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RESUMO

O salame artesanal é um embutido céarneo fermentado tradicionalmente consumido e
produzido na regido Sul do Brasil e apresenta microbiota especifica em cada regido em que é
produzido. O uso de ferramentas avancadas de identificacdo bacteriana como o
sequenciamento do genoma bacteriano permite a compreensdo completa da ecologia
bacteriana destes produtos. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a microbiota
predominante em salame artesanal, através do uso de sequenciamento genético. Para isso a
identificacdo de bactérias em salame artesanal nos dias 0, 14 e 28 de fermentac&o foi realizada
utilizando-se o sequenciamento de alto desempenho das regifes V3/V4 do gene 16S rRNA
usando 0S primers 341F (CCTACGGGRSGCAGCAQG), e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT), com 300 ciclos e sequenciamento single-end no
equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA). Foram encontrados 197
géneros e 572 espécies de bactérias ao longo do periodo de fermentacdo. Acinetobacter spp.
(13%), Enterobacter spp. (10%), Enterococcus spp. (9%) e Bacillus spp. (9%) foram mais
abundantes no dia 0. Também no inicio da fermentacdo destacaram-se as espécies
Enterococcus casseliflavus (8%), Enterobacter cloacae (6%), Acinetobacter baumannii (6%),
Wautersiella falsenii (6%). Estas espécies representam uma imagem das condi¢cdes de
processamento do embutido carneo fermentado, sugerindo uma possivel contaminacdo no
inicio do processo produtivo. No dia 14 de fermentacdo 0s géneros Acinetobacter (20%),
Enterobacter (18%), Citrobacter (17%), Lactobacillus (20%) e Aeromonas (10%), além das
espécies Citrobacter freundii (18%), Enterobacter aerogenes (13%), Companilactobacillus
farciminis (10%) e Enterobacter cloacae (9%) apresentaram maior abundancia. C. freundii,
E. aerogenes e E. cloacae destacaram-se como espécies produtoras de aminas biogénicas
indesejaveis ao produto. Destacou-se também a espécie C. farciminis como bactéria acido
latica com potencial de aplicagdo como cultura starter. No final da maturacdo (dia 28)
Companilactobacillus spp. (10%) e Staphylococcus spp. (64%) bem como as espécies C.
farciminis e S. saprophyticus apresentaram maior abundancia, 10% e 63%, respectivamente, e
caracterizam-se pela alta taxa de acidificacdo do produto inibindo o desenvolvimento de
bactérias indesejaveis finalizando o processo fermentativo.

Palavras-chave: produto fermentado, gendmica, metataxondmica, metagenémica,
metagenoma, sequenciamento genético.



ABSTRACT

Artisanal salami is a fermented meat sausage traditionally consumed and produced in the
southern region of Brazil and has a specific microbiota in each region where it is produced.
The use of advanced bacterial identification tools such as sequencing the bacterial genome
allows a complete understanding of the bacterial ecology of these products. Thus, the
objective of this work was to evaluate a predominant microbiota in artisanal salami, through
the use of genetic sequencing. For this, the identification of bacteria in artisanal salami on
days 0, 14 and 28 days of fermentation was performed using high performance sequencing of
the VS [/ V4 regions of the 16S TrRNA gene using primers 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG), and 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT ), with 300
cycles and single-end sequencing without MiSeq Sequencing System equipment (lllumina
Inc., USA). 197 genera and 572 species of bacteria were found throughout the fermentation
period. Acinetobacter spp. (13%), Enterobacter spp. (10%), Enterococcus spp. (9%) and
Bacillus spp. (9%) were more abundant on day 0. Enterococcus casseliflavus (8%),
Enterobacter cloacae (6%), Acinetobacter baumannii (6%), Wautersiella falsenii (6%) also
stood out. These species represent an image of the processing conditions of the fermented
meat sausage, suggesting a possible contamination at the beginning of the production process.
On day 14 of fermentation the genera Acinetobacter (20%), Enterobacter (18%), Citrobacter
(17%), Lactobacillus (20%) and Aeromonas (10%), in addition to the species Citrobacter
freundii (18%), Enterobacter aerogenes (13%), Companilactobacillus farciminis (10%) and
Enterobacter cloacae (9%) source greater source. C. freundii, E. aerogenes and E. cloacae
stood out as species that produce undesirable biogenic amines to the product. A C. farciminis
species also stood out as a lactic acid bacterium with potential for application as a starter
culture. Without final maturation (day 28) Companilactobacillus spp. (10%) and
Staphylococcus spp. (64%) as well as the species C. farciminis and S. saprophyticus source
greater abundance, 10% and 63%, respectively, and are characterized by the high acidification
rate of the product inhibiting the development of undesirable bacteria ending the fermentation
process .

