio de 9,94% em alheiras antes do tratamento térmico. Por
outro lado, diversos autores encontraram nas alheiras provenientes de diferentes
produtores e recolhidas em diferentes estabelecimentos teor de proteina bruta superior
ao do nosso trabalho, a saber: 13,0% (Campos et al., 2013), 11,4% (Ferreira et al., 2006)
e 10,12% (Patarata et al., 2008).

No que diz respeito ao teor de gordura bruta, as alheiras dos dois produtores
apresentaram valores (22,7% produtor de BRAGANCA e 22,5% produtor de
VINHAIS) muito préximos (p<0,05). Os teores em gordura bruta encontrados neste
estudo s@o superiores aos valores reportados por Campos et al. (2013) 15,6%, Ferreira
et al. (2006) 18,4%, e Patarata et al. (2008) 19,46%.
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Figura 4.3: Evolucdo da humidade das alheiras ao longo do fabrico mostrando
variabilidade dentro e entre produtores artesanais. Massa: mistura imediatamente apds
enchimento; Meio: alheira na metade da maturacdo; Final: alheira terminada

Relativamente ao teor de hidratos de carbono, os resultados do presente estudo
sdo superiores aos obtidos por Campos et al. (2013) 13,2%, porém, sdo inferiores aos
obtidos por Patarata et al. (2008) 19,24%. Por outro lado, os nossos resultados séo
muito proéximos dos reportados por Ferreira et al. (2006) 15,2%. No que concerne aos
teores de cinzas, Patarata et al. (2008) reportaram valores de 2,21%, teor superior aos
valores obtidos no presente estudo. Ja Pereira et al. (2012) obtiveram cerca de 1,14%,

teor proximo aos observados no presente estudo.

No que diz respeito a variabilidade da composic¢do quimica ao longo do processo
de fabrico, como esperado, observou-se uma tendéncia geral para um aumento dos
teores de proteina bruta, de gordura bruta, de hidratos de carbono e de cinzas. Todavia,
no produtor de BRAGANCA, cujo tempo de fabrico é metade (7 dias) do tempo de
fabrico do produtor de VINHAIS, a evolucao foi significativa (p<0,05) entre a massa e
0 meio do processo. Ja no produtor de VINHAIS, a evolugdo da composicdo quimica

foi significativa (p<0,05) em todas as etapas do processo de fabrico.
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Tabela 4.2: Andlise proximal em base himida (% bh) e base seca (% bs) das alheiras elaboradas em produtores artesanais de Braganca e Vinhais,

por produtor e por etapa do processo dentro de cada produtor. Médias e intervalos de confianga ao 95% sdo apresentados

Procedéncia Proteina bruta (% bh) Gordura bruta (% bh) Hidrato de carbono (% bh) Cinzas (% bh)
Produtor
Braganca 9,82%19,59 - 10,1] 22,7%[22,1 - 23,4] 14,2% [13,5 - 14,8] 1,47%[1,43 - 1,51]
Vinhais 9,40 [9,21 — 9,59] 22,5°[22,0 — 23,0] 17,8°[17,3-18,3] 1,40° [1,36 — 1,43]
Produtor Braganca
Massa 8,027 [7,61 — 8,42] 18,9*[17,8 — 20,0] 11,7%[10,7 — 12,8] 1,21%[1,14 — 1,28]

Meio processo
Produto final

10,42°[10,01 - 10,83]
11,03° [10,62 — 11,44]

23,8°[22,6 — 24,9]
25,6° [24,5 — 26,7]

14,7° [13,6 — 15,7]
16,1° [15,0 - 17,1]

1,55° [1,48 — 1,62]
1,64° [1,57 —1,71]

Produtor Vinhais
Massa
Meio processo
Produto final

7,91 [7,58 — 8,25]
9,70° [9,37 — 10,03]
10,59° [10,26 — 10,93]

20,8%[19,9-21,7]
22,6° [21,7 - 23,5]
24,1° [23,2 — 25,0]

13,2%[12,3 - 14,0]
17,4°[16,5—-18,2]
23,0°[22,1—23,9]

1,11*[1,05 - 1,17]
1,42° [1,36 — 1,48]
1,66°[1,60 — 1,72]

Procedéncia

Proteina bruta (% bs)

Gordura bruta (% bs)

Hidrato de carbono (% bs)

Cinzas (% bs)

20,4%[19,9 — 20,9]
18,4° [18,0 — 18,9]

47,2°[46,2 — 48,2]
44,4° [43,6 — 45,2]

29,47 [28,5 - 30,3]
34,4° [33,7 — 35,2]

3,047 [2,97 - 3,11]
2,72° [2,67 — 2,78]

Produtor
Braganca
Vinhais
Produtor Braganca
Massa

Meio processo
Produto final

20,12[19,2 - 21,1]
20,8°[19,8 - 21,7]
20,3°[19,4 — 21,2]

47,4 [45,7 - 49,1]
47,2°[45,5 — 48,9]
47,1%[45,4 — 48,8]

29,52 [27,9 - 31,1]
29,2%[27,6 - 30,8]
29,6%[28,0 - 31,2]

3,028 [2,91 - 3,14]
3,08%[2,96 - 3,20]
3,012 [2,90 - 3,13]

Produtor Vinhais
Massa
Meio processo
Produto final

18,4%[17,7 - 19,2]
19,0°[18,3 — 19,8]
17,9°[17,1 - 18,6]

48,3%[46,9 - 49,7]
44,2° [42,8 — 45,6]
40,7°[39,3 - 42,1]

30,77 [29,4 — 32,0]
34,0° [32,7 — 35,3]
38,6°[37,3 - 39,9]

2,59°[2,49 — 2,68]
2,79° [2,69 — 2,88]
2,80° [2,70 — 2,90]

P& Diferentes letras numa coluna dentro de um mesmo bloco indicam diferencas significativas (a=0,05).



Ao longo do processo, os teores de gordura, hidratos de carbono, proteina e
cinzas, quando expressas em BH, tendem a aumentar porque as alheiras perdem
humidade por desidratagdo ao longo da maturacdo. Por esta razdo, os resultados da

analise proximal também foram expressos em base seca.

