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VRBGA - Violet Red Bile Glucose Agar



Resumo

Neste trabalho foi realizado um estudo sobre a avaliagdo da microbiota, para perceber a sua

evolucdo e estabilidade de um novo produto: chourigo de porco Malhado de Alcobaca.

O objetivo foi avaliar a carga microbiana durante o fabrico de chouri¢o de porco Malhado
de Alcobaca, usando microrganismos indicadores de qualidade, higiene e de seguranca em
amostras de: matéria-prima (carne), massa (mistura da carne e gordura/toucinho com 0s
condimentos e aditivos adicionados), enchidos antes da fumagem, produto final e chourigos
embalados sob véacuo apds 3 e 6 meses. Para complementar, foram determinados o pH e a
atividade de agua (aw), uma vez que, sdo parametros diretamente relacionados com a

atividade microbiana.

Na fase em que o produto se encontra pronto para consumo, 0s resultados ndo foram
satisfatorios relativamente as contagens de microrganismos a 30°C e foram satisfatorios para
bolores e leveduras, Enterobacteriaceae, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella

spp. e Listeria monocytogenes.

Palavras-chave: caracterizacdo microbioldgica, chourico, porco Malhado de Alcobaga,

seguranca alimentar.



Abstract

In this work, a study was carried out on the evolution and microbiological stability of a new
product: Malhado de Alcobaga pork chorizo.

The objective was to evaluate the microbial load during the manufacture of sausage from
Malhado de Alcobaga pork, using quality, hygiene, and safety indicator microorganisms in
samples of raw material (meat), “mass” (mixture of meat and fat/bacon with added
seasonings and additives), filled before and after the smoking stage, and vacuum-packed
sausages after 3 and 6 months. In addition, pH and water activity (aw) were determined, since
they are parameters directly related to microbial activity.

The results were not satisfactory for microorganism counts at 30°C and were satisfactory for
molds and yeasts, Enterobacteriaceae, Staphylococcus coagulase positive, Salmonella spp.,

and Listeria monocytogenes.

Key words: chorizo, food safety, Malhado de Alcobaca pork, microbiological

characterization.
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1. Introducéao

1.1. Enquadramento
A carne é um importante elemento da dieta humana e um dos mais consumidos, é rica em
proteinas, vitaminas e minerais, no entanto, é um produto bastante perecivel e, por isso, ha

muitos anos é submetida a diferentes métodos de conservacao (Holck et al., 2017).

Um dos métodos de conservagdo consiste em cortar a carne, mistura-la com outros
ingredientes, coloca-la dentro de tripas e secé-la, obtendo assim os muito apreciados
enchidos, esta ¢ uma das formas mais antigas de preservar a carne (Mohan, 2014; Holck et
al., 2017).

Os enchidos sdo produzidos em diversas areas geograficas como a América, Mediterraneo,
Europa do Norte, Europa de Leste, Médio Oriente, Africa, Leste Asiatico e Oceania. Os
enchidos tém variedade de diametros, formas, tamanhos, condimentos, caracteristicas
sensoriais e designacdes, que variam de acordo com a origem geografica (Toldra et al., 2015;
Rocha & Elias, 2016).

A producdo de enchidos podera ajudar no desenvolvimento rural devido a criacdo de
emprego e independéncia econémica, visto que, sdo produtos tradicionais que podem ser
identificadores de determinadas regibes e as suas particularidades e qualidade s&o
influenciadas pelos animais que lhes dao origem, os ingredientes utilizados, o clima da

regido onde é produzido e a tecnologia de fabrico (Fernandes et al., 2016).

Os consumidores sdo cada vez mais exigentes e preocupados com a origem dos produtos,

preferindo produtos tradicionais e regionais de elevada qualidade (Laranjo & Elias, 2015).

E importante que os enchidos sejam seguros e que a qualidade dos mesmo esteja sempre a
melhorar para que o mercado deste tipo de produtos cres¢a. O crescimento deste mercado
tera beneficios, como o incentivo a industria da carne, a producdo de produtos tradicionais,
aumentando a sua variedade e qualidade e producéo de racas autoctones (Rocha & Elias,
2016).

Segundo os dados das estatisticas agricolas disponibilizados pelo INE (2019), em 2017 a
atividade de “abate de animais, preparacdo e conservacdo de carne e de produtos a base de
carne” foi a mais valorizada com 18,5% do total do valor de vendas. No ano 2016 foram

produzidas 60 111 toneladas de enchidos e foram vendidas 59 326 toneladas, valores



inferiores aos registados em 2017 onde foram produzidas 64 300 toneladas e vendidas
60 111 toneladas.

Existem uma série de estratégias que quando combinadas permitem preservar/conservar 0s
enchidos e torna-los estaveis, nomeadamente, a redugdo do pH e da atividade de agua (aw),
inibicdo do crescimento de bactérias aerdbias através da criacdo de um ambiente anaerabio,
inibicdo do crescimento microbiano devido a adicdo de nitratos e nitritos e através da
fumagem que inibe o crescimento a superficie. No entanto, este tipo de produtos séo
produzidos de forma artesanal e por isso ndo ha garantia de que sejam seguros (Holck et al.,
2017).

Em alimentos processados como o chourico, a microbiota consiste em microrganismos que
sobreviveram as condi¢fes a que o produto foi submetido durante seu processamento e
armazenamento, assim como, de microrganismos que possam ter sido introduzidos pelos

operadores, equipamentos e utensilios (Hungaro et al., 2014).

A sobrevivéncia dos microrganismos nos alimentos depende de fatores como a temperatura
de armazenamento, composicdo dos alimentos, pH, microrganismos concorrentes,

disponibilidade de oxigénio, entre outros (Hungaro et al., 2014).

1.2. Objetivo

O objetivo foi avaliar a carga microbiana durante o fabrico de chouri¢o de porco Malhado
de Alcobaca, usando microrganismos indicadores de qualidade, higiene e de seguranca em
amostras de: matéria-prima (carne), massa (mistura da carne e gordura/toucinho com os
condimentos e aditivos adicionados), enchidos antes da fumagem, produto final e chouricos
embalados sob vacuo apds 3 e 6 meses. Para complementar, foram determinados o pH e a
atividade de agua (aw), uma vez que, sdo parametros diretamente relacionados com a

atividade microbiana.



2. Revisao bibliografica

2.1. Enchidos tradicionais e sua relevancia

A producéo de enchidos é uma atividade de grande relevancia no meio rural com influéncia
nos dominios socioecondmico e cultural, uma vez que, permite a impulséo da economia local
e do setor agropecuario evitando assim o abandono e desertificacdo de zonas rurais e a
continuagdo da transmissdo de préaticas, confecdes e saberes dos nossos antepassados.
Produtos tradicionais como os enchidos possuem sabores, aromas e texturas Gnicas cujo
processo de producdo foi aperfeicoado ao longo de inUmeras geracdes (Fernandes et al.,
2016).

A agricultura ndo se resume a producdo de bens alimentares, esta desempenha um papel de
extrema importancia na ocupacdo de territorios, no turismo, artesanato, gastronomia,
manutencdo de paisagens, preservacao de tradicdes e racas pecudrias autoctones que sem o

devido investimento poder-se-ao perder com o tempo (Fernandes et al., 2016).

As racas autdctones foram, ao longo dos anos, aprimoradas consoante as necessidades
alimentares, de vestuario e de trabalho das popula¢6es. Portugal € um pais com uma grande
diversidade de racas pecuarias autoctones, sdo 50 as ragas que podem ser encontradas, entre
bovinos, ovinos, caprinos, suinos, asininos, equinos e galinaceos. Esta diversidade advém da
enorme variedade de habitats e das diversas condi¢des orograficas, climaticas, edaficas e de

maneio (Dantas & Espadinha, s.d.).

As racas autdctones permitem a producédo de produtos de qualidade diferenciada, devido as
caracteristicas particulares de cada raca, e de alto valor econémico, além de aumentarem a
rentabilidade de exploracgdes agricolas devido ao facto de poderem ser aproveitados recursos

forrageiros que de outra maneira nao seriam utilizados (Dantas & Espadinha, s.d.).

Em meados do século XX, os efetivos de ragas autoctones estavam a diminuir, levando
mesmo ao desaparecimento de algumas racas. Para travar esta diminuicdo, o Estado
Portugués em colaboracdo com associacOes de criadores, iniciaram a inventariagao e registo
zootécnico das ragas. Posteriormente, em meados dos anos 90, de modo a proteger o nome
dos produtos resultantes das racas autdctones iniciou-se a regulamentacdo de VAarios
produtos. A partir desde momento varios produtos obtiveram certificacdo e consequente
atribuicdo de marcas como Denominacdo de Origem Protegida (DOP), Indicacdo Geogréafica
Protegida (IGP) e Especialidade Tradicional Garantida (ETG) (Dantas & Espadinha, s.d.).



O processo de certificagdo com as marcas DOP, IGP/IG e ETG (Figura 1) é de grande
importancia, visto que, da garantia aos consumidores da qualidade, proveniéncia das
matérias-primas, condicfes de higiene e respeito pelos metodos tradicionais de fabrico,
assegurado assim, a autenticidade e origem dos produtos. Produtos com estas denominagdes
ficam protegidos legalmente de imitagdes e utilizagdo abusiva na Unido Europeia ou em
paises com um acordo especifico de protecdo. As marcas DOP e IGP sdo destinadas a
produtos alimentares e agricolas, e vinhos; a marca IG (mesmo simbolo que a marca IGP) é
destinada a bebidas espirituosas e vinhos aromatizados; ja a marca ETG é destinada a
produtos alimentares e agricolas que ndo estdo associados a areas geogréaficas delimitadas
(Comissdo Europeia, s.d. b; Fernandes et al., 2016).

Figura 1 - Simbolos da Unido Europeia para DOP, IGP/IG e ETG.

Na base de dados eAmbrosia (Comissdo Europeia, s.d. a), € possivel consultar todos os
produtos registados e os paises de origem. No total estdo registados 3457 produtos, 3330
produtos oriundos de paises europeus e 127 de paises com um acordo especifico de protecéo,
como a China, que é o pais ndo europeu com mais registos (110 produtos registados),

Tailandia, Camboja, Estados Unidos, Africa do Sul, india, entre outros.

Relativamente a paises europeus, estdo registados 31 paises com 3330 produtos, 263 com a
marca IG, 1228 com a marca IGP e 1839 com a marca DOP. Na Figura 2, pode ser
observado o numero de registos por cada pais. Os paises com mais registos séo Italia com
872 registos, Franca com 746 registos, Espanha com 358 registos, Grécia com 275 registos,
Portugal € o quinto pais com mais registos, 190 produtos registados, seguido da Alemanha

com 171 registos.