Keywords: fermented product, genomic, metataxonimic, metagenomic, genetic sequencing.
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1 INTRODUCAO

Embutidos carneos sdo produtos produzidos a partir de carnes ou 6rgdos comestiveis,
podendo ser curados, condimentados, cozidos, defumados e dessecados, envolvido por uma
tripa, sendo que esta pode ser de origem natural ou artificial (BRASIL, 2017). No sul do
Brasil, devido a forte colonizac&o italiana e alema e sua influéncia para a cultura da regido, os
produtos embutidos, tais como salames artesanais, possuem uma forte aceitacdo, além de
serem tradicionalmente elaborados de maneira artesanal nos préprios domicilios ou em
pequenas industrias, e entdo, comercializados em supermercados, feiras ou bancas de
produtos coloniais (MAGRO; KLEIN, 2006).

Conforme o Decreto n° 9.918, de 18 de julho de 2019 produtos alimenticios de origem
animal produzidos de forma artesanal sdo produtos elaborados com predominancia de
matérias primas de origem animal oriundas de producdo prépria ou de origem determinada,
que passam por processo de producdo predominantemente manual submetido ao controle de
inspecdo oficial, que mantém a singularidade e suas caracteristicas tradicionais, culturais ou
regionais do produto (BRASIL, 2019). Neste sentido, o0 processo de producdo de embutidos
fermentados compreende a moagem da carne in natura com adicdo de gordura, sal, agentes de
cura e temperos. S8o as interagdes entre 0s processos quimicos, fisicos e microbioldgicos que
determinam a qualidade, cor, textura e sabor do produto final (GOTTARDO et al., 2011).
Tradicionalmente, o produto embutido fermentado artesanal ndo consegue apresentar
constancia em seu padrdo de qualidade em diferentes locais de producdo, isso porque depende
dos microrganismos provenientes da microbiota presente nas matérias primas, nos
equipamentos e instalagcdes para que ocorra a fermentagdo (ROSELINO, 2016).

No entanto, 0 uso de culturas starters tornou-se cada vez mais necessario, garantindo
assim, a seguranga microbiana e padronizagao das propriedades do produto como a cor, sabor
e consisténcia (COCOLIN et al., 2001). Portanto, conhecer a composi¢cdo da microbiota
naturalmente presente em embutidos fermentados artesanais torna-se uma necessidade, a fim
de desenvolver novas culturas starters especificas que poderdo ser usadas em produtos
artesanais sem que estes percam suas caracteristicas tradicionais. Uma das ferramentas mais
avancadas para identificacéo e caracterizacdo da microbiota presente em produtos artesanais €
0 sequenciamento genético de amplo espectro dos microrganismos.

O estudo da composi¢do microbiana de embutidos fermentados ja foi realizado por

métodos tradicionais de contagem de bactérias em placas, isolamento e identificacdo
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bioguimica dos microrganismos. Contudo, sabe-se que somente microrganismos facilmente
cultivaveis podem ser detectados, enquanto 0s que necessitam de meios mais complexos ou
que se encontram injuriados nao sdo possiveis de se detectar (RANTSIOU et al., 2005). No
entanto, com o desenvolvimento da microbiologia molecular e a descoberta de que 0 DNA
carrega informacOes hereditarias, indicando que todas as propriedades dos microrganismos
estdo criptografadas no genoma (MARDANOV; KADNIKOV; RAVIN, 2018), tornou-se
possivel o uso de métodos moleculares para identificacdo dos microrganismos presentes em
alimentos, entre estes os produtos fermentados (FRANCIOSA et al., 2018).