Avaliando a composicéo proximal na BS (Tabela 4.2), verifica-se que as alheiras
do produtor de BRAGANCA apresentaram maiores (p<0,05) teores de gordura bruta
(47,2 versus 44,4), proteina bruta (20,4 versus 18,4) e de cinzas (3,04 versus 2,72) e
menor (p<0,05) teor de hidratos de carbono (29,4 versus 34,4) que as alheiras do
produtor de VINHAIS. A diferenca na composi¢cdo quimica entre as alheiras produzidas
pelos dois produtores era esperada, uma vez que, para além do tempo de fabrico adotado
pelos produtores ser diferente (7 versus 14 dias), as caracteristicas e as proporcdes das
matérias-primas utilizadas na elaboragéo das alheiras como € o caso das carnes, do pao,

do azeite e da gordura de porco foram diferentes (Ruiz & Pérez-Palacios, 2014).

Os teores obtidos no presente estudo relativamente a gordura bruta e a proteina
bruta na BS s&o inferiores aos reportados por Campos et al. (2013), que encontraram
valores de 57,3% e 21,2%, respectivamente. J& em relacdo ao teor de hidratos de
carbono, estes autores obtiveram um valor de 21,5%, o qual € inferior ao obtido no

presente estudo.

Relativamente a evolucdo ao longo do processo de fabrico da composicao
proximal, espera-se que o0s teores de proteina, gordura, hidratos de carbono e cinzas,
quando expressos em BS, tenham s6 uma baixa oscilagdo. Isto verificou-se nas alheiras
do produtor de BRAGANCA, cuja composicdo proximal em BS ndo atingiu
significancia estatistica (p>0,05) entre as etapas de fabrico. Em contrapartida, a
composicdo proximal em BS das alheiras do produtor de VINHAIS apresentou
mudancas significativas (p<0,05) para a gordura bruta (a qual diminuiu desde 48,3 até
40,7%) e o teor de hidratos de carbono e cinzas (0s quais aumentaram desde 30.7 até
38.6%, e desde 2.59 até 2.80%, respetivamente) ao longo da maturacdo. Isto podera ter
acontecido pela variabilidade inerente entre as alheiras elaboradas por esta cozinha
regional inclusive dentro de um mesmo lote de producdo. Duas possiveis causas desta
variabilidade na composi¢do proximal da massa de alheiras de um mesmo lote podem
ser a insuficiente mistura dos ingredientes, e a presenca de grandes trogos de gordura e

carne.
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4.3.Qualidade microbioldgica dos insumos e das alheiras artesanais ao longo
do processo de fabrico

A Tabela 4.3 apresenta os resultados (médias e intervalos de confianga ao 95%)
da qualidade microbiolégica de alguns insumos utilizados pelos produtores de
BRAGANCA e VINHAIS na elaboracéo das alheiras.

Tabela 4.3: Qualidade microbioldgica de alguns insumos utilizados na elaboracdo das
alheiras por produtor artesanal. Médias e intervalos de confianca ao 95% séo
apresentados em log ufc/g

Grupo microbiano Braganca Vinhais
Mesofilos
Tripa 5,53%[4,51 — 6,54] 4,91% [4,08 — 5,74]
Carnes 2,72*[1,70 - 3,73] 3,84" [3,01 - 4,67]
Pimentéo 6,04% [5,02 — 7,06] 4,92° [4,09 — 5,75]
Coliformes
Tripa 2,53%[0,53 — 4,53] 2,56% [0,56 — 4,56]
Carnes 2,44*[0,44 — 4,44] 2,13%[0,13 — 4,14]
Pimentdo 3,63% [0,63 — 6,64] 2,97%[0,00 — 5,98]
E. coli
Tripa <0,70 0,88 [<0,70 - 1,23]
Carnes <0,70 <0,70
Pimentdo <0,70 <0,70
S. aureus
Tripa 4,50*[2,80 — 6,19] 3,67%[2,29 - 5,06]
Carnes 2,37%[0,68 — 4,06] 4,03" [2,65 —5,41]
Pimentdo 1,70%[0,01 — 3,39] 3,55" [2,16 — 4,93]
C. perfringens
Tripa 5,59*[1,77 —5,42] 3,19 [1,70 - 4,69]
Carnes <0,70 <0,70
Pimentdo 1,35%[-0,48 — 3,18] 1,41% [-0,08 — 2,90]
Salmonella spp.*
Tripa 1/2° 0/3°
Carnes 0/2% 0/3?
Pimentdo 0/2° 0/3?

*PDiferentes letras numa fila indicam diferencas significativas (0=0,10)
*s/n representa nmero de amostras positivas s do total de amostras n

A partir da analise da Tabela 4.3 observa-se que os insumos utilizados pelo
produtor de BRAGANCA apresentaram maiores (p<0,10) contagens de aerdbios
mesofilos (5,53 versus 4,91 log ufc/g) nas tripas e no pimentdo (6,04 versus 4,92 log
ufc/g) e menores (p<0,10) contagens (2,72 versus 3,84 log ufc/g) nas carnes do que
aqueles do produtor de VINHAIS. Elias et al. (2007) analisaram amostras de matérias

primas utilizadas na elaboracdo de paio de porco Alentejano, entre 0s quais as tripas
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(intestino grosso de porco, natural, salgado e com as camadas muscular e serosa) e a
massa do pimentdo recolhidas em duas fabricas diferentes, tendo observado nas tripas
contagens de mesofilos totais que variaram entre 4,51+0,75 e 5,31+1,16 log ufc/g e na
massa do pimentdo entre 4,25+0,07 e 4,86+0,46 log ufc/g.

Relativamente aos coliformes, os insumos utilizados pelo produtor de
BRAGANCA revelaram menor (p<0,10) contagem (2,53 versus 2,56 log ufc/g) nas
tripas e maiores (p<0,10) contagens (2,44 versus 2,13 log ufc/g) nas carnes e no
pimentdo (3,63 versus 2,97 log ufc/g). Menores niveis de contaminacdo foram
reportados por Elias et al. (2007), com contagens de coliformes de 1,00 log ufc/g na
massa de pimentéo e entre 1,17+0,40 e 1,33+0,51 log ufc/g nas tripas.