Dos 190 produtos que Portugal tem registados, 11 tém a marca IG, 86 tém a marca IGP e 93
tém a marca DOP, estes produtos estdo divididos em 14 categorias (Figura 3), como vinhos,
aguardentes, carne fresca, produtos de carne, produtos de origem animal, 6leos e gorduras

0u queijos, entre outros.



Na categoria “produtos de carne”, Portugal tem registados 41 produtos, sendo o segundo
pais com mais registos, é apenas ultrapassado pela Italia com 43 registos (Figura 4). Dos 41
produtos que Portugal tem registados (Anexo 1), 34 sdo enchidos tradicionais certificados
com a denominacdo IGP, alguns exemplos de produtos com esta certificacdo sdo a alheira
de Mirandela, a alheira de Vinhais, o painho de Portalegre, a chourica de carne de Melgaco
a farinheira de Estremoz e Borba, o paio de Beja e o salpicdo de Barroso-Montalegre
(Comissdo Europeia, s.d. a; Fernandes et al., 2016). Segundo o Regulamento (UE) N°
1151/2012, IGP é um nome geografico que identifica “um produto originario de um local ou
regido determinados, ou de um pais, que possui uma determinada qualidade, reputacdo ou
outras caracteristicas que podem ser essencialmente atribuidas a sua origem geogréfica e,

em relacdo ao qual pelo menos uma das fases de producdo tem lugar na area geogréafica
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delimitada”.
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Figura 2 - Numero de produtos registados por cada pais europeu na base de dados eAmbrosia da
Comisséo Europeia (s.d. a).



Produtos portugueses registados por categoria com as denominagdes IG,

IGP e DOP
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Categoria de produtos
Figura 3 — Numero de produtos portugueses registados por categoria na base de dados eAmbrosia

da Comisséo Europeia (s.d. a).
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Figura 4 - Numero de produtos registados por cada pais europeu na categoria "produtos de carne"
na base de dados eAmbrosia da Comisséo Europeia (s.d. a).



Segundo os dados disponibilizados pelo Instituto Nacional de Estatistica (2020), 0 consumo
de carne e miudezas em Portugal tem vindo a aumentar desde o ano de 2014 (Figura 5), e
os tipos de carne preferidos dos portugueses sao as carnes de suino e de animais de capoeira
(Figura 6).
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Figura 5 - Consumo total de carnes e miudezas em Portugal entre os anos 2014 e 2019 (INE,
2020).
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Figura 6 - Consumo por tipo de carne em Portugal entre os anos 2014 e 2019 (INE, 2020).



2.2. O porco Malhado de Alcobaga e a producéo de chourico
O porco Malhado de Alcobaga (Figura 7) é uma das trés ragas autoctones portuguesas,
juntamente com o porco Alentejano e Bisaro, e resulta de cruzamentos entre o porco Bisaro

e porcos ingleses das racas Berkshire e Yorkshire (Vicente, 2013).

Esta raca € caracterizada por serem animais de grande desenvolvimento e elevado peso
quando adultos, boa qualidade da carne, boa percentagem de musculo, temperamento docil,

bom comportamento maternal e boa rusticidade (SPREGA, 2020).

Estes animais podem ser encontrados principalmente na regido centro oeste de Portugal e
em 2020 estavam inscritas no livro genealdgico 211 fémeas e 12 varrascos distribuidos por
11 criadores (SPREGA, 2020).

E uma raca que se encontra em vias de extingdo, como tal, o desenvolvimento de novos
produtos como o chourico, poderiam ajudar a dar visibilidade e, consequente, interesse em

revitalizar e preservar esta raga.

Figura 7 - Porco da raca Malhado de Alcobaga.

(retirado de: http://vozdocampo.pt/2020/06/25/malhado-de-alcobaca/)

Os enchidos fazem parte da cultura gastronémica portuguesa e o seu fabrico possibilita a
utilizacdo de todas as partes do porco, deste modo, séo reduzidas as perdas e desperdicios
alimentares, uma vez que, a partir de um anico animal é possivel produzir varios tipos de
enchidos (Rocha & Elias, 2016).

Entre os diversos fatores que proporcionam esta diversidade de enchidos, estdo as ragas de
porco, 0 tempo de fermentacdo e maturacdo, temperatura, haver ou ndo uma etapa de
fumagem, entre outros (Rocha & Elias, 2016). Para obter um enchido de boa qualidade é

essencial uma boa selecao da carne e dos restantes ingredientes. S&o produtos com uma alta
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qualidade sensorial devido a qualidade das matérias-primas e do seu processo de fabrico
tradicional o que Ihes conferem propriedades organoléticas Unicas (Abdolghafour & Saghir,
2014; Lesi et al., 2020).

Neste contexto a jungdo de uma raga autdctone com um processo de producdo tradicional de
chourico permitem a producdo de um produto de qualidade diferenciada, devido as
caracteristicas particulares do porco Malhado de Alcobaca, e de alto valor econdémico, além
de aumentarem a rentabilidade de exploracGes agricolas pela criacdo de produtos

certificados.

2.3. Producéo de chourico

2.3.1. Ingredientes essenciais ao fabrico de chourigo
Sdo diversos os ingredientes utilizados, estes ingredientes tanto tém importancia nas

caracteristicas organoléticas como microbioldgicas dos chouricos.

Os enchidos podem ser feitos com diversos tipos de carne, mas a mais comum € a carne de
porco. As bactérias que aparecem predominantemente na carne fresca so bactérias aerdbias
Gram-negativas, Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae e em menor quantidade aparecem

bactérias laticas e outras bactérias Gram-positivas (Toldra et al., 2015).

A gordura mais utilizada é o toucinho e este contribui para o sabor e textura dos chourigos
(Holck et al., 2017).

O sal é o maior aditivo nos produtos carneos fermentados. Tem uma a¢éo bacteriostatica que
é reforcada pela fumagem. E adicionado entre 2 e 4%, o que permite o crescimento das
bactérias laticas e inibe o crescimento de microrganismos indesejados. Auxilia na
capacidade de emulsificacdo das proteinas da carne e na ligacdo da &gua. Contribui para
realcar o sabor, para extrair as proteinas sollveis da carne (actina e miosina) proporcionando
uma textura mais firme, seguranga sanitaria e aumento do prazo de validade (Mohan, 2014;
Toldréa et al., 2015; Holck et al., 2017).

Os nitritos e nitratos contribuem para o sabor, para a formacéao da cor vermelha caracteristica
dos chouricos, atua como conservante, antibacteriano e antioxidante. Os nitritos ajudam na
protecdo contra microrganismos produtores da toxina botulinica e retardam o aparecimento
de ranco. Segundo Silva et al., (2018), os nitritos tém efeito na reducdo de
Enterobacteriaceae durante a etapa de fumagem e ajudam no controlo dos patogénicos

Listeria monocytogenes e Clostridium botulinum. Deve-se ter muito cuidado ao utilizar este
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tipo de ingredientes, visto que, podem ser tdxicos se exagerada a dose adicionada durante a
formulagdo do produto. Os nitratos ndo séo toxicos, no entanto, os nitritos e 0s compostos
N-nitrosos podem provocar potenciais efeitos adversos a saude, segundo a IARC, em
condicdes que favorecem a nitrosacao, os nitratos e nitritos sdo provavelmente cancerigenos
para seres humanos (Mohan, 2014; Toldré et al., 2015; Holck et al., 2017).

A presenca de acucar influencia o pH final, uma vez que, é usado como substrato durante a
fermentacdo para que microrganismos desdobrem os acglcares em acidos, reduzindo o pH, e
contribuem para o desenvolvimento da textura, cor e sabor, neutralizando o sabor salgado,
devido a presenca de sal, e amargo, proveniente dos nitrificantes quando utilizados (Mohan,
2014; Toldra et al., 2015).

Na formulacéo do produto podem ser usados diversos tipos de especiarias como a pimenta
preta, pimenta branca, cardamomo, mostarda, noz-moscada, gengibre, pimentéo, alho, entre
outros, estas sdo usadas para potenciar o sabor e tém propriedades antioxidantes, o que

estimula o crescimento de bactérias laticas (Toldra et al., 2015).

2.3.2. Processo tecnolégico
Sao diversas as etapas envolvidas no processo tecnoldgico, também elas importantes para as

caracteristicas organoléticas e microbiol6gicas dos chouricos.

O corte da carne pode ser realizado a mdo ou mecanicamente e tem como finalidade
reduzir a carne e gordura a fragmentos mais pequenos. Quanto mais pequenos Sao 0S
fragmentos mais rapida é a eliminacdo de agua (Ribeiro & Dias, 2015; Laranjo & Elias,
2016).

A carne sdo adicionados os outros ingredientes resultando numa mistura denominada massa.
Estes ingredientes dependem do tipo de enchido, da regido do pais onde sdo produzidos e
tém propriedades ndo s6 organoléticas, mas também antioxidantes, antimicrobianas e
gelificantes (Laranjo & Elias, 2016).

Durante a etapa de maturacgdo o sal penetra nos fragmentos da carne, extraindo a agua e as
proteinas das fibras musculares, diminuindo assim a aw, € existe desenvolvimento
microbiano. A maturacdo pode durar um ou dois dias em processos industriais e trés ou
quatro dias em processos tradicionais, a temperaturas entre 0 e 5°C e humidade relativa entre
90 e 95% (Ribeiro & Dias, 2015; Laranjo & Elias, 2016).
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O enchimento consiste em colocar a massa maturada num invélucro que pode ser natural
como as tripas de porco ou vaca, ou semissintéticas feitas com colagénio. Os involucros séo
de extrema importancia, visto que, permitem dar a forma caracteristica dos enchidos e
proteger a massa do ambiente externo, nomeadamente, contaminac¢des microbianas (Ribeiro
& Dias, 2015; Laranjo & Elias, 2016).

A fumagem consiste em expor os enchidos ao fumo resultante da combustdo de madeiras

duras ndo resinosas, como azinho e sobro (Ribeiro & Dias, 2015; Laranjo & Elias, 2016).

A estabilizacdo é realizada em cdmaras com temperatura e humidade relativa controlada. Os
valores destes parametros vdo sendo alterados ao longo da estabilizacdo. No inicio desta
etapa a temperatura é de 18°C com humidade relativa de 98% e no final a temperatura é de
14°C com humidade relativa de 60% (Ribeiro & Dias, 2015).