Os métodos de tipagem genotipica, por exemplo, avaliam a variacdo dos genomas dos
microrganismos em relacdo a sua composi¢do, estrutura ou sequéncia especifica de
nucleotideos. Para o sequenciamento genético, existem varias regides do gene que podem ser
analisadas com grande variabilidade, no entanto, dependendo da espécie bacteriana a ser
analisada utiliza-se inicialmente um marcador especifico, ndo sendo uma técnica padronizada.
O gene 16S rDNA, devido sua presenca em todos 0s procariotos, e por possuir tanto regides
conservadas como varidveis que evoluem em taxas diferentes e sdo essenciais na
determinacéo de relacdes filogenéticas proximas e distantes, é considerado o padrdo ouro para
a taxonomia bacteriana (CUNHA, 2016). A partir dessas metodologias é possivel identificar
a microbiota de qualquer alimento, entre eles os embutidos fermentados artesanais. Desta
forma, comecam a emergir os estudos relacionados a metagenémica de produtos carneos e
carneos fermentados (FERROCINO et al., 2017; FRANCIOSA et al., 2018).

A metagenémica destaca-se por executar o sequenciamento para a identificacdo de
toda a microbiota de uma amostra através de genes marcadores como o gene 16S para as
bactérias e o gene ITS para fungos. Esta metodologia apresenta resultados a nivel taxonémico
do filo até a espécie do microrganismo identificado, utilizando ferramentas de bioinformatica
e bancos de dados publicos como o GreenGene e RibosomalDatabase (DE CESARE, 2019;
FRANCIOSA et al., 2018).

Em embutidos fermentados de carne de porco, estudos metagendmicos possibilitam o
acompanhamento da microbiota ao longo do processo fermentativo (FERROCINO et al.,
2017; GIELLO et al., 2018). Desta forma, esta ferramenta permite a identificagdo de cepas
que atuam no desenvolvimento de compostos desejaveis caracteristicos do embutido
fermentado artesanal, possibilitando, por exemplo, a identificacdo de possiveis culturas

starters que garantam a qualidade higiénica-sanitdria e caracteristicas organolépticas dos
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produtos artesanais (FRANCIOSA et al., 2018; FUKA et al., 2020; SANTIYANONT et al.,
2019).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Analisar a microbiota presente em amostra de salame artesanal ao longo do processo

fermentativo utilizando a metagenémica como ferramenta analitica.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Identificar e quantificar o microbioma bacteriano presente em amostras de salame artesanal
ao longo de 28 dias de fermentacgéo utilizando como base as regides V3-V4 do gene 16S;

e Realizar o sequenciamento do genoma das amostras utilizando o sistema Diagnostico
Microbioldgico Digital;

¢ Analisar o0 metagenoma através da plataforma Miseq da Illuming;

e Determinar as bactérias prevalentes ao longo do tempo de fermentacdo nas amostras;

e Propor, com base nos resultados, quais as cepas poderiam ser utilizadas para o

desenvolvimento de fermento tipo artesanal para salames artesanais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SALAME ARTESANAL

O salame é o produto carneo obtido de carne suina e de toucinho, com adi¢do ou nao
de outros ingredientes, condimentado, embutido em envoltorios naturais ou artificiais, curado,
fermentado, maturado, defumado ou néo, e dessecado (BRASIL, 2017).

A producdo de salames artesanais no Brasil surgiu com a chegada de imigrantes
italianos que ao se instalarem, principalmente na regido sul, encontraram condicGes climaticas
favoraveis para iniciar a producdo (CASTILHO, 2014). Atualmente, os produtos artesanais
sdo produzidos, em sua grande maioria, por pequenas agroindustrias familiares como fonte de
renda extra e sdo amplamente consumido devido sua qualidade sensorial diferenciada
(VERDAN; ISAKA, 2015).