No que diz respeito a E. coli, verifica-se que em todos 0s insumos, exceto nas
tripas, as contagens estiveram abaixo do limite de quantificagcdo (<0,70 log ufc/g). As
tripas do produtor de VINHAIS apresentaram também um valor médio baixo de 0,88
log ufc/g. Relativamente a S. aureus, os insumos utilizados pelo produtor de
BRAGANCA apresentaram maior (p<0,10) carga microbiolédgica (4,50 versus 3,67 log
ufc/g) nas tripas e menores (p<0,10) nas carnes (2,37 versus 4, 03 log ufc/g) e no
pimentdo (1,70 versus 3,55 log ufc/g) em comparagdo com os insumos do produtor de
VINHAIS.

No que concerne a C. perfringens verifica-se que as tripas utilizadas pelo
produtor de BRAGANCA apresentaram maior (p<0,10) concentracao (5,59 versus 3,19
log ufc/g) e menor (p<0,10) concentracdo (1,35 versus 1,41 log ufc/g) no pimentdo. Ja
nas carnes nao foi detectada a presenca de C. perfringens nos dois produtores. Elias et
al. (2007) encontraram contagens de esporos de clostridios sulfito-redutores que
variaram entre 1,00£00 e 1,17+0,41 log ufc/g na massa de pimentdo e entre 2,33+1,37 e

2,67+1,03 log ufc/g nas tripas.

A presenca de Salmonella spp. foi detectada em uma das duas tripas analisadas
pertencentes ao produtor de BRAGANCA. Nas carnes e pimentdo ndo foi detectada a
sua presenca nos dois produtores. No estudo de rastreamento de Salmonella em fabricas
de processamento de alheiras, realizado por Esteves et al. ( 2006a), também detetaram a
presenca de Salmonella nas tripas, na carne de porco e na carne de galinha, embora
maior gquantidade de amostras foram analisadas naquele estudo. Assim, duma forma

geral, os insumos utilizados pelo produtor de BRAGANGCA apresentaram carga
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microbiol6gica mais elevada em termos de indicadores de higiene e de seguranca

comparativamente ao produtor de VINHAIS.

Na Tabela 4.4 e nas Figuras 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 e 4.8 apresentam-se 0s resultados

(médias e intervalos de confianga ao 95%) dos grupos microbianos quantificados e a sua

evolucdo ao longo do processo de fabrico em alheiras elaboradas pelos produtores de
BRAGANCA e VINHAIS.

Tabela 4.4: Grupos microbianos quantificados em alheiras elaboradas em produtores artesanais
de Braganca e Vinhais, por produtor e por etapa do processo dentro de cada produtor. Médias e

intervalos de confianca ao 95% séo apresentados em log ufc/g

Procedéncia

Mesofilos

Coliformes

E. coli

6,69° [6,42 — 6,95]
5,45 [5,24 — 5,67]

1,53%[0,78 — 2,29]
2,41°[1,88 — 2,94]

0,70° [0,40 — 1,00]
0,822 [0,61 — 1,04]

Produtor
Braganga
Vinhais
Produtor de Braganga
Massa

Meio processo
Produto final

4,33%[3,87 - 4,79]
7,06°[6,60 — 7,51]
8,68° [8,22 — 9,14]

0,94 [-0,37 — 2,25]
0,822 [-0,49 - 2,13]
2,84%[1,53 - 4,15]

0,70°[0,18 - 1,22]
0,70°[0,18 — 1,22]
0,70°[0,18 — 1,22]

Produtor de Vinhais
Massa
Meio processo
Produto final

3,47%[3,10 — 3,85]
5,61° [5,24 — 5,99]
7,28°[6,90 — 7,65]

1,14%[0,21 — 2,06]
2,77%[1,84 - 3,69]
3,32° [2,39 — 4,24]

0,70°[0,33 — 1,06]
0,70°[0,33 — 1,06]
1,082 [0,71 — 1,44]

Procedéncia

S. aureus

C. perfringens

Salmonella spp.*

3,347 [3,07 — 3,62]
2,90° [2,68 — 3,12]

0,92°[0,74 — 1,09]
1,112 [0,96 — 1,25]

4/30°
0/45°

Produtor
Braganca
Vinhais
Produtor de Braganga
Massa

Meio processo
Produto final

2,917 [2,43 - 3,39]
3,81°[3,33 — 4,28]
3,31° [2,84 — 3,79]

0,70°[0,39 - 1,01]
1,00? [0,69 — 1,30]
1,052 [0,74 — 1,36]

1/10°
0/10°
3/10°

Produtor de Vinhais
Massa
Meio processo
Produto final

2,912 [2,53 - 3,30]
2,79°[2,40 - 3,18]
3,00%[2,61 — 3,39]

0,99°[0,74 — 1,24]
1,08%[0,83 — 1,34]
1,25 [1,00 — 1,50]

0/15°
0/15*
0/15°

2P¢ Diferentes letras numa coluna dentro de um mesmo bloco indicam diferencas significativas

(0=0,05)

*s/n representa nmero de amostras positivas s do total de amostras n

O Regulamento (CE) N° 1441/2007 relativo aos critérios microbiol6gicos nao

inclui as alheiras na categoria dos alimentos, portanto, para avaliar o nivel de

contaminacdo microbioldgica nas alheiras em estudo utilizamos como base o0s critérios

de mesofilos e Salmonella spp. para “carne picada” e para “produtos a base de carne”.
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Apbs anélise dos resultados, verificou-se que as alheiras do produtor de
BRAGANCA apresentaram maior (p<0,05) carga de mesofilos (6,69 versus 5,45 log
ufc/g) e de S. aureus (3,34 versus 2,90 log ufc/g) e menor (p<0,05) carga de coliformes
(1,53 versus 2,41 log ufc/g), de E. coli (0,70 versus 0,82 log ufc/g) e de C. perfringens
(0,92 versus 1,11 log ufc/g) do que as alheiras elaboradas pelo produtor de VINHAIS.
J& a presenca de Salmonella foi detectada em 4 das 30 amostras pertencentes ao
produtor de BRAGANCA, das quais, uma foi detectada nas primeiras 10 amostras
analisadas no inicio do processo de fabrico e as restantes 3 amostras foram detetadas nas
10 amostras analisadas no fim do processo de fabrico. Este resultado é critico porque
indica que esta cozinha regional, pelo menos nos lotes analisados, ndo cumpre o critério

microbioldgico de auséncia de Salmonella em 25 g em produtos colocados no mercado.