O embalamento consiste em colocar o produto final dentro de uma embalagem como o
plastico sob vacuo, embalagem em atmosfera modificada (com introdugdo de gases como o
dioxido de carbono e/ou azoto), em lata, entre outros (Ribeiro & Dias, 2015).

2.4. Microbiota dos chourigos

2.4.1. Influéncia dos pardmetros intrinsecos e extrinsecos na microbiota dos
chourigos
Existem diversos fatores intrinsecos e extrinsecos que influenciam a sobrevivéncia ou nao
dos microrganismos nos alimentos. Alguns dos fatores mais importantes sdo a temperatura,
0 pH e a atividade de agua, estes podem ser ajustados de modo a prevenir o crescimento
microbiano, no entanto, ndo se pode confundir a capacidade de crescimento em ambientes
desfavoraveis com a capacidade de sobrevivéncia dos microrganismos. Além dos fatores
mencionados anteriormente, existem outros fatores que podem determinar o0
crescimento/presenca de microrganismos como, o potencial redox, o tipo de embalagem,
composicao atmosférica utilizada dentro da embalagem, composic¢éo nutricional e humidade

relativa (Hungaro et al., 2014).

A carga microbiana dos chourigos é influenciada pela microbiota natural presente nos
ingredientes, pela temperatura, pH e aw (Semedo-Lemsaddek et al., 2016). As bactérias sdo
mais sensiveis ao pH que os fungos filamentosos e leveduras, e as bactérias patogenicas sao
ainda mais sensiveis. A atividade de agua estd relacionada com a quantidade de agua
disponivel para as reagdes metabolicas dentro das células. Ao reduzir a atividade de &gua
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para valores abaixo dos valores 6timos reduz-se a taxa de crescimento, uma vez que, provoca

stress osmotico nas células dos microrganismos (Hungaro et al., 2014).

O pH baixo diminui a capacidade de retencdo de agua permitindo a desidratacdo dos

chourigos e consequente diminuigdo da aw (Degenhardt & Sant’ Anna, 2007).

Uma das maneiras de abrandar o crescimento microbiano nos alimentos é armazena-los a
baixas temperaturas, no entanto, apenas inibe o crescimento de microrganismos mesofilos e
termdfilos e ndo dos psicrotroficos. Os microrganismos psicrotroficos podem ser inibidos
através de outros fatores intrinsecos e extrinsecos (Hungaro et al., 2014). Para controlar e
eliminar os microrganismos patogénicos pode-se otimizar a formulagdo dos chouricos e dos

parametros do processo (Holck et al., 2017).

Para diminuir a contaminacdo por Enterobacteriaceae e microrganismos patogénicos, € de
extrema importancia controlar a qualidade dos ingredientes utilizados durante a formulacao
do produto, garantir a higienizacdo dos equipamentos e utensilios utilizados e garantir que
as boas praticas de higiene sdo cumpridas por parte dos operadores (Silva et al., 2018).

Em produtos fermentados como o chourico € comum a microbiota deteriorante ser
constituida por bactérias do género Staphylococcus e algumas bactérias laticas (HUngaro et
al., 2014).

2.4.2. Origem e evolugdo da microbiota nos chourigos
Existem alguns pontos cruciais durante a producdo de chourico, desde a producdo dos
animais até ao produto final, que podem impedir 0 acesso de microrganismos aos alimentos,
impedir 0 seu crescimento ou inativa-los. Os microrganismos podem ser impedidos de
chegar aos alimentos através de boas praticas de maneio, boas praticas de fabrico, condi¢des
higiénicas adequadas durante o abate dos animais e durante o processamento. Podem ser
inibidos através da reducdo da aw e do pH, através da adi¢do de inibidores de crescimento
como sdo o caso dos nitratos e nitritos ou da presenca de bacteriocinas, atraves da competicdo
entre microrganismos, do armazenamento a baixas temperaturas e atraves do embalamento,
sob vacuo ou em embalagem de atmosfera modificada. Para inativar microrganismos podem
ser usados métodos de conservagdo, como é o caso da fumagem ou tecnologias emergentes,
como é o caso das altas pressdes (Hungaro et al., 2014). No entanto, muitos pontos séo
também cruciais para a introducédo de populagdes microbianas que marcam a evolucdo do

chourico e determinam a sua qualidade/estabilidade e seguranga enquanto produto final.
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Antes do abate dos porcos é realizada uma inspecdo para separar 0S porcos que se encontram
sujos e visivelmente doentes, no entanto, esta operagdo ndo previne o abate de porcos que
sejam portadores de microrganismos patogénicos no intestino e pele. Estas duas partes do
porco sdo particularmente importantes tem termos microbiol6gicos, no intestino, por
exemplo, podem ser encontradas salmonelas que s&o provenientes da alimentacdo dos
animais, j& a pele tem uma grande carga microbiana originaria da flora natural e dos
microrganismos adquiridos no ambiente onde cresceram, no transporte € no matadouro
(ICMFS, 2006).

Apos a inspecdo, o abate de porcos consiste em atordoamento, sangria, lavagem do animal,
escalddo, depilacdo, secagem, chamuscagem, raspagem, lavagem, evisceracdo e lavagem. O
escalddo e a chamuscagem reduzem a carga microbiana da pele, dependendo do tempo e
temperatura utilizados durante estas etapas. A refrigeracdo das carcacas ap0s o abate evita 0
crescimento de microrganismos mesofilos e reduz o crescimento de microrganismos

psicrotroficos causadores de deterioracdo e patogénicos (ICMFS, 2006).

A carne é um alimento perecivel, cuja aw é cerca de 0,99 e o pH é cerca de 5,5, dependendo
do animal e do musculo, e é rica em proteinas e minerais, com estas caracteristicas a carne
torna-se num excelente substrato para o crescimento de microrganismos deteriorantes como
Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, bactérias laticas e bolores e leveduras (ICMFS,
2006; Holck et al., 2017). Alguns microrganismos patogénicos que podem estar presentes
na carne sdo as bactérias Salmonella spp., Escherichia coli 0157:H7, Campylobacter jejuni,
Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium
botulinum e Clostridium perfringens, mas também podem ser encontrados parasitas como

Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis e Taenia saginata (ICMFS, 2006).

O desenvolvimento e tipo de microbiota dependem da formulagéo dos chourigos e préaticas
tecnoldgicas aplicadas. Existem diversas espécies de microrganismos presentes durante as
varias fases do processo tecnoldgico. Estas tanto podem ser benéficas para o
desenvolvimento do produto como deteriora-lo e podem constituir um perigo para a saude
dos consumidores, uma vez que, certos microrganismos podem produzir toxinas,
micotoxinas e aminas biogénicas (Laukova et al., 2011; Toldra et al., 2015; Holck et al.,
2017).

Na producdo de chouricos é comum serem utilizados conservantes como 0s nitritos ou

nitratos para inibir o crescimento microbiano e para ajudar no desenvolvimento das
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caracteristicas organoléticas, no entanto, estes conservantes ndo devem ser consumidos em
excesso devido, principalmente, & formacdo de nitrosaminas, que sdo consideradas
substancias cancerigenas, por isso, a procura por solug¢fes naturais, como as bacteriocinas, é
cada vez mais comum, além disso, € também uma maneira de ir ao encontro daquilo que 0s
consumidores procuram atualmente, alimentos menos processados e com menos

conservantes (Da Costa et al., 2019).

A microbiota que participa na fermentacdo e maturacdo dos chouricos tem origem nos
ingredientes, nos equipamentos e no meio ambiente. Nos enchidos produzidos
tradicionalmente ocorre fermentacdo espontdnea, no entanto, podem-se adicionar,
juntamente com os ingredientes, culturas starter. Os principais responsaveis pelo processo
fermentativo sdo as bactérias laticas e Staphylococcus coagulase negativa, como
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus ou Staphylococcus equorum. Em alguns
estudos foi demonstrado que estas culturas podem ajudar na reducdo da presenca de
microrganismos patogénicos como Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes (Milicevic et al., 2014; Rocha & Elias, 2016; Holck et al., 2017; Laranjo et
al., 2017).

Segundo Bhuyan et al. (2018), a fumagem pode ser definida como o0 processo onde 0s
compostos volateis resultantes da combustdo da madeira penetram os produtos carneos. E
um dos métodos mais antigos de conservacdo, que permite a inibicdo do crescimento de
fungos e bactérias na superficie do produto, permite prolongar o prazo de validade, além
disso, permite que os chouricos desenvolvam um sabor caracteristico e atrasa a oxidacao
lipidica. Quando a madeira é queimada liberta uma série de compostos como agua,
monoxido de carbono, dioxido de carbono, hidrocarbonetos, &cidos carboxilicos, 6xidos de
nitrogenio, fendis, entre outros (Mohan, 2014; Holck et al., 2017). Apesar destes compostos
apresentarem uma toxicidade e concentra¢do nos produtos baixa, os produtos fumados néo
devem ser consumidos frequentemente, principalmente, devido ao facto de serem libertados
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) durante a fumagem (Holck et al., 2017,
Bhuyan et al., 2018). Alguns HAP s&o considerados carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos, por isso, 0s tempos e temperaturas sdo essenciais para garantir a seguranca
dos enchidos (Rocha & Elias, 2016).

Os chouricos sdo produtos estaveis em prateleira, uma vez que, renem um conjunto de

caracteristicas que ndo permitem que se degradem facilmente, como, baixo pH
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(consequéncia da fermentacdo dos aclcares em acido latico), baixa atividade de agua
(conseguida através da salga e da evaporacdo da agua durante a fumagem), através da adicao
de nitrificantes, que inibem o crescimento microbiano, e da criagdo de uma atmosfera
anaerdbia por meio do embalamento sob vacuo, no entanto, qualquer falha no processo pode
resultar num enchido potencialmente perigoso para o consumidor (Elias et al., 2006; Marcos
et al., 2016; Alfaia et al., 2015; Holck et al., 2017). No entanto, o facto de serem estaveis
em prateleira ndo significa que sejam seguros, porque, apesar de ser muito dificil os
microrganismos patogénicos crescerem no produto acabado, devido as suas caracteristicas,
sdo capazes de sobreviver por longos periodos e multiplicar-se em nimero suficiente para

causar doenca (Holck et al., 2017).