Conforme o Decreto n° 9.918, de 18 de julho de 2019, produtos alimenticios de
origem animal produzidos de forma artesanal sdo produtos elaborados com predominéancia de
matérias primas de origem animal oriundas de producdo propria ou de origem determinada,
que passam por processo de produgdo predominantemente manual, submetido ao controle de
inspecdo oficial, que mantém a singularidade e suas caracteristicas tradicionais, culturais ou
regionais do produto (BRASIL, 2019).

Tradicionalmente, o produto embutido fermentado artesanal ndo consegue apresentar
constancia em seu padrao de qualidade em diferentes locais de producdo, isso porque depende
dos microrganismos provenientes da microbiota presente nas matérias primas, nos
equipamentos e instalacdes para que ocorra a fermentacdo (ROSELINO, 2016). A
fermentagdo realizada de maneira natural e sem adicdo de culturas iniciadoras € uma
caracteristica marcante do produto. Além disso, o produto obtido desta forma ndo possui um
padrédo de producéo e, apesar de apresentar ingredientes com fatores antimicrobianos, deve ser
considerado a possibilidade de sobrevivéncia de microrganismos patogénicos (PEREIRA;
BARCELLOS; BERSOT, 2019; SCHMITT, 2017).

Com o intuito de garantir a seguranga microbiana e a padronizagédo das propriedades
do produto, como a cor, sabor e consisténcia, podem ser empregadas culturas iniciadoras
(SCORSIO, 2015). Portanto, conhecer a composic¢do da microbiota naturalmente presente em

embutidos fermentados artesanais torna-se uma necessidade, a fim de desenvolver novas
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culturas starters especificas que poderdo ser usadas em produtos artesanais sem que estes

percam suas caracteristicas tradicionais.

2.1.1 Processamento do Salame

O processo de fabricacdo do salame possui seis etapas representadas na Figura 1,
todas elas devem ser realizadas de maneira higiénica a fim de obter um produto que atenda os
padrdes de qualidade, ndo representando riscos a salde, a seguranca e aos interesses do
consumidor (BRASIL, 2017; CENCE, 2016). A primeira e segunda etapa do processo de
fabricacdo consiste na escolha da carne de porco atendendo as condig¢des higiénicas e com pH
na faixa de 5,4 a 5,8 preferencialmente, passando pela moagem da carne in natura e do
toucinho com granulometria conforme a Instrucdo Normativa n°22 de 31 de julho de 2000
para cada tipo de salame (BRASIL, 2000; CENCE, 2016).

Figura 1. Fluxograma de producédo do salame.

Obtencio da carne de porco

Moagem

Y

Mistura dos demais ingredientes

v
Embutimento

Y

Secagem e maturagdo

Armazenamento

Fonte: Adaptado de Cence (2016).
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ApOs a moagem, ocorre a mistura dos ingredientes que é considerada uma etapa
critica, porque deve garantir a unido dos fragmentos de carne e demais ingredientes do salame
pela extracdo das proteinas miofibrilares (SCORSIO, 2015).

Na etapa de embutimento, responsavel por dar forma ao produto, a massa preparada
é introduzida em tripas naturais ou artificiais previamente higienizadas tomando o cuidado
para ndo haver presenca de ar entre a superficie da tripa e a carne, isso porque 0 oxigénio
interfere negativamente na cor e sabor do produto final. E nesta etapa que ocorre a
modificacdo do ambiente que favorece o desenvolvimento de micro-organismos presentes
(GUEVARA, 2014; SCHMITT, 2017).

Entdo, o produto pode passar ou ndo pela etapa de defumagdo em temperatura
méaxima de 30°C e umidade relativa de 75 a 80%. A fumaca proveniente da defumacdo tem a
funcdo de dessecar superficialmente, retardar a rancidez oxidativa, coagular proteinas e atuar
como antimicrobiano na superficie do alimento (SCHMITT, 2017). Porém, a acdo
antimicrobiana da defumacéo € limitada, sendo necessaria a utilizagdo em conjunto de outros
procedimentos, tais como cura, fermentacdo ou secagem (CENCE, 2016).