Tendo em conta as contagens de mesofilos obtidas no presente estudo podemos
declarar como satisfatorias as alheiras do produtor de VINHAIS segundo critério de
higiene de 5,5 log ufc/g como limite minimo aceitavel. J& as alheiras do produtor de
BRAGANCA podem ser declaradas insatisfatorias segundo o critério de 6,5 log ufc/g

como limite maximo aceitavel.

Contagens elevadas de mesofilos foram também observadas por Magalhaes et al.
(2011) em alheiras provenientes de trés cozinhas regionais e adquiridas em diferentes
estabelecimentos comerciais. Estes autores obtiveram contagens de até 8,5 log ufc/g. De
acordo com 0s mesmos autores, essas contagens elevadas sdo um indicativo da baixa

qualidade microbioldgica dos produtos.

Relativamente a evolucdo da carga de meséfilos ao longo do tempo durante o
processo de fabrico, como se pode observar na Tabela 4.4 e na Figura 4.4, hd uma
tendéncia para um aumento (p<0,05) nas alheiras dos dois produtores. O aumento da
contagem de mesofilos observado ao longo do processo indica que a massa da alheira
estd menos contaminada comparativamente ao produto final. Assim, podemos
considerar que esse desenvolvimento microbiano deve-se principalmente a
contaminacdo das matérias-primas utilizadas na elaboracdo das alheiras (carnes,
pimentdo) e das tripas, como descrito anteriormente, assim como também pode-se dever
a uma manipulacdo deficiente (Anderson & Calder6n y Pascual, 2010). Por isso, tendo
em conta que a maioria de microrganismos mesofilos sdo patogénicos € de extrema

importancia a sua analise nos produtos alimentares (Bradley & Bush, 2019).
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Figura 4.4: Evolucéo das contagens de mesofilos totais nas alheiras ao longo do fabrico
mostrando variabilidade dentro e entre produtores artesanais. Massa: mistura
imediatamente apds enchimento; Meio: alheira na metade da maturacédo; Final: alheira
terminada

Relativamente aos coliformes, as contagens obtidas no presente estudo sdo
inferiores que 3 log ufc/g, limite maximo considerado satisfatorio pela ANVISA (2001),
em produtos carneos ou ndo, embutidos ou ndo (mortadela, salsicha, presunto, fiambre,

morcela e outros) e produtos a base de sangue e derivados, processados.

No que diz respeito a evolucdo da carga de coliformes nas alheiras ao longo do
tempo durante o processo de fabrico (Tabela 4.4 e Figura 4.5), como observado nas
contagens de mesofilos, observou-se uma tendéncia de aumento das contagens de
coliformes. Contudo, nas alheiras do produtor de BRAGANCA, a evolucdo foi ndo
significativa (p>0,05) em todas as etapas do processo de fabrico; enquanto para o
produtor de VINHAIS a evolucéo foi significativa (p<0,05) entre 0 meio do processo e
o produto final. A Figura 4.5 evidencia que os niveis de coliformes nas alheiras do
produtor de VINHAIS apresentam uma grande variabilidade nas trés etapas de
maturacdo, a diferenca das alheiras do produtor de BRAGANCA, cujas contagens de

coliformes foram sempre mais baixas em cada etapa.
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Figura 4.5. Evolugdo das contagens de coliformes totais nas alheiras ao longo do fabrico
mostrando variabilidade dentro e entre produtores artesanais. Massa: mistura
imediatamente apds enchimento; Meio: alheira na metade da maturacédo; Final: alheira
terminada

Relativamente a E. coli as contagens obtidas no presente estudo foram inferiores
a 1 log ufc/g, limite considerado satisfatorio pelo INSA (2019). Diversos autores
encontraram contagens médias de E. coli superiores as obtidas no presente estudo, a
saber: 1,1 log ufc/g (Magalhdes et al, 2011), entre 2,5 a 6,3 log ufc/g (Ferreira et al.,
2007) e 2,3 log ufc/g (Silva et al., 2019). Estes autores foram unanimes em afirmar que
consideravam a presenca de E. coli nas alheiras como um indicativo de contaminacéo

fecal que podia provir da falha da higiene durante o processo de fabrico.

No que diz respeito a evolucdo da carga de E. coli nas alheiras ao longo do
processo de fabrico (Tabela 4.4 e Figura 4.6) verificou-se que nao foi significativa
(p>0,05) em todas as etapas de fabrico para os dois produtores. Praticamente, em todas
as amostras ndo se detetaram niveis contaveis de E. coli, a excepcao de duas amostras

(Figura 4.6), as quais apresentaram concentracGes maiores a 4.0 log ufc/g.
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Figura 4.6: Evolucéo das contagens de E. coli nas alheiras ao longo do fabrico
mostrando variabilidade dentro e entre produtores artesanais. Massa: mistura apos
enchimento; Meio: alheira na metade da maturacéo; Final: alheira terminada

Em relacdo a contaminacgéo por S. aureus, ambos produtores apresentaram niveis
relativamente baixos de 2,90 log ufc/g para VINHAIS e 3,34 log ufc/g para
BRAGANCA, muito por debaixo dos niveis criticos para a producdo de toxina
estafilocdcica entre 6,0 e 7,0 log ufc/g (Ferreira et al., 2007). Os resultados encontrados
no presente estudo corroboram os reportados por outros autores. Num estudo de
caracterizacdo microbioldgica das alheiras, realizado por Ferreira et al. (2007),
encontraram contagens de S. aureus que variaram entre 2,5 e 5,5 log ufc/g em alheiras
provenientes de produtores industriais e ~5,5 log ufc/g de cozinhas regionais de

fumeiro.

Num outro estudo realizado por Silva et al. (2019), onde os autores fizeram uma
caracterizacdo microbioldgica de diferentes formulacdes de alheiras provenientes de
cinco produtores diferentes e recolhidas em diversos estabelecimentos de venda,

reportaram contagens de S. aureus que variaram entre 1,06 a 4,41 log ufc/g.

Relativamente a evolugdo ao longo do processo de fabrico (Tabela 4.4 e Figura
4.7) verificou-se uma tendéncia de aumento da carga microbioldgica para os dois

produtores. Contudo, a evolugdo de S. aureus para o produtor de BRAGANGCA é
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significativa (p<0,05) entre a massa e o meio do processo. Enquanto que, para o
produtor de VINHAIS a evolucdo de S. aureus néo foi significativa (p>0,05) em todo o
processo de fabrico. Todavia, verifica-se uma maior variabilidade em niveis de S.
aureus nas alheiras do produtor de BRAGANCA comparada com as alheiras do
produtor de VINHAIS.