2.5. Microrganismos indicadores e controlo microbioldgico
2.5.1. Indicadores de qualidade

Os microrganismos a 30°C ou microrganismos aerdbios totais, ttém uma temperatura 6tima
de crescimento de 30°C - 37°C e uma temperatura minima de, aproximadamente, 7°C. Os
valores de microrganismos totais sdo mais elevados no caso de utilizacdo de matérias-primas
de baixa qualidade, méa higienizacdo de superficies, contaminagdes cruzadas, falhas no
tratamento térmico ou na cadeia de frio e a medida que o tempo de armazenamento aumenta
(Saraiva et al., 2019). Uma maneira de retardar o crescimento de microrganismos aerébios
é retirar o oxigénio através de embalamento sob vacuo (HPA, 2009). Este grupo microbiano
é considerado um indicador de qualidade/alteracédo e, por isso, € um dos mais analisados e
encontrados em diversos estudos realizados a enchidos, sendo que, os seus valores variam
entre cerca de 4 a 8 log u.f.c/g (Capita et al., 2006; Elias & Carrascosa, 2010; Bhuyan et al.,
2018; Dias et al., 2020; Fraqueza et al., 2020).

As bactérias laticas sdo caracterizadas por serem Gram-positivas, anaerébias facultativas,
ndo patogénicas, produtoras de &cido latico, o que permite a acidificagdo do produto
(diminuigédo do pH). S&o essenciais em processos de fermentacdo, no entanto, podem ser
causadoras de deterioracdo. O &cido atua nas proteinas da carne alterando a sua capacidade
de absorcdo de agua, contribuindo assim para a textura, sabor, aroma e humidade dos
enchidos. Além de ajudarem a desenvolver as caracteristicas sensoriais dos enchidos, as
bactérias laticas também ajudam a desenvolver as suas caracteristicas nutricionais. Tém
capacidade de crescerem a temperaturas de refrigeracdo e em alimentos embalados em

atmosfera modificada (com ou sem didxido de carbono e sob vacuo). Sdo bactérias
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disseminadas no meio ambiente e podem estar presentes em locais humidos, refrigerados e
ndo higienizados corretamente. As bactérias laticas provocam alteracdes sensoriais e sao
essenciais em processos de fermentacdo. Podem ser utilizadas como culturas starter e sdo
consideradas culturas protetoras, uma vez que, produzem peptideos antimicrobianos
denominados bacteriocinas que irdo inibir o crescimento de microrganismos patogénicos,
como Listeria monocytogenes, e microrganismos deteriorantes, melhorando assim a
qualidade e seguranca do produto. Durante a fermentacéo dos chouricos, as bactérias laticas
absorvem oxigenio, diminuindo o potencial redox e transformando o nitrito para prevenir o
crescimento de bactérias patogénicas e de deterioracdo (Metaxopoulos et al, 2002; Rantsiou
et al., 2005; Aymerich et al., 2006; Degenhardt & Sant’ Anna, 2007; Milicevic et al., 2014;
Laranjo et al., 2017; Saraiva et al., 2019). Este grupo € considerado indicador de
qualidade/alteracéo e em outros estudos os seus valores variam entre cercade 6 a9 log u.f.c/g
(Capita et al., 2006; Elias & Carrascosa, 2010; Alfaia et al., 2015; Dias et al., 2020; Fraqueza
et al., 2020).

As bactérias laticas mais comuns nos chouri¢os sdo Lactobacillus sakei, Lactobacillus
curvatus e Lactobacillus plantarum, estas sdo indicadores de qualidade do produto e
desempenham um papel fundamental durante a fermentacdo dos chouri¢os, ajudando a
melhorar as qualidades higiénicas e sensoriais do produto final. Sdo responsaveis pela
producdo de &cido latico e, consequente, diminuicdo do pH, o que contribui para a
estabilidade e seguranga microbioldgica do produto, uma vez que, esta acidificacdo esta
relacionada com a inibicdo e/ou inativacdo de microrganismos indesejados. Além disso,
podem ter um efeito positivo para a salde humana, uma vez que, estas bactérias sao
comummente encontradas no trato gastrointestinal (Ferreira et al., 2009; Milicevic et al.,
2014; Toldra et al., 2015; Rocha & Elias, 2016).

Os bolores e leveduras sdo fungos que tém capacidade de se desenvolverem em condic¢des
adversas, nomeadamente, baixas temperaturas, baixos valores de pH (acidez) e baixa
atividade de adgua. A maioria dos bolores sdo aerobios estritos, enquanto as leveduras séo
aerobias facultativas. Estes microrganismos podem ser transferidos para os produtos
alimentares através de equipamentos ou através de contaminacgdo pelo ar. Os bolores sdo
capazes de crescer em amplas faixas de pH, aw e temperatura, e utilizam uma grande
variedade de substratos como alimento. Tanto podem conferir caracteristicas unicas ao
produto, como podem ser indicadores de deterioracédo, neste ultimo caso, a sua presenca pode

significar uma mudanga de cor, de sabor, odor, presenca de micélios e presenca de
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micotoxinas. O crescimento dos bolores esta associado a produtos com longos periodos de
fermentagdo. Estes tém como principais caracteristicas a atividade proteolitica e a reducéo
do &cido latico, contribuindo assim para as caracteristicas organoléticas dos enchidos. As
leveduras produzem enzimas extracelulares, tais como proteases, lipases, amilases e
pectinases, e metabolitos volateis e ndo volateis que afetam as caracteristicas organoléticas
finais do produto. A sua origem pode estar relacionada com o meio ambiente e com a
matéria-prima, e sdo responsaveis pela deterioracdo de produtos com altos teores de aclcar
e sal, e baixo pH (Rantsiou et al., 2005; Hangaro et al., 2014; Milicevic et al., 2014; Laranjo
etal., 2017; Saraiva et al., 2019). Este grupo é considerado indicador de qualidade/alteracdo
e em outros estudos os seus valores sdo inferiores a 5 log u.f.c/g (Capita et al., 2006; Alfaia
et al., 2015; Elias & Carrascosa, 2010; Dias et al., 2020). Os bolores e leveduras tém um
papel importante nas qualidades organoléticas, uma vez que, as suas atividades metabdlicas
sdo essenciais a cor, textura, aroma e sabor dos chouricos (Aymerich et al., 2006; Ferreira
et al., 2009; Toldré et al., 2015; Holck et al., 2017).

2.5.2. Indicadores de higiene e segurancga
Enterobacteriaceae € uma familia de bactérias Gram-negativas, anaerdbias facultativas
originarias dos tratos gastrointestinais dos seres humanos e animais, mas também em plantas
e no meio ambiente. Estas bactérias sdo sensiveis a tratamentos térmicos, ou seja, a sua
presenca em alimentos que sofreram tratamento térmico significa que este foi insuficiente

ou inadequado ou que houve contaminacgéo posterior (HPA, 2009; Saraiva et al., 2019).

O grupo de Staphylococcus pode ser dividido em dois grupos: Staphylococcus coagulase
positiva e Staphylococcus coagulase negativa. A preocupacdo da presenca destes
microrganismos recai sobre algumas espécies de Staphylococcus coagulase positiva que
podem produzir enterotoxinas responsaveis por causar doengas relacionadas com a ingestao
de alimentos. Estas bactérias s&0 mortas através do calor, no entanto, as enterotoxinas
produzidas por elas sdo estaveis na presenca de calor, ou seja, a toxina pode estar ativa
mesmo na auséncia de microrganismos viaveis. A maioria de Staphylococcus coagulase
positiva cresce a temperaturas entre 7°C e 48°C (HPA, 2009). Staphylococcus coagulase
positiva é considerado indicador de seguranca e as contagens destes microrganismos devem

ser inferiores a 1 log u.f.c/g em alimentos prontos para consumo (Saraiva et al., 2019).

Relativamente a Staphylococcus coagulase negativa, sdo bactérias que contribuem para a

seguranca e qualidade dos enchidos. Participam no desenvolvimento e estabilidade da cor
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vermelha caracteristica dos chouricos, na prote6lise e lipdlise e minimizam a oxidac&o
lipidica, produzem vérias substancias aromaticas, as suas atividades catabolicas também
poderdo ajudar no desenvolvimento do sabor e tém capacidade para reduzir a quantidade de
nitrato presente nos chouricos. Também podem ser utilizados como culturas starter
(Rantsiou et al., 2005; Milicevic et al., 2014; Rocha & Elias, 2016; Laranjo et al., 2017).
Staphylococcus coagulase negativa, como Staphylococcus xylosus e Staphylococcus
carnosus, contribuem para o desenvolvimento do sabor, formacgéo da cor da cor vermelha,
reducdo de nitratos e nitritos e limita a oxidacéo lipidica (Milicevic et al., 2014; Holck et al.,
2017). Este grupo podera ser considerado indicador de qualidade, devido ao seu papel no
fabrico de enchidos. Em outros estudos os seus valores variam entre cercade 4 a 5 log u.f.c/g
(Alfaia et al., 2015; Dias et al., 2020; Fraqueza et al., 2020).

As bactérias do género Salmonella spp. sdo microrganismos patogénicos com grande
expressdo em animais e humanos. S8o Gram-negativas e anaerdbias facultativas. Os animais
infetados sdo a principal origem de Salmonella e a sua transmissdo para os alimentos pode
ocorrer através de contaminacdo cruzada e contaminacdo fecal. Este microrganismo pode
ser controlado através de algumas técnicas aplicadas durante o processamento, como, a
utilizacdo de culturas starter, controlo do pH, aumento da temperatura do produto durante a
fermentacdo, teor de sal, e pode ser eliminado através de tratamento térmico. Para evitar a
contaminacdo cruzada e a multiplicacdo de bactérias viaveis, capazes de provocar infecao, é
importante a aplicacdo de boas praticas de higiene e controlar o tempo e temperatura de
preparacdo de alimentos (HPA, 2009; Mohan, 2014; Holck et al., 2017). Este grupo é
considerado indicador de higiene e seguranca e ndo deve ser detetado em alimentos prontos

para consumo (Saraiva et al., 2019).

Listeria monocytogenes € uma bactéria patogenica, Gram-positiva, anaerdbia facultativa, de
distribuicdo ubiquitéria, isto &, ttm uma ampla distribuicdo no ambiente, matérias-primas,
equipamentos, entre outros, e que provoca listeriose, uma doenga que pode ser fatal em
grupos vulneraveis (mulheres gravidas, imunodeprimidos, idosos, entre outros). Pode
crescer a temperaturas inferiores a 0°C até 45°C, sendo que 0 seu crescimento € mais lento a
temperaturas de refrigeracdo, é sensivel ao calor, o que indica que, se a bactéria aparecer nos
alimentos ap0s tratamento térmico, este foi insuficiente ou inadequado ou que houve
contaminacéo posterior. Durante a fermentacao a presenca de Listeria monocytogenes tende
a diminuir devido as caracteristicas do processo de fabrico do chourico, no entanto, pode ser

encontrada devido & sua capacidade de sobreviver em condigdes adversas (Degenhardt &
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Sant’Anna, 2007; HPA, 2009; Holck et al., 2017; Saraiva et al., 2019). Este grupo é
considerado indicador de seguranca e ndo deve ser detetado em alimentos prontos para

consumo (Saraiva et al., 2019).

