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Introdugao

A producdo de diferentes enchidos tradicionais é uma prati-
ca enraizada em vdrias regides do pais, em particular no
Nordeste Transmontano onde é produzido um produto mui-
to apreciados por diversos consumidores, nomeadamente a
alheira. A alheira é um produto carneo tradicional, fumado e
fermentado, cuja origem remonta ao final do século XV e se
relaciona com a presenca de comunidades Judaicas nesta
regido. Naquela data, sendo frequente o consumo de enchi-
dos pela populagdo Crista e sendo o porco uma espécie nao
consumida pelos Judeus, para evitar serem facilmente iden-
tificados pela Inquisicdo pelos seus diferentes habitos ali-
mentares, estes comecaram a produzir um enchido com
forma similar a da cozinha Cristd, mas usando carne de aves
em vez de porco. A receita foi, eventualmente, passando
através de geragdes e tornou-se popular também entre os
Cristdos, sendo atualmente produzida com base numa mis-
tura de carne e gordura de porco, carne de aves, pdo de
trigo, azeite, alho, sal e especiarias [1]. Dado o seu sucesso,
nos ultimos anos, tém surgido novas versdes deste tipo de
enchido, entra as quais se destacam as alheiras de cacga.
Estas distinguem-se das suas congéneres tradicionais pelo
facto de incluirem na sua composicdo carne de caga, a qual
pode ser adicionada total ou parcialmente em relagdo a car-
ne utilizada na sua confecdo. Entre a caca frequentemente
utilizada refira-se a carne de javali, veado, lebre, perdiz, en-
tre outras. Sendo o preco da carne de caga, de uma forma
geral, significativamente superior ao da carne de porco e de
aves, estas alheiras sdo consequentemente vendidas a um
preco superior. Por outro lado, nos ultimos anos, tem-se
assistido a um consumo crescente de carne de caga e respe-
tivos produtos uma vez que esta é percecionada pelo consu-
midor como sendo mais saudavel e com caracteristicas orga-
noléticas agradaveis. Desta forma, e considerando tratar-se
de um produto cdrneo processado, no qual se torna dificil
diferenciar visualmente o tipo de carne utilizada na sua pro-
ducdo, a alheira de cacga apresenta uma elevada suscetibili-
dade de sofrer adulteragdo pela substituicdo de carnes de
caca por outras de menor valor econdmico. Por forma a
assegurar que o consumidor ndo seja defraudado com a
compra de produtos adulterados que ndo correspondem as
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suas espectativas, bem como evitar a competicdo desleal
entre produtores, é importante o desenvolvimento de me-
todologias eficientes que permitam a identificagdo inequivo-
ca de espécies animais utilizadas na produgao de produtos
carneos processados.

Identificagdo de espécies animais em produtos carneos
processados

A identificagdo de espécies pode ser realizada por diferentes
metodologias, sendo a andlise de proteinas e a analise de
ADN as mais frequentemente referidas na bibliografia [2].
Os métodos baseados na analise de proteinas, apesar de
serem geralmente muito sensiveis, apresentam limitagcGes
quando aplicados em alimentos processados devido a ine-
rente desnaturagdo proteica [3]. Pelo contrdrio, as molécu-
las de ADN, ubiquas em todo o tipo de células, apresentam
uma estabilidade superior ao processamento, comparativa-
mente com as proteinas, pelo que tém sido frequentemente
utilizadas para a identificacdo de espécies em alimentos
processados [4]. Entre os métodos baseados na andlise de
ADN, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é a técnica
molecular mais utilizada devido sobretudo a sua simplicida-
de, rapidez, elevada especificidade e sensibilidade [2]. Até a
presente data, sdo varias as metodologias propostas na lite-
ratura para a autenticagdo de carnes de caga, incluindo me-
todologias baseadas em PCR convencional com primers es-
pecificos de espécies, PCR em tempo real, andlise de ADN
polimdrfico amplificado aleatoriamente (PCR-RAPD), andlise
de polimorfismos no comprimento de fragmentos de restri-
¢do (RFLP-PCR), PCR-sequenciacdo e DNA barcoding [5].
Contudo, nem todas sdo igualmente adequadas quando
aplicadas na detecdo de espécies animais em matrizes
complexas, contendo vdrios ingredientes, tais como as
alheiras de caga.