A presenca de S. aureus nas alheiras pode ser causada por contaminagdo
cruzada, proveniente dos insumos: das tripas, das carnes e do pimentdo utilizados, uma
vez que, foram encontrados valores elevados deste microrganismo nestes insumos.

Também pode-se suspeitar de contaminacdo proveniente dos manipuladores.
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Figura 4.7: Evolucdo das contagens de Staphylococcus aureus nas alheiras ao longo do
fabrico mostrando variabilidade dentro e entre produtores artesanais. Massa: mistura
imediatamente apds enchimento; Meio: alheira na metade da maturacédo; Final: alheira
terminada

As contagens de C. perfringens encontradas nas alheiras do produtor de
BRAGANCA (0,92 ufc/g) e de VINHAIS (1,11 ufc/g) ndo foram significativamente
diferentes entre si (p>0,05), embora os niveis deste patogénico foram bastante variaveis,

como mostra a Figura 4.8. Contudo, as médias no presente estudo sdo inferiores aos
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observados por Ferreira et al. (2007). Estes autores encontraram contagens entre 2,4 e
3,1 log ufc/g nas alheiras analisadas, tendo referido que, embora a C. perfringens
estivesse presente em algumas amostras analisadas ndo se encontrava em niveis de
preocupacao a saude publica. Segundo a teoria de Esteves (2005), a ocorréncia de C.
perfringens nas alheiras parece ser determinada pela ocorréncia do microrganismo nas
tripas utilizadas no seu enchimento e no pimentdo. De facto, no presente estudo também
foi detetado este microrganismo nas tripas e no pimentdo utilizados para a elaboragéo
das alheiras.

Relativamente a evolucdo da contaminacdo das alheiras por C. perfringens ao
longo do tempo, verificou-se uma clara tendéncia de aumento da carga microbiologica
em todo o processo de fabrico para os dois produtores (Figura 4.8). No entanto, apesar
do aumento verificado, a evolucdo ndo foi significativa (p>0,05), como se pode
observar na Tabela 4.4. Contudo, as alheiras do produtor de VINHAIS tiveram uma
maior variabilidade na concentragéo de C. perfringens do que as alheiras do produtor de
BRAGANCA (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Evolucdo das contagens de Clostridium perfringens nas alheiras ao longo do
fabrico mostrando variabilidade dentro e entre produtores artesanais. Massa: mistura
imediatamente apos enchimento; Meio: alheira na metade da maturagdo; Final: alheira
terminada
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Relativamente a presenca de Salmonella spp., quatro das 30 amostras de alheira
do produtor de BRAGANCA deram positivo; enquanto nenhuma das alheiras de um
total de 45 do produtor de VINHAIS rendeu positivo. Este patogénico tambem foi
detetado por Ferreira et al. (2007) em dois lotes de dois diferentes produtores de
alheiras. Outros autores também observaram a presenca de Salmonella em 5/64 e 2/32
das alheiras analisadas (Esteves et al., 2006a; Esteves et al., 2006b). Segundo os
mesmos autores, a presenca de Salmonella spp. em alheira pode resultar do uso de tripas
contaminadas, bem como da contaminacdo cruzada causada por superficies
contaminadas. Num universo de 422 amostras de produtos de salsicharia portuguesa
analisadas por Almeida et al. (1999) observaram a presenca de Salmonella em 10

amostras onde as alheiras estdo incluidas em 2/3.

De acordo com o Regulamento (CE) N° 1441/2007 espera-se auséncia de
Salmonella em 25 g de produtos colocados no mercado durante o seu periodo de vida
atil. Portanto, a sua presenca em alheira é de grande preocupacédo para a saude publica,
embora, Esteves et al. (2006b) referiram que a sua presenca em produtos que irdo sofrer
um tratamento térmico antes do consumo, como é o caso das alheiras, pode nao
constituir um perigo eminente para 0s consumidores ja que este microrganismo &

facilmente destruido nessas temperaturas.

A presenca de Salmonella spp. nas alheiras do produtor de BRAGANCA pode
provir das tripas utilizadas para o enchimento, uma vez que, apenas nas tripas utilizadas
por este produtor foi encontrada a presenca deste microrganismo. Esteves (2005) usou
técnicas de identificacdo molecular para avaliar a proveniéncia da Salmonella spp.,
tendo confirmado a sua origem na utilizacdo de tripas contaminadas. Deste modo,
sugere-se que a presenca deste microrganismo no produto final seja resultante da
utilizacdo de tripas contaminadas, dado que, as carnes que entram na composicdo das
alheiras sdo submetidas a um processamento térmico prévio, e, portanto, a Salmonella

pré-existente nas carnes ndo teria oportunidade de sobreviver.

Duma forma geral, considerando todos os grupos microbianos estudados as
alheiras do produtor de BRAGANCA apresentaram qualidade microbioldgica inferior
as alheiras do produtor de VINHAIS.
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5. MAPA DE QUALIDADE COMPOSICIONAL E
MICROBIOLOGICA DE ALHEIRAS
COMERCIALIZADAS EM TRAS-OS-MONTES

Os resultados (médias e intervalos de confianca ao 95%) das propriedades
intrinsecas das alheiras comercializadas por seis produtores artesanais sdo apresentados na
Tabela 5.1. Pela analise dos resultados podemos observar grandes variagdes (p<0,05) nos

parametros estudados entre as alheiras dos diferentes produtores.