As bactérias do genero Clostridium sdo anaerObias e capazes de formar esporos.
Constituindo parte integrante da microbiota intestinal de animais e humanos, a pesquisa de
esporos de clostridios sulfito-redutores pode ser considerando como um indicador primario
da presenca do clostridios patogénicos, nomeadamente Clostridium botulinum e Clostridium
perfringens (ICMFS, 2006).

2.5.3. Controlo microbioldgico e prevaléncia de alguns grupos microbianos em
enchidos
Capita et al., (2006), realizaram analises microbiologicas a chourigos espanhdis, onde foram
analisados e encontrados microrganismos a 30°C, microrganismos psicrotroficos,
Enterobacteriaceae, Enterococcus, bactérias laticas, Micrococcaceae, bolores e leveduras e

Pseudomonas spp.

Elias e Carrascosa (2010), realizaram andlises fisico-quimicas e microbiol6gicas aos
ingredientes e durante o processo de fabrico de paios alentejanos produzidos em duas
fabricas, uma onde ¢ realizada fumagem e outra ndo. Relativamente as andlises
microbioldgicas, foram analisados e encontrados microrganismos a 30°C, microrganismos
psicrotréficos, bolores e leveduras, bactérias laticas, Micrococcaceae, Enterobacteriaceae e
Streptoccocus do grupo D.

Alfaia et al., (2015), realizaram analises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais, a
enchidos submetidos a tratamento de altas pressfes. Os grupos microbianos analisados e
encontrados foram  Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., bactérias laticas,

Staphylococcus catalase positiva, Enterococcus spp. e bolores e leveduras.

Bhuyan et al., (2018), realizaram um estudo onde efetuaram analises fisico-quimicas,
nutricionais, sensoriais e microbiologicas a enchidos de porco tratados com fumagem
tradicional e com fumo liquido. Foram realizadas contagem de microrganismos a 30°C,
contagem de microrganismos psicrotroficos e contagem de bolores e leveduras, sendo que,
foram encontrados microrganismos a 30°C e no caso dos microrganismos psicrotroficos

houve crescimento, no entanto, foi um crescimento abaixo do que é possivel contar.
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Num estudo, cujo objetivo era avaliar o efeito de culturas starter autoctones na seguranca e
qualidade de painhos da Beira Baixa preservando a qualidade sensorial, Dias et al., (2020),
realizaram analises microbioldgicas a microrganismos a 30°C, microrganismos
psicrotroficos, bactérias laticas, Staphylococcus, Enterobacteriaceae, bolores e leveduras e
Listeria monocytogenes, todos estes grupos presentes no produto final, também foram
realizadas anélises a Salmonella spp., no entanto, ndo foi encontrada no produto acabado.

Num estudo de Fraqueza et al., (2020), cujo objetivo foi otimizar a etapa de fumagem de
enchidos tradicionais para diminuir a presenca de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
foram analisados e encontrados microrganismos a 30°C, bactérias laticas, Staphylococcus,

Enterococcus e Enterobacteriaceae.

De um modo geral 0os grupos microbianos mais analisados e encontrados em enchidos séo
microrganismos a 30°C, bactérias laticas, bolores e leveduras, Enterobacteriaceae e

Staphylococcus.
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3. Material e Métodos

3.1. Material

A matéria-prima teve origem no abate e desmancha de duas porcas da raca Malhado de
Alcobaca, criadas na exploracdo da Escola Superior Agraria de Santarém. O processo de
producdo de chourico (Figura 8) foi repetido trés vezes ao longo do tempo, dando origem a
trés lotes independentes a partir da mesma matéria-prima (processos 1, Il e 111). A formulacdo
utilizada na massa e as condi¢des de producdo sdo apresentadas nos Quadros 1 e 2,

respetivamente.

Rececdo dos
condimentos,
aditivos e invélucros

Rececéo da
matéria-prima

Rececdo das

matérias subsidiarias

Corte da carne

> Mistura da carne com os
condimentos e aditivos

Maturacao

A4

Enchimento <

A

Fumagem

Estabilizacdo

Embalamento sob vacuo [«

Expedicdo

Figura 8 - Fluxograma do processo de producédo de chourico.
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Quadro 1 - Ingredientes e quantidades (em gramas e percentagem) utilizadas na formulacédo da

massa dos chouricos.

Ingredientes Quantidade (gramas) Quantidade (%)

Carne entremeada (70% carne

magra e 30% gordura/toucinho) 10000 87,01
Agua 700 6,09

Sal 188 1,64
Massa de pimentéo 400 3,48
Pimento doce (colorau) 40 0,35
Alho em massa 115 1,00
Nitrificante (Palatinato Acur) 36 0,31
Total de massa 11 493 100,00

Quadro 2 - Descricdo das condicBes de producdo nas respetivas etapas.

Etapa Descricdo

Rececdo das matérias-primas <7°C

Armazenamento das matérias-primas 0°C - 3°C

Corte da carne e gordura/toucinho <12°C

Mistura da carne com os condimentos e aditivos <12°C

Maturacio Aproximadamente 72 horas a 4°C — 5°C e 80% —
95% de humidade relativa

Enchimento <12°C
Durante 4 dias a 10,5°C — 48,4°C e 31,7% — 84,8%

Fumagem tradicional com lenha de sobro de humidade relativa até se atingir 38% — 40% de

perda de peso inicial
Durante 24 horas a 14,2°C — 19,8°C e 58,2% —
74,7% — 84,8% de humidade relativa

Estabilizacéo

Embalamento Sob vacuo

3.2. Analises microbioldgicas

As analises microbioldgicas foram realizadas de acordo com as normas ISO e NP, para a
avaliacdo das populagbes microbianas totais (microrganismos a 30°C, bactérias laticas,
bolores e leveduras), microrganismos indicadores de higiene (Enterobacteriaceae e
Staphylococcus coagulase positiva) e microrganismos indicadores de seguranca (Salmonella

spp., Listeria monocytogenes e esporos de clostridios sulfito-redutores).

Para a analise microbioldgica foram utilizadas amostras compostas a partir de cinco unidades
de 10 g, no caso da carne, ap0s abate, desmancha e corte manual, e massa; para cada uma
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das etapas de producéo de pré-fumeiro, pos-fumeiro e embalado sob vacuo apos 3 e 6 meses,
cada amostra composta foi constituida por 3 chouricos. Todas as analises microbioldgicas

foram realizadas em triplicado, com excecdo da analise microbiol6gica da matéria-prima.

3.2.1. Preparagéo das amostras e diluigdes
A preparacdo das amostras para a analise microbioldgica decorreu de acordo com a ISO
6887-1:2017. Para os microrganismos analisados, exceto Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes, foram colocadas 25 g de amostra em 225 ml de Triptona Sal (Biokar -
Pantin, Franga), que foram homogeneizadas num Stomacher® 400 Circulator (Seward -
Worthing, Reino Unido) durante 30 segundos a 230 r.p.m (Figura 9), esta foi a diluicéo -1.
Para as restantes diluicdes realizadas, transferiu-se 1 ml da diluicdo anterior para 9 ml de

soro fisiologico.

o

Figura 9 — Stomacher® 400 Circulator.

(retirado de: https://pt.vwr.com/store/product/11702611/homogeneizador-de-laboratorio-
stomacher-400-circulator#gallery)

3.2.2. Contagem de microrganismos a 30°C

A contagem dos microrganismos a 30°C foi realizada de acordo com a ISO 4833-1:2013.
Foram feitas sementeiras de 1 ml por incorporacdo no meio PCA (HiMedia - Mumbai,
India), e posterior selagem com Agar Branco (Biolife - Monza, Itélia), 1 placa por diluicao.

As placas foram incubadas a 30°C durante 48 a 72 horas.

3.2.3. Contagem de bactérias laticas
A contagem de bactérias laticas foi realizada de acordo com a ISO 13721:1995. Foram feitas
sementeiras de 1 ml por incorporagéo no meio MRS Agar (Biolife - Monza, Itdlia) e posterior
selagem com 0 mesmo meio, 1 placa por diluigéo. As placas foram incubadas em jarras de

anaerobiose a 30°C durante 48 horas.
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3.2.4. Contagem de bolores e leveduras
A contagem de bolores e leveduras foi realizada de acordo com a 1ISO 21527-2:2008. Foram
feitas sementeiras de 1 ml por espalhamento a superficie no meio DRBC Chloramphenicol
Agar (Biolife - Monza, Italia), 3 placas por diluicdo. As placas foram incubadas a 25°C

durante 5 dias.

3.2.5. Contagem de Enterobacteriaceae
A contagem de Enterobacteriaceae foi realizada de acordo com a ISO 21528-2:2017. Foram
feitas sementeiras de 1 ml por incorpora¢do no meio VRBGA (VWR Chemicals - Radnor,
EUA), e posterior selagem com o mesmo meio, 1 placa por diluicdo. As placas foram

incubadas a 37°C durante 24 a 48 horas.

3.2.6. Contagem de Staphylococcus coagulase positiva
A contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada de acordo com a ISO 6888-
1:1999. Foram feitas sementeiras de 0,1 ml por espalhamento a superficie no meio Baird
Parker Agar (Liofilchem - Roseto degli Abruzzi, Italia), 1 placa por diluicdo. As placas
foram incubadas a 37°C durante 24 a 48 horas. Posteriormente, foram selecionadas 5
colonias caracteristicas e foi realizado o teste da coagulase, recorrendo ao teste imunoldgico

Pastorex (Bio-Rad - Marnes-la-Coquette, Franca).

3.2.7. Pesquisa de esporos de clostridios sulfito-redutores
A pesquisa de esporos de clostridios sulfito-redutores foi realizada de acordo com a NP
2262:1986. Colocou-se 10 ml da dilui¢do -1 num tubo identificado com [d] e 1 ml por cada
tubo, das restantes dilui¢fes (incluindo a -1) em tubos identificados com [s]. Estes tubos
foram colocados em banho-maria a 80°C durante 15 minutos, seguido de um arrefecimento
rapido para eliminar as células vegetativas. De seguida, foi colocado o meio SPS Agar
(Liofilchem - Roseto degli Abruzzi, Italia), [d] e [s] nos respetivos tubos. Os tubos foram

incubados a 37°C durante 5 dias.