De entre as técnicas referidas, a PCR convencional com pri-
mers especificos de espécies e a PCR em tempo real sdo
indubitavelmente as mais referenciadas em trabalhos de
autenticacdo de produtos carneos processados. No caso da
primeira, um aspeto principal consiste no desenho de pri-
mers que reconhecam fragmentos especificos como marca-
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dores de ADN, permitindo desta forma a identificagdo espe-
cifica da espécie-alvo, mesmo em matrizes complexas, con-
tendo uma mistura heterogénea de sequéncias de ADN ge-
némico [2, 5]. Os genes utilizados para esta finalidade po-
dem ser nucleares ou mitocondriais, sendo contudo mais
frequente a utilizagdo dos ultimos pela sua maior abundan-
cia comparativamente aos genes nucleares, o que permite
melhoramentos a nivel da sensibilidade. Os genes mitocon-
driais mais utilizados para a detecdo especifica de espécies
de caca sdo os que codificam o citocromo b (cytb) [6], ARN
ribossomal 12S (12S rRNA) e 16S [7,8] e a regido D-loop [9].
Comparativamente com a PCR convencional, a utilizagdo de
PCR em tempo real apresenta diversas vantagens, em parti-
cular o facto de permitir realizar analises quantitativas uma
vez que a amplificagdo do fragmento-alvo é monitorizada no
final de cada ciclo de amplificagdo. Para tal, utilizam-se co-
rantes fluorescentes, tais como SYBR Green ou EvaGreen
[6,7], ou sondas fluorescentes tais como as sondas de hidré-
lise, também conhecidas como TagMan [10].

Apesar da grande utilidade que os métodos baseados na
analise de ADN apresentam para a detecdo especifica de
espécies em produtos carneos processados, a maioria dos
trabalhos descritos na bibliografia incide sobretudo no de-
senvolvimento de metodologias, sendo poucos os estudos
que reportam a sua aplicagdo. Contudo, estes ultimos tém
demonstrado que, apesar de alguns produtos se apresenta-

rem conforme a rotulagem [7, 9], a maioria apresenta dis-
crepancias, nomeadamente diversos produtos incluindo
salsichas, patés, hamburgueres, adquiridos em diferentes
paises (Africa do Sul, Austria, Espanha e Portugal), realcando
um elevado nivel de ndo-conformidades com a rotulagem
[10-14].

Identificagdo de espécies animais em Alheiras de caga

No ambito da realizagdo de estudos com vista a avaliagdo da
autenticidade de alheiras de caga mediante a verificagdo da
presenca de espécies na sua composi¢ao, foram analisadas
um total de 18 amostras adquiridas em lojas comerciais. A
verificagdo da conformidade da rotulagem com a composi-
¢do das amostras no que respeita a utilizagdo de espécies
animais na sua confec¢do, foi realizada mediante a utilizagdo
de diferentes métodos de PCR com primers especificos de
espécies, os quais foram desenvolvidos e/ou otimizados
para esta finalidade [6, 13, 14]. Os métodos permitiram a
detecdo de espécies de caca (lebre, coelho, veado, perdiz,
faisdo, codorniz, pato), bem como espécies de valor inferior,
as quais sdo suscetiveis de serem utilizadas como substitu-
tas da carne de caca (vaca, galinha e peru). Para tal, utiliza-
ram-se primers especificos com alvo em genes mitocondriais
(cytb ou rARN 12S), alguns previamente disponiveis na lite-
ratura, enquanto outros foram especificamente desenhados
no ambito deste trabalho (Tabela 1).

Tabela 1. Primers utilizados na dete¢do especifica de espécies animais em Alheiras de caga.