Tabela 5.1: Propriedades intrinsecas (pH, atividade da agua e humidade) das alheiras
comercializadas por 6 produtores artesanais de Tras-Os-Montes. Médias e intervalos de confianca
ao 95% sdo apresentados

Procedéncia pH aw Humidade (%)
CHAVES 3,67° [3,57 — 3,76] 0,974%[0,969 — 0,979] 54,4° [52,9 — 55,8]
MIRANDELA 4,56° [4,48 — 4,64] 0,974%[0,969 — 0,979] 44,2% [42,8 — 45,5]
MOGADOURO 4,62" [4,53 — 4,70] 0,990° [0,986 — 0,994] 46,9" [45,6 — 48,2]
VIMIOSO 4,24°[4,16 — 4,33] 0,991°[0,987 — 0,995] 55,2° [53,9 — 56,6]
VINHAIS 1 3,39%[3,31 - 3,47] 0,982° [0,978 — 0,986] 46,0"°[44,7 — 47,3]
VINHAIS 2 4,31°[4,23 — 4,39] 0,975 [0,971 —0,979] 45,6%[44,3 — 46,9]

aPed Diferentes letras numa coluna indicam diferencas significativas (a=0,05)

Relativamente as propriedades intrinsecas, observou-se que os valores de pH se
situaram entre 3,39 a 4,62, muito mais baixos do que os encontrados no Capitulo 4 da
presente tese. As alheiras do produtor de VINHAIS 1 apresentaram menor (p<0,05) valor
de pH e as alheiras do produtor de MOGADOURO apresentaram o pH mais elevado. Em
relacdo aos valores de ay, observou-se um valor menor (p<0,05) nas alheiras dos produtores
de CHAVES e de MIRANDELA (0,974) e maior (p<0,05) nas alheiras do produtor de
VIMIOSO (0,991). No que diz respeito ao teor de humidade, as alheiras apresentaram

valores entre 44,2 e 55,2%, sendo o produtor de MIRANDELA que apresentou menor
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(p<0.05) valor e as alheiras do produtor de VIMIOSO apresentaram o maior (p<0,05) valor.
Os resultados de pH e a, encontrados no presente estudo corroboram os obtidos por Esteves
et al. (2006b) que observaram nas alheiras valores médios de pH 4,89 e de a,, 0,94.

De uma forma geral, e tendo em conta os resultados das carateristicas intrinsecas
encontrados neste estudo, podemos dizer que as alheiras conseguiriam ser estaveis desde o
ponto de vista microbioldgico, j& que a maioria apresenta valores de a, reduzidos
(inferiores que 0,990), pH abaixo de 5,0 e humidade abaixo de 60%, e podem ser
armazenados sem recurso ao frio. No entanto, é preciso contrastar estes resultados com os

microbioldgicos.

A Tabela 5.2 apresenta os resultados da composicdo proximal (média e intervalos
de confianca de 95%) na base seca (BS) e na base humida (BH) das alheiras elaboradas
pelos 6 produtores artesanais. Numa andlise geral dos resultados, observaram-se diferencas
(p<0,05) entre as fabricas amostradas em todos os parametros de composi¢cdo proximal
analisados.

Na avaliacdo em BH, verificou-se que o teor de proteina bruta variou entre 6,78 e
13,98%, sendo as alheiras dos produtores de VINHAIS 1 e de MOGADOURO aquelas que
apresentaram menor (p<0,05) e maior (p<0,05) teor de proteina bruta, respectivamente.
Porém, o menor teor em proteina bruta das alheiras do produtor de VINHAIS 1 foi
compensado pelo maior (p<0,05) teor de gordura bruta (25,6 versus 12,3). Ja, o teor de
hidratos de carbono variou entre 16,0 e 23,7%. O menor (p<0,05) e o maior (p<0,05) teores
ocorreram nas alheiras dos produtores de VIMIOSO e de MIRANDELA, respectivamente.
Relativamente ao teor de cinzas, o menor (p<0,05) teor foi apresentado pelas alheiras do
produtor de VIMIOSO e o maior (p<0,05) teor pelas alheiras do produtor de CHAVES
(1,24 versus 2,66%). E provéavel que este Gltimo produtor utilizasse uma maior proporcao

de cloreto de sodio na formulacéo, embora o teor de sal ndo foi analisado.
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Tabela 5.2: Analise proximal em base himida (% bh) e base seca (% bs) das alheiras comercializadas por 6 produtores artesanais de Tras-
Os-Montes. Médias e intervalos de confianca ao 95% sao apresentados

Procedéncia

Proteina bruta (% bh)

Gordura bruta (% bh)

Hidrato de carbono (% bh)

Cinzas (% bh)

Produtor
Chaves
Mirandela
Mogadouro
Vimioso
Vinhais 1
Vinhais 2

11,39° [10,65 — 12,13]
12,15° [11,49 — 12,81]
13,98°[13,32 — 14,64]
11,92° [11,26 — 12,59]
6,78%[6,12 — 7,45]
12,98° [12,31 — 13,64]

12,3*[11,6 — 13,1]
17,7°[17,0 — 18,4]
18,8°[18,1—19,5]
15,6° [14,9 — 16,3]
25,6 [24,9 — 26,2]
17,1°[16,4 — 17,8]

19,5° [18,5 — 20,4]
23,7°[22,8 — 24,6]
18,4° [17,5-19,3]
16,0* [15,1 — 16,9]
20,3°[19,5 - 21,2]
22,2°[21,3-23,0]

2,66" [2,56 — 2,77]
2,28°[2,18 — 2,37]
1,90° [1,80 — 1,99]
1,24 [1,14 — 1,33]
1,322 [1,22 - 1,41]
2,16° [2,06 — 2,25]

Procedéncia

Proteina bruta (% bs)

Gordura bruta (% bs)

Hidrato de carbono (% bs)

Cinzas (% bs)

Produtor
Chaves
Mirandela
Mogadouro
Vimioso
Vinhais 1
Vinhais 2

24,9 [23,7 - 26,2]
21,8° [20,6 — 22,9]
26,4°[25,2 — 27,5]
26,6°[25,5 — 27,7]
12,6*[11,4 - 13,7]
23,9° [22,7 — 25,0]

27,0°[26,0 — 28,0]
31,7° [30,8 — 32,6]
35,4°[34,5 - 36,3]
34,8° [34,0 - 35,7]
47,3 [46,4 — 48,2]
31,4° [30,5 — 32,3]

42,6°[41,2 — 44,0]
42,4°[41,2 - 43,7]
34,6%[33,4 - 35,9]
35,8% [34,5 — 37,0]
37,7 [36,4 — 38,9]
40,7°[39,5 — 42,0]

5,83" [5,62 — 6,04]
4,08°[3,89 — 4,28]
3,58" [3,39 - 3,77]
2,76 [2,57 — 2,95]
2,44%[2,25 - 2,64]
3,97°[3,78 — 4,16]

abed Diferentes letras numa coluna indicam diferencas significativas (a=0,05)
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Relativamente a composi¢do proximal na BS, as alheiras que apresentaram maiores
ou menores teores foram os mesmos encontrados na base hiimida para a proteina bruta e a
gordura bruta. Para os hidratos de carbono, as alheiras dos produtores de MOGADOURO e
de CHAVES apresentaram menor (p<0,05) e maior (p<0,05) teor (34,6 versus 42,6). No
que diz respeito as cinzas, as alheiras do produtor de VINHAIS 1 apresentaram o menor
teor (2,44%, p<0,05) e as alheiras do produtor de CHAVES apresentaram o0 maior teor
(5,83%, p<0,05).