3.2.8. Pesquisa de Salmonella spp.
A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada de acordo com a 1SO 6579-1:2017. Foram
colocadas 25 g num frasco com 225 ml de 4gua peptonada (Biokar - Pantin, Franga). O frasco
foi incubado a 37°C durante 24 horas. Apos este periodo de incubacéo, transferiu-se 1 ml do
frasco para um tubo com 10 ml de MKTTn (Biokar - Pantin, Franga), que foi incubado a
37°C durante 24 horas, e transferiu-se 0,1 ml do frasco para um tubo com 10 ml de

Rappaport-Vassiliadis (bioMérieux - Craponne, Franca), que foi incubado a 42°C durante 24
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horas. Posteriormente fez-se riscado em placas SMID (Scharlau - Barcelona, Espanha) e
XLD (Scharlau - Barcelona, Espanha), que foram incubadas a 37°C durante 24 horas.

3.2.9. Pesquisa de Listeria monocytogenes
A pesquisa de Listeria monocytogenes foi realizada de acordo com a ISO 11290-1:2017.
Foram colocadas 25 g de amostra num frasco de 225 ml de caldo Half Fraser (Biokar -
Pantin, Franca). O frasco foi incubado a 30°C durante 24 horas. Depois passou-se 0,1 ml do
frasco para um tubo com 10 ml de caldo Fraser (Biokar - Pantin, Franca), este foi incubado
a 37°C durante 48 horas. Posteriormente fez-se riscado em placas Rapid L.mono (Bio-Rad -
Marnes-la-Coquette, Franca), que foram incubadas a 37°C durante 24 horas.

3.3. Analises fisico-quimicas

3.3.1. Preparagdo da amostra
As andlises ao pH e a aw foram realizadas apds a etapa de fumagem dos 3 processos
tecnoldgicos. Foi selecionado um chourigo e cortou-se 15 rodelas, retirou-se a tripa e

triturou-se com uma picadora até formar uma pasta.

3.3.2. pH
O pH foi determinado, de acordo com o método descrito na ISO 2917:1999, através de um
potenciémetro FiveEasy pH meter F20-Std-Kit (Mettler Toledo - Greifensee, Suica), com
um elétrodo da mesma marca indicado para amostras de carne (Figura 10).

.l
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Figura 10 - Potenciometro.

(retirado de: https://www.mt.com/int/pt/home/products/Laboratory_Analytics_Browse/pH-
meter/benchtop-pH-meter/fiveeasy/F20-Standard-Kit.html)
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3.3.3. Atividade de agua
A ay foi medida através de um medidor Novasina LabSwift-AW (Novasina - Lachen, Suica)
(Figura 11).

Figura 11 - Medidor de atividade de agua.

(retirado de: https://www.coleparmer.com/p/novasina-labswift-portable-water-activity-
meter/62236)
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4. Resultados e Discussao

O Quadro 3 apresenta os resultados da anélise a matéria-prima cortada manualmente (carne
de porco Malhado de Alcobaga).

Quadro 3 - Resultados obtidos na analise da matéria-prima cortada manualmente.

Microrganismos Resultados em u.f.c/g Resultados em log u.f.c/g
Microrganismos a 30°C 1,2x10° 5,08
Bacteérias laticas <1 <1
Enterobacteriaceae 5,7x102 2,76
Escherichia coli <1 <1

Staphylococcus coagulase
<1 <1
positiva

Salmonella spp. Ausente em 25 g

< 1 —inferior ao limite de dete¢do do método.

A analise dos resultados apresentados no Quadro 3, permitiu verificar que na matéria-prima
foram encontrados microrganismos a 30°C (1,2x10° u.f.c./g; 5,08 log u.f.c./g) e bactérias da

familia Enterobacteriaceae (5,7x10* u.f.c./g; 2,76 log u.f.c./g).

No Regulamento N° 1441/2007, relativo a critérios microbiol6gicos aplicaveis aos géneros
alimenticios, no caso da carne picada e da carne separada mecanicamente, 0s valores
maximos para a contagem de microrganismos a 30°C e de Escherichia coli sdo de,
respetivamente, 5x10° u.f.c./g (6,7 log u.f.c./g) e de 5x10% u.f.c./g (2,7 log u.f.c./g). De
acordo com Saraiva et al., (2019) os valores-guia apresentados pelo Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge para produtos do grupo 2D (por exemplo, carne crua), Sao
satisfatdrios para os microrganismos a 30°C (<108 u.f.c./g; < 6 log u.f.c./g), satisfatorios para
Enterobacteriaceae (<10* u.f.c/g; < 4 log u.f.c./g), satisfatorios para Staphylococcus
coagulase positiva (<10 u.f.c./g; < 1 log u.f.c./g) e satisfatorios para Salmonella spp. (ausente

em 259).

Outros autores realizaram estudos com carne de porco crua. Kim e Jang (2018), fizeram um
estudo em que analisaram 3205 amostras de carne de porco crua recolhida em centros de
distribuicdo e verificaram que as contagens totais de microrganismos eram inferiores a 10°
u.f.c./g (6 log u.f.c./g), enquanto ndo detetaram Escherichia coli em nenhuma das amostras.
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Silva et al., (2018) analisaram a carne de porco crua em duas fabricas de producdo de
chourigo, verificando valores superiores a 5 log u.f.c./g nas contagens totais de

microrganismos.

Nos Quadros 4, 6 e 8 sdo apresentados os resultados das anélises microbiolégicas para
populacbes microbianas totais e indicadores de higiene, obtidos nas etapas (massa, pré-
fumeiro, pds-fumeiro e embalado em vacuo apds 3 meses) de trés processos de producéo (I,
I1, 111). Nos Quadros 5, 7 e 9 sdo apresentados os resultados das analises microbioldgicas
para indicadores de seguranca. No Quadro 10 é possivel observar os resultados do pH e aw
para os trés processos, estas analises foram realizadas 24 horas ap6s 0s chouricos sairem do

fumeiro.

Quadro 4 - Resultados obtidos para as populacgdes totais e microrganismos indicadores de higiene
durante o processo I.

Staphylococcus

Microrganismos Bactérias Bolores e )

Amostra ) Enterobacteriaceae coagulase

a 30°C laticas leveduras .
positiva

MI 5,36 + 0,51 1,76 £0,32 3,68 £0,09 2,26 £ 0,16 <1
CpFlI 5,25+ 0,29 065+1,13 3,75+0,19 2,25+ 0,57 <1
CppFl 8,19+ 0,61 563+0,11 4,72+0,26 2,48 +£0,17 <1
CVv3MI 8,61+ 0,62 350+0,75 2,59+0,12 <1 <1
CVéMI 6,77 + 1,06 <1 0,43+0,75 <1 <1

Os resultados sdo apresentados com médias + desvio padrdo e expressos em log u.f.c/g. < 1 — inferior ao limite
de dete¢do do método. MI — massa; CpFl — chourico pré-fumeiro; CppFl — chourigo pds-fumeiro; CV3MI -

chourigo embalado sob vacuo apds 3 meses; CV6MI — chourico embalado sob vacuo apds 6 meses.
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Quadro 5 - Resultados obtidos para microrganismos indicadores de seguranca durante o processo I.

Esporos de clostridios o
Amostra ) Salmonella spp. Listeria monocytogenes
sulfito-redutores

Ml Positivo em 1g Ausente em 25 g Ausente em 25 g
CpFlI Positivo em 1g - R

CppFlI Positivo em 0,19 Ausente em 25 g Ausente em 25 g
CVv3MI Negativo em 1g - -
CveMlI Positivo em 1g - -

Os resultados sdo apresentados com Médias + Desvio padrdo. MI —massa; CpFI — chourico pré-fumeiro; CppFl
— chourigo pés-fumeiro; CV3MI — chourigo embalado sob vacuo apds 3 meses; CV6MI — chourigo embalado
sob vacuo apds 6 meses.

Quadro 6 - Resultados obtidos para as populac@es totais e microrganismos indicadores de higiene

durante o processo Il.

Staphylococcus

Microrganismos Bactérias Bolores e )

Amostra ) Enterobacteriaceae coagulase
a 30°C laticas leveduras .

positiva
Ml 4,58 + 0,06 <1 2,94+0,21 2,00+041 <1
CpFlI 4,76 +0,18 <1 3,13+0,08 2,30+0,11 <1
CppFll 8,01+0,22 486+055 4,71+043 1,36 £ 0,32 <1
CVv3MIlI 7,06 + 0,68 400+£0,64 2,75+0,42 0,77 £ 0,68 <1
CVveMIl 6,96 + 0,95 1,99+1,05 1,20+1,10 0,62 +1,07 <1

Os resultados séo apresentados com médias + desvio padrao e expressos em log u.f.c/g. < 1 — inferior ao limite
de detecdo do método. MII — massa; CpFIl — chourigo pré-fumeiro; CppFll — chourico pds-fumeiro; CV3MII

— chourigco embalado sob vacuo ap6s 3 meses; CV6MII — chourico embalado sob vacuo apds 6 meses.
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Quadro 7 - Resultados obtidos para microrganismos indicadores de seguranca durante o processo

Esporos de clostridios

Amostra ) Salmonella spp. Listeria monocytogenes
sulfito-redutores
MiIlI Positivo em 0,1g Ausente em 25 g Ausente em 25 g
CpFlII Positivo em 1g - -
CppFlI Positivo em 0,19 Ausenteem 25 g Ausenteem 25 g
CV3MII Positivo em 1g - -
CVveMIlI Positivoem 1 g - -

Os resultados sdo apresentados com médias + desvio padrdo. MII — massa; CpFIl — chouri¢o pré-fumeiro;

CppFII — chourico pés-fumeiro; CV3MII — chourico embalado sob vacuo apds 3 meses; CV6MII — chourico

embalado sob vacuo apds 6 meses.

Quadro 8 - Resultados obtidos para as populacgdes totais e microrganismos indicadores de higiene

durante o processo Ill.