A secagem e maturacdo é a proxima etapa e ocorrem em uma camara de maturacao
com temperatura e umidade relativa controlada de maneira a garantir uma boa fermentagéo
(CENCE, 2016). Nas primeiras 24 horas de fermentacdo, bactérias da familia
Micrococcaceae, que possuem o0 sistema nitrato nitrito redutase, realizam a reducdo de
nitratos e contribuem para a coloracdo rosa avermelhada caracteristica deste produto. Ja a
fermentacdo dos acucares é realizada por diferentes espécies de Lactobacillus produzindo
acido latico (SCORSIO, 2015). O é&cido latico produzido na fermentacdo ird acumular no
produto, resultando no abaixamento do pH que pode ser observado na Figura 2 e,
consequentemente, ajudara no controle de crescimento de microrganismos indesejaveis, tais
como Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Clostridium botulinum e Listeria
monocytogenes, além da obtencdo de textura, desidratacdo e coloracdo desejada do embutido
(VARGAS, 2019).

J& na segunda etapa da maturacdo ocorre a maior parte da desidratagdo e processos
de proteodlise e lipolise pelas enzimas produzidas através da biota do produto ao longo da
fermentacdo, que agem sobre os aminoacidos e gorduras e produzem compostos que
contribuem para o aroma e provocam um ligeiro aumento no pH final (Figura 2) (SCORSIO,
2015).
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Figura 2. Diminuicdo de pH de salame ao longo do processo de maturagéo.
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Fonte: Feiner (2006)

Para melhor controle do processo fermentativo, maturacdo e desenvolvimento das
caracteristicas do produto sdo utilizadas culturas iniciadoras ou starters. Estas culturas sdo
geralmente compostas por varios micro-organismos, dos quais os mais utilizados sdo bactérias
laticas como Lactobacillus e Pediococcus, que promovem a seguranca do produto com a
reducdo do pH, Micrococcus e Staphylococcus responsaveis pelo desenvolvimento do cor,
aroma e sabor do embutido, e fungos do género Penicillium e Aspergillus, responsaveis pelo
controle de incidéncia de luz sobre o embutido e passagem de oxigénio, impedindo a
rancificacdo e melhorando o flavour do produto (CENCE, 2016; SCHMITT, 2017).

2.2 METODOS GENOTIPICOS PARA IDENTIFICACAO MICROBIANA EM
EMBUTIDOS CARNEOS

O estudo da composi¢do microbiana de um determinado alimento tradicionalmente ¢
realizado por técnicas baseadas em crescimento em meio de cultura, contudo essas técnicas
tém baixa sensibilidade e necessitam de fatores de cultivos microbianos previamente
conhecidos, o que nem sempre € possivel. Além disso, sabe-se que muitos microrganismos
ndo sdo facilmente cultivaveis em meios de laboratério como no habitat natural, podendo
levar a subestimagdo da diversidade microbiana (DE FILIPPIS; PARENTE; ERCOLINI,
2018). Desta forma, com o desenvolvimento da microbiologia molecular e a descoberta de
que o DNA carrega informagdes hereditarias, indicando que todas as propriedades dos
microrganismos estdo criptografadas no genoma (MARDANOV; KADNIKOV; RAVIN,
2018), tornou-se possivel o uso de métodos moleculares para a identificacdo dos