Duma forma geral, tal como explicado no primeiro estudo deste trabalho, a grande
variabilidade da composicdo quimica das alheiras analisadas é esperada e € determinada por
diversos fatores, nomeadamente pela composicdo dos ingredientes utilizados para a sua
elaboracdo que é especifica, assim como pelos processos de fabrico adotados por cada
produtor (Ruiz & Pérez-Palacios, 2014).

Na Tabela 5.3 apresentamos os resultados (médias e intervalos de confianga ao
95%) dos grupos microbianos quantificados nas alheiras comercializadas pelos 6
produtores artesanais. Pela analise dos dados podemos observar que os resultados nédo
diferem (p>0,05) entre os produtores, com a excecao do produtor de MIRANDELA, cujas
alheiras apresentam maiores (p<0,05) contagens de S. aureus e C. perfringens.

Relativamente as contagens de mesoéfilos, as alheiras de todos os produtores
apresentaram carga superior a 6,5 log ufc/g, que é o limite maximo para contagem de
aerdbios mesofilos em carne picada estabelecido pelo Regulamento (CE) N° 1441 (2007).

Contagens elevadas de mesofilos também foram observadas por Esteves (2005) que
encontrou 8,28 log ufc/g na andlise de 96 amostras de alheiras provenientes de quatro
diferentes produtores industriais. As contagens elevadas encontradas no presente estudo
indicam que as alheiras, em geral, apresentariam qualidade microbiolégica insatisfatoria,
uma vez que ndo cumprem o critério de higiene estabelecido. Desta forma, é imperioso
reverter esta situacdo através da melhoria das condicGes de higiene durante o processo de

fabrico, bem como, na sele¢do das matérias-primas.
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Tabela 5.3: Grupos microbianos quantificados em alheiras comercializadas por 6 produtores
artesanais de Tras-Os-Montes. Médias e intervalos de confianca ao 95% sdo apresentados em log

ufc/g

Procedéncia

Mesofilos

S. aureus

Chaves 9,12°[8,53 - 9,71] 2,707 [2,01 - 3,39]
Mirandela 8,59°[8,07 - 9,12] 5,68" [5,06 — 6,30]
Mogadouro 8,30% [7,77 - 8,83] 1,94%[1,32 - 2,56]
Vimioso 9,06° [8,54 — 9,59] 2,62%2,00 - 3,23]
Vinhais 1 8,20°[7,67 - 8,72] 1,82%[1,20 — 2,44]
Vinhais 2 8,81°[8,29 — 9,34] 2,007 [1,38 — 2,62]

Procedéncia

C. perfringens

Salmonella spp.*

Chaves 0,70*[0,03 - 1,37] 0/5
Mirandela 2,24° [1,64 — 2,84] 1/5
Mogadouro 0,70%[0,10 — 1,30] 0/5
Vimioso 0,70 0,10 — 1,30] 1/5
Vinhais 1 0,92%[0,31—1,52] 0/5
Vinhais 2 0,70°[0,10 — 1,30] 0/5

ab&d Diferentes letras numa coluna indicam diferencas significativas (a=0,05)
*s/n representa nUmero de amostras positivas s do total de amostras n

No que respeita a S. aureus e C. perfringens as alheiras do produtor de
MIRANDELA apresentaram uma carga microbioldgica superior (p<0,05) as das alheiras
dos outros produtores, com médias de 5,68 e 2,24 log ufc/g, respectivamente. Da mesma
forma, Esteves (2005) também encontrou teores elevados destes microrganismos no estudo
por si realizado. A elevada carga microbioldgica encontrada neste estudo pode provir da
matéria-prima, em especial das tripas utilizadas para o enchimento e da deficiente
manipulacdo pelos operadores durante o processo de fabrico (Esteves, 2005). De facto, o
principal habitat de S. aureus é a pele e as vias respiratorias do homem e animais de sangue
quente; estima-se que entre 30 a 50% dos individuos saudaveis sdo portadores deste
microrganismo (Esteves et al., 2006b).

Relativamente a presenca de Salmonella spp., nas alheiras dos produtores de
MIRANDELA e de VIMIOSO, este microrganismo foi confirmado em 1 das 5 alheiras
analisadas. Contudo, como discutido anteriormente, a presenca deste microrganismo na

alheira pode provir das tripas utilizadas para o enchimento do produto.
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As Figuras 5.1. e 5.2 mostram os mapas bidimensionais das caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas, das alheiras comercializadas por 6 produtores artesanais,
obtidos por anélise de componentes principais apos rotacdo varimax.
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Figura 5.1: Mapa bi-dimensional das carateristicas composicionais e microbiolégicas das
alheiras comercializadas por 6 produtores artesanais de Tras-Os-Montes. Moisture:
Humidade; Protein: Proteina; Fat: Gordura; Ashes: Cinzas; CHO: Hidratos de carbono;
Mesophiles: Mesofilos; Staphy: S. aureus

A contribuicdo das variaveis originais para cada uma das componentes principais
pode ser avaliada pela sua correlagdo com as componentes principais extraidas. A analise

de componentes principais foi capaz de identificar duas componentes que explicaram
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55,5% da variagdo nas 11 varidveis originais. A primeira componente caracterizou-se pelas
correlacdes altas e positivas com o teor de hidratos de carbono (r=0,71) e cinzas (r=0,79), e
a contagem de S. aureus (r=0,64), e pelas correlacdes altas e negativas com a ay, (r=-0,62) e
o teor de gordura (r=-0,88). Esta componente foi responsavel por 32,6% da variagcdo nas 11
variaveis originais.