Staphylococcus

Microrganismos Bactérias Bolores e )
Amostra . Enterobacteriaceae coagulase
a 30°C laticas leveduras .
positiva
MIlI 5,15+ 0,48 217+035 295+0,14 1,66 £ 0,32 <1
CpFlI 4,88 +£0,15 0,49+£0,85  3,23%0,22 2,49 £ 0,17 <1
CppFlll 5,54 + 0,55 252+0,11 3,83+0,84 1,20 £ 0,35 <1
CV3MIII 7,14 £0,48 3,76+£0,16  3,37+0,56 <1 <1
CveMlll 5,44 + 0,15 <1 3,24+0,16 <1 <1
Os resultados séo apresentados com médias + desvio padrao e expressos em log u.f.c/g. < 1 — inferior ao limite
de detecdo do método. MIIl — massa; CpFlIl — chouri¢o pré-fumeiro; CppFlIl — chourico pés-fumeiro;
CV3MIII — chourigo embalado sob vacuo apds 3 meses; CV6MIII — chourigo embalado sob vacuo ap6s 6
meses.
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Quadro 9 - Resultados obtidos para microrganismos indicadores de seguranga durante o processo
[l

Esporos de clostridios L
Amostra ) Salmonella spp. Listeria monocytogenes
sulfito-redutores

MIII Positivo em 0,19 - -
CpFllI Positivo em 1g - R

CppFllI Positivo em 0,01g Ausenteem 25 g Ausenteem 25 g
Cv3Mlll Positivo em 1g - -
CveMIll Positivoem 1 g - -

Os resultados séo apresentados com médias + desvio padrdo. MIIl — massa; CpFlIl — chourigo pré-fumeiro;
CppFII1 — chourico p6s-fumeiro; CV3MIII — chourigo embalado sob vacuo ap6s 3 meses; CV6MIII — chourico

embalado sob vacuo apds 6 meses.

Quadro 10 - Resultados de pH e aw, obtidos na etapa pés-fumeiro.

Processos pH Atividade de agua (aw)
| 5,87 +0,01 0,811 + 0,001
| 5,68 + 0,07 0,849 + 0,002
1 5,68 + 0,00 0,840 + 0,006

Os resultados sdo apresentados com médias + desvio padrao.

No Quadro 10 é possivel observar que os valores obtidos neste trabalho foram ao encontro
dos valores que, segundo Laranjo e Elias (2016), sdo caracteristicos de enchidos fabricados

na zona mediterranea, da qual faz parte Portugal (pH entre 5,2 ¢ 5,8 e aw < 0,90).

No estudo de Dias et al., (2020), o valor de pH foi de 5,08, um valor inferior aos obtidos
neste trabalho. No caso da aw, 0 valor foi de 0,915, um valor superior ao observado no
Quadro 10. Fraqueza et al., (2020), obtiveram resultados mais baixos de pH, com valores
entre 4,89 e 4,96; e valores de aw muito semelhantes, entre 0,833 e 0,852. J& no estudo de
Elias e Carrascosa (2010), os valores foram muito semelhantes aos deste trabalho, sendo o
pH de 5,7 e a aw de 0,82.

E importante que os valores de pH sejam inferiores a 5,2 e a aw inferior a 0,95 ou o pH

inferior a 5,0 ou a aw inferior a 0,91. Desta maneira 0s chouri¢os tornam-se mais seguros,
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visto que, alguns microrganismos patogenicos como Salmonella spp. e Staphylococcus
aureus, sdo sensiveis ao acido produzido durante a fermentacéo, e também se tornam mais
estaveis ndo necessitando de ser refrigerados (Silva et al., 2018; Dias et al., 2020). No caso
dos chouricos de porco Malhado de Alcobaca, como a aw foi inferior a 0,91, estes sédo

estaveis, ndo necessitando ser refrigerados.

Nas Figuras 12, 13 e 14 sdo apresentados os resultados das populagdes microbianas totais

nos processos |, 11 e 111, respetivamente.

M30 & LAC & B+L
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Figura 12 - Evolug&o das populagdes microbianas totais (M30, microrganismos a 30°C; LAC,
bactérias laticas; B+L, bolores e leveduras) ao longo do processo |.
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Figura 13 - Evolucdo das populagdes microbianas totais (M30, microrganismos a 30°C; LAC,
bactérias laticas; B+L, bolores e leveduras) ao longo do processo II.
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Figura 14 - Evolucdo das populagdes microbianas totais (M30, microrganismos a 30°C; LAC,
bactérias laticas; B+L, bolores e leveduras) ao longo do processo 1.

Nas Figuras 12, 13 e 14 é possivel observar a evolucdo dos indicadores de qualidade. Os
microrganismos a 30°C sdo aqueles que estdo em maior quantidade, sendo que, a matéria-
prima ja tinha valores elevados para estes microrganismos e, na etapa da massa, nem com a

adicdo dos ingredientes, alguns deles com compostos que afetam o crescimento microbiano,
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estes valores diminuiram (cerca de 5 log u.f.c/g na carne crua e na massa), situacao também

comprovada por Silva et al., (2018).

Segundo Silva et al., (2018), o maior aumento de microrganismos a 30°C observou-se apds
a fumagem e que este aumento se deveu ao crescimento de bactérias laticas, o mesmo se

pode observar durante a realizacéo deste trabalho.

Durante a fase de embalamento, o crescimento de microrganismos aerdbios estabilizou ou
diminuiu, possivelmente, devido ao facto de os chourigos terem sido embalados sob vacuo,
visto que, uma das maneiras de retardar o crescimento destes microrganismos € retirar-lhes
0 oxigenio (HPA, 2009).

Num estudo realizado por Silva et al., (2018), quanto maior a aw, maiores foram as contagens
de microrganismos a 30°C, no entanto, esta situacdo ndo foi verificada neste trabalho.
Observando os resultados de aw obtidos na etapa pds-fumeiro, nos processos | e 11 (0,811 e
0,849, respetivamente) ndo se verificou grande diferenca nas contagens (cerca de 8 log
u.f.c/g nos dois processos). Maior diferenca foi observada quando comparados 0s processos
I e 11l (0,811 e 0,840, respetivamente), no processo | houve contagens de 8,19 log u.f.c/g e
no processo |11 houve contagens de 5,54 log u.f.c/g, comparando o processo I e I11, verificou-
se que quanto maior a aw, menor as contagens de microrganismos a 30°C. Estas diferencas
entre processos podem estar relacionadas com alguma alteracdo que possa ter ocorrido
durante o processamento tanto nas quantidades utilizadas para os ingredientes, quanto no

tempo, temperatura e humidade utilizados ao longo dos processos.

Dias et al., (2020), realizaram um estudo onde avaliaram o efeito de culturas starter na
seguranca e qualidade de enchidos, como nos chourigos deste trabalho ndo foram
introduzidas culturas starter os resultados foram comparados com o controlo. Na etapa da
massa os valores foram semelhantes para microrganismos a 30°C, entre 4,58 e 5,36 log
u.f.c/g neste trabalho e 5,85 log u.f.c/g no estudo, foram semelhantes para bactérias laticas,
entre 0,00 e 2,17 log u.f.c/g neste trabalho e 2,91 log u.f.c/g no estudo e também foram
semelhantes para bolores e leveduras, entre 2,94 e 3,68 log u.f.c/g neste trabalho e 3,59 log

u.f.c/g no estudo.

As maiores diferencas entre este trabalho e o estudo de Dias et al., (2020), comegaram a
surgir antes da fermentagdo. Na etapa pré-fumeiro, para microrganismos a 30°C os valores
deste trabalho (entre 4,76 e 5,25 log u.f.c/g) foram inferiores ao valor do estudo (7,03 log

u.f.c/g). Comparando os valores de bactérias laticas e bolores e leveduras as diferencas sao
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enormes. No caso das bactérias laticas, os valores deste trabalho foram inferiores a 0,65 log
u.f.c/g, ja no estudo o valor foi de 7,15 log u.f.c/g. Os valores de bolores e leveduras foram

entre 3,13 e 3,75 log u.f.c/g neste trabalho e 0,92 log u.f.c/g no estudo.

Para a etapa pos-fumeiro, os valores de microrganismos a 30°C foram semelhantes nos
processos | e 11 (8,19 e 8,01 log u.f.c/g, respetivamente) e no estudo de Dias et al., (2020),
(7,91 log u.f.c/g). Para bactérias laticas o valor mais elevado deste trabalho foi de 5,63 log
u.f.c/g e o valor obtido no estudo foi de 8,06 log u.f.c/g. No caso dos bolores e leveduras, 0s
valores deste trabalho (entre 3,83 e 4,72 log u.f.c/g) foram bastante superiores ao valor do
estudo (0,46 log u.f.c/g).

No produto final (etapa CV3M), os resultados para microrganismos a 30°C foram
semelhantes neste trabalho (entre 7,06 e 8,62 log u.f.c/g) e no estudo de Dias et al., (2020),
(7,26 log u.f.c/g). Para bactérias laticas, continuam as diferencas onde os valores foram
inferiores neste trabalho. Os valores foram entre 3,50 e 4,00 log u.f.c/g para este trabalho e
7,32 log u.f.c/g no estudo. A situacdo inverte-se no caso dos bolores e leveduras onde os
valores deste trabalho (entre 2,59 e 3,37 log u.f.c/g) foram superiores ao valor do estudo
(0,88 log u.f.c/g).

Alfaia et al., (2015), realizaram um estudo a chourigcos embalados sob vacuo que sofreram
tratamento de altas pressdes, com diferentes combinagdes de tempo e pressao, como 0S
nossos chouricos ndo sofreram este tipo de tratamento, os resultados foram comparados com
as andalises microbioldgicas realizadas ao controlo, uma vez que, este também nao sofreu
tratamento de altas pressdes. Os valores de bactérias laticas na etapa CVV3M foram entre 3,50
e 4,00 log u.f.c/g, e na etapa CV6M foram entre 0,00 e 1,99 log u.f.c/g, valores bastante
inferiores ao do estudo de Alfaia et al., (2015), que foi de 7,54 log u.f.c/g. No caso dos
bolores e leveduras, na etapa CV3M os valores foram compreendidos entre 2,59 e 3,37 log
u.f.c/g, na etapa CV6M foram entre 0,43 e 3,24 log u.f.c/g, no estudo de Alfaia et al., (2015),
o valor foi de 4,42 log u.f.c/g, um valor que se aproxima de alguns valores obtidos neste
trabalho.

Num estudo de Capita et al., (2006), foram analisadas amostras de chourigos espanhois 6 a
8 meses apds o processamento dos mesmos. Comparando os valores obtidos, podemos
observar que na etapa CV6M, os valores foram inferiores aos obtido por Capita et al., (2006).
Os microrganismos a 30°C estdo compreendidos entre 5,44 e 6,96 log u.f.c/g, enquanto, o

valor nos chouricos foi de 8,25 log u.f.c/g. No caso das bactérias laticas observou-se
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novamente uma grande diferenca ja que neste trabalho os valores foram entre 0,00 e 1,99
log u.f.c/g e nos chouricos foi de 8,46 log u.f.c/g. Os valores de bolores e leveduras foram

entre 0,43 e 3,24 log u.f.c/g e nos chouricos foi de 5,11 log u.f.c/g.