microrganismos presentes em alimentos (COCOLIN et al., 2018; FRANCIOSA et al., 2018).
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Os métodos de tipagem genotipica, por exemplo, avaliam a variagdo dos genomas dos
microrganismos em relacdo a sua composicdo, estrutura ou sequéncia especifica de
nucleotideos. Um exemplo destes métodos ¢ a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)
desenvolvida por Schwartz e Cantor em 1984 conhecida como padrdo ouro para a
genotipagem bacteriana. O DNA bacteriano ¢ clivado em sitios especificos por uma enzima
de restricdo e entdo seus fragmentos sdo separados por tamanhos através da eletroforese em
gel (CUNHA, 2016). A separacao do DNA pelo PFGE consiste na alternancia de direcao da
aplicacdo de dois campos elétricos e a capacidade dos fragmentos de DNA se orientarem na
nova dire¢do do campo elétrico dependendo do seu tamanho, onde moléculas menores
reorientam-se mais rapidamente de maneira a retardar a migracdo através do gel das
moléculas maiores, separando-as. Entdo, apos a coloracdo com agente fluorescente, a imagem
dos padrdes de bandas de DNA gerados sdo digitalizados para analise (LOPEZ-CANOVAS et
al., 2019). No entanto, este método é aplicavel somente em estudos locais € pequenos com
variabilidade genética presumidamente limitada, o que dificulta sua aplicacdo em alimentos
com uma microbiota diversificada. Desta forma, com o intuito de solucionar este problema,
surgiram os métodos baseados em sequenciamento de DNA, os quais possuem a vantagem de
serem armazenados em bancos de dados on-line e compartilhados entre laboratdrios e
pesquisadores (CUNHA, 2016).

Os métodos de tipagem por sequenciamento de DNA sdo métodos moleculares que
diferem entre si de acordo com a quantidade de DNA que serd analisada e representam um
grande progresso na determinacdo microbiana devido a sua capacidade de deteccdo de
microrganismos nao cultivaveis, reprodutibilidade, versatilidade e facil compartilhamento de
dados (CUNHA, 2016). O sequenciamento completo do genoma, do inglés Whole genome
sequence (WGS), ¢ um termo utilizado para descrever o sequenciamento de todo o genoma de
um organismo e ¢ diferenciado em trés geracdes (primeira, segunda e terceira geracio)

conforme a Tabela 1 (OAKLEY; GONZALEZ-ESCALONA; MOLINA, 2015).
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Tabela 1. Visdo generalizada de algumas das tecnologias de sequenciamento genético

disponiveis comercialmente.

Geraciao Companhia Plataforma Método de Quimica Precisao
preparacio (%)
Primeira ABI 3700/3730 Sanger 100
Segunda Roche 454-FIx emPCR Pyro 99,5
Titanium
454 GS junior emPCR Pyro 99,5
[Nlumina-Solexa Hiseq 2000 CBA RDT -
MiSeq CBA RDT >98,5
Life SOLid emPCR OPL 99
Technologies
Ion Torrent emPCR Pyro (pH) 99
Ion Proton emPCR Pyro (pH) 99
Terceira Pacific Single 86
BioScience Molecule
Oxford MinION emPCR Single -
Nanopore Molecule
PromethION emPCR Single -
Molecule

CBA : clonal bridge amplification; emPCR: emulsion PCR; OPL: oligonucleotide probe
ligation; Pyro: pirosequencing; RDT: reverse dye terminators
Fonte: Adaptado de Oakley; Gonzalez-Escalona e Molina (2015) e Chritoff (2017).

O método de primeira geragdo, desenvolvido por Frederick Sanger, faz o
sequenciamento de uma cadeia simples de DNA que serve de molde para gerar a outra metade
da dupla hélice, identificando continuamente e sequencialmente o ultimo nucleotideo
incorporado na extremidade de alongamento da cadeia (SANTOS et al, 2013). Os
dideoxinucleotideos de terminacdo em cadeia impedem a incorporacdo de nucleotideos
adicionais, os quais juntamente com marcadores de fluorescéncia e nucleotideos reguladores
produzem fragmentos sequenciais com tamanhos variados que sdo separados em gel de
agarose ou eletroforese capilar de acordo com seu tamanho (PROFAIZER; KUMANOVICS,
2018). Este método pode ser utilizado em estudos de diversidade microbiana em produtos

carneos apresentados na Tabela 2 (BUSCONI; ZACCONI; SCOLARI, 2014).