A segunda componente principal foi responsavel pela explicacdo de uma variacdo
adicional de 22,9% nas variadveis originais. Esta componente apresentou correlacoes altas e
positivas com os teores de humidade (r=0,70) e de proteina (r=0,81), e correlacdo moderada
e negativa com a contagem de C. perfringens (r=-0,53).

Cabe destacar que os trés patogénicos analisados, Salmonella, S. aureus e C.
perfringens resultaram estar positivamente correlacionados entre si, 0 qual indica que as
méas condicbes de higiene e as pobres praticas de fabrico s@o responsaveis pelas altas
contagens ou incidéncias destes microrganismos patogénicos. Por sua vez, estes
patogénicos estdo correlacionados com os maiores niveis de hidrato de carbono nas
amostras. A correlacdo elevada entre as variaveis Salmonella, S. aureus, C. perfringens e
hidratos de carbono evidencia uma baixa contribui¢cdo do conteido de carne e uma elevada

contribuicdo do conteudo de péo a qualidade microbioldgica destas alheiras.

Por outro lado, a proteina, o pH, e a contagem de mesoéfilos estdo positivamente
correlacionados entre si e negativamente correlacionados com a gordura. Espera-se que em
alheiras com maior valor de pH ocorra maior desenvolvimento de microrganismos
mesofilos totais; e que com maior conteido de carne na formulagdo (maior teor de proteina)
exista uma tendéncia para obter uma menor acidez no produto. Um maior teor de gordura
estd também associado a um desenvolvimento mais lento dos microrganismos, entre 0s

quais se encontram os meso6filos totais.

Através da analise da Figura 5.2 podemos observar a distribuicdo das caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas dos seis produtores dentro de um mapa de qualidade.
Este mapa mostra as diferencas e as semelhancas em qualidade entre as alheiras dos

diversos produtores.
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Figura 5.2: Mapa da qualidade composicional e microbiolégica das alheiras
comercializadas por 6 produtores artesanais de Tras-Os-Montes. Elipses foram sobrepostas
aum a=0,95

Conforme este mapa de qualidade, as alheiras elaboradas pelo produtor de
MIRANDELA contém maior quantidade de pao (i.e., maior teor de hidratos de carbono) e
menor quantidade de carne (i.e., menor teor de proteina) na formulacdo. Além do mais, sdo
alheiras com baixa qualidade microbioldgica. Por outro lado, as alheiras elaboradas pelo
produtor de CHAVES contém maior quantidade de carne e elevada carga de
microrganismos mesofilos. J4, a alheira elaborada pelo produtor de VINHAIS 1 contem
muita gordura e pouca proteina, contudo, com boa qualidade microbiolégica. A alheira

elaborada pelo produtor de VINHAIS 2 apresenta uma qualidade intermédia dentre todos os
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produtores. Ja as alheiras do produtor de VIMIOSO caracterizam-se por possuir um teor de
humidade elevado e pouca acidez. Do ponto de vista microbioldgico, estas alheiras
apresentam qualidade razoavelmente boa. As alheiras do produtor de MOGADOURO
caracterizam-se por possuir elevada atividade de Aagua, contudo, de boa qualidade

microbioldgica.

Em jeito de concluséo, em termos de seguranca para o consumidor, as alheiras
elaboradas pelos produtores de VINHAIS 1 e MOGADOURO apresentam boa qualidade
microbioldgica, embora, em termos nutricionais as de VINHAIS 1 contenham elevado teor
de gordura. Ja as alheiras produzidas pelo produtor de MIRANDELA sdo as de menor

qualidade microbioldgica.
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6. CONCLUSOES

A evolucdo das caracteristicas intrinsecas das alheiras ao longo do processo de
fabrico é diferente nas cozinhas regionais, 0 que se pode atribuir a duracdo do processo e as
condi¢Bes ambientais dos dois locais de fabrico. De facto, o controlo ambiental é efetuado
através do fogo e da ventilacdo da cozinha regional, pelo que as variacbes ambientais
contribuem de forma acentuada para a variacdo das caracteristicas fisico-quimicas e

microbioldgicas das alheiras.

Este trabalho evidencia grandes variagcdes nos processos de fabrico e, como tal, nas
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas entre os produtores incluidos neste
trabalho. Por outro lado, a variabilidade entre lotes, dentro do mesmo produtor, mostra que
os produtores tém dificuldade na definicdo de um processo de fabrico estavel, bem como na

padronizacdo das matérias-primas utilizadas para o fabrico das alheiras.

A utilizacdo de matérias-primas com carga microbiologica elevada esta associada a
contagens superiores de microrganismos patogénicos, nomeadamente de S. aureus, C.
perfringens e Salmonella spp., pelo que se recomenda o controlo da qualidade
microbiolégica das matérias-primas. E, também, de salientar que as elevadas contagens de
microrganismos pode constituir perigo para a salde dos consumidores, pelo que se
recomenda a otimizacdo dos processos de fabrico para obter alheiras mais estaveis desde o

ponto de vista microbiolégico.

A analise de componentes principais mostrou-se uma técnica eficaz para definir um
mapa de qualidade das alheiras tradicionais de Tras-os-Montes, evidenciando as principais
semelhancas e diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas e microbiolédgicas das alheiras
dos diferentes produtores. Por outro lado, foi possivel identificar uma associacdo entre as
contagens de microrganismos patogénicos e o teor de hidratos de carbono (pdo) das
alheiras. Tal como observado no Estudo 1, as alheiras tradicionais apresentam uma elevada

variabilidade nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, pelo que os produtores
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devem conhecer 0s seus processos e ajusta-los para que possam estabilizar as caracteristicas
das suas alheiras. Este aspeto é de primordial importancia na estabilidade microbioldgica
das alheiras, pois a dimensdo da seguranga microbioldgica é fundamental para a
valorizacdo destes produtos tipicos.

Por fim, salientamos a necessidade de os produtores artesanais de alheiras
apostarem no controlo de qualidade dos seus produtos, uma vez que € essencial garantir a
qualidade esperada pelos consumidores. A melhoria do processo de fabrico e o seguimento
das boas praticas de higiene, em cada etapa do processo de fabrico, sdo essenciais para
reduzir a contagem de microrganismos nas alheiras. Especial atencdo deve ser dada as
tripas utilizadas para o enchimento, uma vez que sdo veiculos de microrganismos

patogénicos.
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