Espécie Primer gene Sequéncia (5'>3") A"(lgll;)c 40 Referéncia
) i : 12SCOT-F GAT TTA GCA GTA AAA TGG GAT CAC TTT

Codorniz (Coturnix coturnix) rARN 128 129 [8]
12SCOT-R TCG TCT TTG GCT TAA TGG TTG G
12SpRab-F CAA AAG TAA GCT CAA TTA CCA CCG TA

Coelho (Oryctogalus cuniculus) LA FARN 125 110 [15]
12SpRab-R ATA AGG GCT TTC GTA TAT TCG GAA
12SPHA-F AGT GGT CAT ATG TTA TCC TCA CC

Faisdo (Phasianus colchicus) rARN 128 113 [8]
12SPHA-R GGG GTA AAA TTA GTC GTG GAG

Galinha Chk-F eytb TCG CCC TCA CAA TCC TTA CAA CGA 118 [14]

(Gallus gallus) Chk-R CTG GGA GGT CGA TTA GGG AGT TG

Lebre Lep-F ot ATA CAT GTA GGC CGT GGA ATC TAC 127 (6]

(Lepus spp.) Lep-R 7 TTT GTC CTC ATG GGA GGA CGT A

Pato Duk-F " CTC CGT CCT AAT CCT ATT CCT GG - [14]

C
(Anas platyrhynchos) Duk-R 7 GAG GAG GTT GGC CAC TAG TGT
) i 12SALEC-F CGA CCT AAA AAC CAT CTT AGT TCC CA

Perdiz (dlectoris spp.) 12SALECR | ARNIZS G AGT TCT CGG GCG GAT ATA TTG 141 (8]
Tuk-F CCC TTC GTA ATC GCA GGA ATT AC

Peru (Meleagris gallopavo) E cytb 109 [14]
Tuk-R GGT GGA ATG GGA TTT TGT CAG C

Vaca Bos-F cyth CTG CCG AGA CGT GAA CTA CG 9 3]

(Bos taurus) Bos-R AAG CCT CGT CCT ACG TGC ATA
12SCEQ-F CAA AAA CAT ATA ACG AAA GTA ACT TTC

Veado (Cervus elaphus) rARN 128 CGA CC 134 [7]
12SCEQ-R AGT ACT CTG GCG AAT AGT TTT GTC TGC A
18SEU-F TCT GCC CTA TCA ACT TTC GAT GG

Eucariot: ARN 18S 140 7

ueariotas 18SEU-R : TAA TTT GCG CGC CTG CTG 71
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Os resultados demonstraram uma elevada sensibilidade e
especificidade na detecdo da generalidade das espécies ava-
liadas, nomeadamente a dete¢do de vaca, galinha, faisao,
perdiz, pato, coelho e lebre em misturas de carne de porco
até 0,01% e de veado e peru até 0,1 [13, 14]. As metodolo-
gias propostas foram aplicadas as amostras de alheiras de
caga comerciais, tendo sido detetadas varias inconsisténcias
com a rotulagem, incluindo a auséncia de espécies de caca
em algumas amostras (faisdo, perdiz, pato, veado, lebre e
coelho) e a presenca de espécies ndo declaradas (vaca, gali-
nha e peru). Do total de amostras analisadas, cinco foram
adquiridas como sendo alheiras de caga, sem especificacdo
das espécies incluidas na sua composi¢cdo. Considerando
apenas as espécies de caga analisadas, destas cinco amostras
apenas uma revelou conter caga. A Tabela 2 apresenta uma
analise global, relativamente a conformidade da rotulagem
das amostras avaliadas.

Tabela 2. Resultados globais relativos a identificacdo de espécies
animais em Alheiras de caga reportados em trabalhos prévios [13,
14] (adaptado de [14]).

N° amostras

Ingredientes declarados no N° resultados positi-

rotulo rotuladas vos (PCR)
Coelho 9 2
Lebre 1 0
Veado 7 6
Vaca 1 12
Porco 14 18
Pato 8 5
Perdiz 5 1
Faisdo 2 0
Codorniz 0 0
Aves de capoeira 7 15
Caca 5 1

Consideragoes finais

Os produtos cdrneos processados sdo um alvo suscetivel de
fraudes, uma vez que a substituicdo de carnes de maior valor
comercial por outras mais econdmicas é dificil de detetar
visualmente. No que respeita a avaliagdo realizada em amos-
tras de alheiras de caga, os resultados indicam a ocorréncia
de inconsisténcias com a rotulagem, geralmente devido a
auséncia de espécies de caca ou a inclusdo de espécies ndo
declaradas (vaca, galinha e peru), o que evidencia a necessi-
dade de programas de inspeg¢do e controlo que permitam
evitar a concorréncia desleal por parte de alguns produtores
e, consequentemente, a valorizagdo deste tipo de produtos
tradicionais.
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