Numa analise mais genérica para a etapa CV6M, comparando os valores deste trabalho com
os valores-guia apresentados pelo Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge para
produtos do grupo 1B (alimentos cozinhados, manuseados apos o tratamento térmico), os
resultados de microrganismos a 30°C séo ndo satisfatdrios, visto que, os valores obtidos sao
superiores a 5 log u.f.c/g, que é o valor méximo admissivel. Para bolores e leveduras, o0s
resultados sdo satisfatorios para os processos | e 11 (0,43 e 2,75 log u.f.c/g, respetivamente)
e sdo questionaveis para o processo 111 (3,24 log u.f.c/g), o valor maximo recomendavel é 3

log u.f.c/g e o valor maximo admissivel ¢é 4 log u.f.c/g.

Nas Figuras 15, 16 e 17 sdo apresentados os resultados de Enterobacteriaceae nos processos
I, 11 e 11, respetivamente.

—— Fnferobacleriaceas
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Figura 15 - Evolucdo das populagcdes de bactérias da familia Enterobacteriaceae ao longo do
processo I.
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Figura 16 - Evolucdo das populagdes de bactérias da familia Enterobacteriaceae ao longo do
processo Il.
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Figura 17 - Evolucdo das populagdes de bactérias da familia Enterobacteriaceae ao longo do
processo Il1.

Nas Figuras 15, 16 e 17 observamos a evolugéo das bactérias da familia Enterobacteriaceae.
Na carne crua, os valores de Enterobacteriaceae sdo de 2,76 log u.f.c/g e na etapa da massa
houve uma diminuicgéo para valores entre 1,66 e 2,26 log u.f.c/g, esta ligeira diminuicdo pode
dever-se aos compostos antimicrobianos de alguns ingredientes. Na etapa pré-fumeiro €
possivel observar valores entre 2,25 e 2,49 log u.f.c/g, este ligeiro aumento pode estar
relacionado com a possivel carga microbiana presente nos involucros e/ou contaminagdes

cruzadas durante o enchimento (Silva et al., 2018).
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Na analise pos-fumeiro, houve uma diminuicdo destas bactérias, o que era de se esperar,
visto que, sdo bactérias sensiveis a diminui¢do da aw. Caso esta diminui¢do ndo ocorresse,
significava que a fumagem ndo tinha sido suficiente/adequado ou que tinha havido

contaminacéo posterior (HPA, 2009; Saraiva et al., 2019).

Segundo Silva et al., (2018), valores baixos de Enterobacteriaceae estdo relacionados com
valores baixos de pH. No processo | (pH = 5,87) os valores de Enterobacteriaceae sao de
2,48 log u.f.c/g, enquanto, nos processos Il e 11l (pH = 5,68) os valores sao de 1,36 e 1,20
log u.f.c/g, respetivamente.

No estudo de Alfaia et al., (2015), o valor de Enterobacteriaceae foi de 4,49 log u.f.c/g, um
valor bastante elevado quando comparado com os resultados das etapas CV3M (< 0,77 log
u.f.c/g) e CV6M (< 0,62 log u.f.c/g), j& no estudo de Capita et al., (2006), o valor foi mais
aproximado (0,99 log u.f.c/g).

Comparando os valores de Enterobacteriaceae deste trabalho e do estudo de Dias et al.,
(2020), as diferencas puderam ser observadas nas etapas da massa e pos-fumeiro. Na etapa
da massa, os valores deste trabalho foram entre 1,66 e 2,26 log u.f.c/g e no estudo foi de 4,43
log u.f.c/g. Na etapa pds-fumeiro, os valores foram entre 1,20 e 2,48 log u.f.c/g, no estudo
ndo foram detetadas Enterobacteriaceae. Os valores foram semelhantes para as etapas pré-
fumeiro, neste trabalho os valores foram entre 2,25 e 2,49 log u.f.c/g e no estudo foi de 2,58
log u.f.c/g, e na etapa CV3M, neste trabalho os valores foram 0,00 e 0,77 log u.f.c/g e no
estudo de Dias et al., (2020), foi de 0,86 log u.f.c/g.

Numa analise mais genérica para a etapa CV6M, comparando os valores deste trabalho com
os valores-guia apresentados pelo Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge para
produtos do grupo 1B (alimentos cozinhados, manuseados ap6s o tratamento térmico), 0s

resultados séo satisfatorios (< 0,62 log u.f.c/g), o valor méximo de referéncia € 2 log u.f.c/g.

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes representam perigos bioldgicos e sdo agentes
zoonoOticos com capacidade de transmissdo por alimentos, nomeadamente carne suina.
Acresce ainda as caracteristicas osmotolerantes de Staphylococcus coagulase positiva, em
produtos cuja aw variou entre 0,81 e 0,85. Neste trabalho (Quadros 5, 7 e 9), salienta-se a
auséncia dos patogénicos referidos em todas as etapas dos trés processos para 0s patogénicos
referidos, revelando, no entanto, a presenca de esporos de clostridios sulfito-redutores,

indicadores primarios da probabilidade de presenca de clostridios patogénicos.
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5. Consideracoes finais

Numa avaliacdo global das anélises realizadas, na etapa da massa, 0s microrganismos a 30°C,
bolores e leveduras, Enterobacteriaceae, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella
spp. e Listeria monocytogenes sdo satisfatorios, segundo os valores-guia disponibilizados
pelo INSA (Saraiva et al., 2019), no entanto, verificou-se a presenga de esporos de

clostridios sulfito-redutores.

Quando o produto esta pronto para consumo, existem microrganismos aos quais se devem
ter uma especial atencdo, nomeadamente, 0os microrganismos a 30°C e os esporos de
clostridios sulfito-redutores. De acordo com os valores-guia divulgados pelo INSA (Saraiva
et al., 2019), os microrganismos a 30°C sdo ndo satisfatérios, o que pode indicar matérias-
primas de baixa qualidade, incumprimento das boas praticas de higiene e fabrico,

contaminag6es cruzadas, falhas no tratamento térmico ou na cadeia de frio.

No caso das bactérias laticas, ndo existem valores indicadores como noutros
microrganismos, no entanto, comparando os valores deste trabalho com outros estudos,
observou-se uma grande diferenca, sendo que, neste trabalho os valores destas bactérias,

fundamentais em qualquer processo de fermentagéo, séo bastante inferiores.

As diferencas entre valores deste trabalho e dos estudos citados podem estar relacionadas
com as condi¢des nas quais os enchidos foram produzidos, com a carga microbiolégica

originaria das matérias-primas, dos operadores, utensilios e superficies.

A presenca de esporos clostridios sulfito-redutores foi positiva em todas as etapas de todos
0s processos. Este grupo é composto, maioritariamente, por espécies patogénicas de
Clostridium, como Clostridium botulinum e Clostridium perfrigens, pelo que seria
importante fazer a sua identificag&o. E de salientar que Clostridium sio bactérias anaerdbias,
esporuladas e que os chouricos foram embalados sob vacuo, ou seja, € o ambiente ideal para

estas bactérias patogénicas se manterem.

Pelo lado positivo, é de salientar as auséncias, em todas as etapas dos trés processos, de
Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, pois, sdo
microrganismos patogénicos causadores de doencas associadas a diversos generos

alimenticios.
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Para garantir que o chourico € seguro e estavel microbiologicamente é necessario ter em
atencdo uma série de fatores que afetam o crescimento dos microrganismos, nomeadamente,
as condi¢des nas quais acontece o abate do animal, a qualidade e quantidade dos ingredientes
utilizados durante a formulacdo dos chourigos, dos invélucros, dos tempos e temperaturas
utilizados ao longo do processo, das condi¢fes higiénicas de equipamentos e utensilios
utilizados e pelo cumprimento das boas praticas de higiene e fabrico por parte dos

operadores.
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6. Trabalhos futuros

Num futuro trabalho poderia ser interessante realizar analises microbioldgicas as superficies,
equipamentos, utensilios e ingredientes adicionados & carne, para perceber se existe
influéncia destes na carga microbiana do produto final, realizar analises ao pH e aw durante
as outras etapas do processo tecnologico para verificar a evolucdo destes parametros e
também a realizacdo de analise estatistica para verificar se existem diferengas significativas

entre os lotes produzidos.
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ANnexos

Anexo 1 - Produtos de carne registados com as marcas DOP e IGP.

Produto Marca
Presunto de Barrancos / Paleta de Barrancos DOP
Chourigo Mouro de Portalegre IGP
Cacholeira Branca de Portalegre IGP
Painho de Portalegre IGP
Lombo Enguitado de Portalegre IGP
Lombo Branco de Portalegre IGP
Linguica de Portalegre IGP
Morcela de Assar de Portalegre IGP
Morcela de Cozer de Portalegre IGP
Farinheira de Portalegre IGP
Chourico de Portalegre IGP
Salpicdo de Vinhais IGP
Chouriga de Carne de Vinhais / Linguica de Vinhais IGP
Morcela de Estremoz e Borba IGP
Chourigo grosso de Estremoz e Borba IGP
Paia de Estremoz e Borba IGP
Linguica do Baixo Alentejo / Chouri¢o de carne do Baixo Alentejo IGP
Paio de Beja IGP
Sangueira de Barroso-Montalegre IGP
Alheira de Barroso-Montalegre IGP
Salpicdo de Barroso-Montalegre IGP
Chouriga de Carne de Barroso-Montalegre IGP
Chourico de Abobora de Barroso-Montalegre IGP
Paia de Toucinho de Estremoz e Borba IGP
Farinheira de Estremoz e Borba IGP
Chourigo de Carne de Estremoz e Borba IGP
Paia de Lombo de Estremoz e Borba IGP
Presunto de Campo Maior e Elvas / Paleta de Campo Maior e Elvas IGP
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Presunto de Santana da Serra / Paleta de Santana da Serra

Presunto do Alentejo / Paleta do Alentejo

Presunto de Vinhais / Presunto Bisaro de Vinhais

Chourico Azedo de Vinhais / Azedo de Vinhais / Chourigo de P&o de Vinhais
Butelo de Vinhais / Bucho de Vinhais / Chourico de Ossos de Vinhais
Alheira de Vinhais

Chouriga Doce de Vinhais

Chourica de sangue de Melgaco

Salpicédo de Melgaco

Chouriga de carne de Melgaco

Presunto de Melgaco

Presunto de Barroso

Alheira de Mirandela

IGP

DOP

IGP
IGP
IGP
IGP
IGP
IGP
IGP
IGP
IGP
IGP
IGP
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