Tabela 2. Estudos de aplicacdo de métodos microbiolégicos moleculares em produtos carneos.
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Produto analisado Metodologia Principais Principais Resultados Referéncia
Microrganismos
Copa e Bacon de Sanger Lactobacillus spp., A copa e 0 bacon o_btlverarr_l diferenca na sua microflora, (BUSCONI;
DOrCO Staphylococcus spp., compostas de microrganismos especificos de cada ZACCONI:
Tetragenococcus spp., produto., . . SCOLARI,
Leuconostoc spp. As bactérias mais presentes em cada produto foram 2014)
dependentes do local de producéo.
Salame italiano de  Illumina Lactobacilliceae, O método Illumina revelou uma diversidade maior de (POLKA et al.,
carne de porco Staphylococcaceae, microrganismos que métodos mais antigos. 2015)
Listeriaceae, Apresentou potencial de diferenciagdo microbiana de
Brevibacteriaceae, produtos alimenticios fermentados locais.
Enterobacteriaceae
Salame de carne de 454 GS junior Lactobacillus sakei, Alguma_s eSpecies puderam_ Ser con5|dgradas (GREPPI et al.,
0OrCo Photobacterium, meta}bollcamentes ativas e contribuir para determinar a 2015)
Leuconostoc camosum, quah;lgde do produto final. :
Pseudomonas fragi, A a_nalls_e _baseadg em RNA podg aumentar a capacidade
Brochothrix de identificar 0 impacto dos microrganismos presentes
thermosphacta, nas cgr_acterlstlcas organolépticas dos produtos
Staphylococcus alimenticios.
Carne de porco Metagendmica  Pseudomonas, A diversidade entre as microbiotas dos produtos (KOO et al,
moida usando 454 FLX Carnobacterium, analisados tem pouca variabilidade sendo possivel a 2016)
Yersinia, rastreabilidade da contaminagdo. S8o necessarias mais
Photobacterium, analises para melhores conclusdes.
Shewanella,

Arthrobacte,



Bacon fermentado

Embutido
fermentado de
carne de porco

Fermentado de

carne de porco, ‘sa-

2

um

Embutido
fermentado de
carne de porco

454GS-FLX

Metagenémica
Shotgum
Metaboldmica

Metagenomica

Metagendmica
[llumina

e

Lactobacillus

Proteobacteria,
Cyanobacteria,
Firmicutes,
Bacterioidetes,
Actinobateria

Lactobacillus sakei,
Lactobacillus curvatus,
Leuconostoc sp.,
Staphylococcus xylosus

Firmicutes,
Proteobacteria,
Bacteroidetes,
Actinobacteria,
Chloroflexi,
Planctomycetes

Pseudomonas,
Brochothrix,
Carnobacterium,
Psychrobacter,
Yersinia, Leuconostoc,
Enterococcus,
Lactococcus,

Sugeriu-se que as etapas dos processamentos
apresentaram efeito na diversidade microbiana presente.
Em uma das amostras encontrou-se bactérias causadoras
de infeccbes, além de, no geral encontrar
microrganismos deteriorantes do bacon e outros
microrganismos responsaveis pela qualidade sensorial
melhorando o sabor e seguranga do mesmo.

A presenca de L. sakei garantiu rapido consumo de
substratos fermentaveis com alta taxa de acidificacdo
observando um declinio da diversidade microbiana com
0 tempo. Comparando embutidos com adigéo de cultura
starter e com fermentacdo natural o primeiro obteve
menor pH, mas o ultimo uma melhor aceitagéo sensorial
com maior variabilidade de genes.

Foram identificados 72 géneros de bacterianos onde 0s
funcionais estavam relacionados a metabolitos
energéticos, carboidratos e aminodcidos, mas outros
encontrados podem causar problemas de salde ao
consumidor.

A analise 16S rRNA revelou a capacidade de Lb.
Curvatusb4M16 dominar e efetuar o ecossistema
bacteriano, mas outras bactérias associadas a
deterioracdo foram encontradas até o final do processo
fermentativo.

(Yletal., 2017)

(FERROCINO
etal., 2017)
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(DE MANDAL

et al., 2018)

(GIELLO et al.
2018)



Salame, linguica [llumina
chinesa defumada e
linguiga chinesa

curada a seco

Carne 4cida IHlumina

fermentada

Produto 454 FLX
fermentado de

carne de porco

Salames de carne IHlumina
de bovino, cavalo,

javali e porco

Streptococcus

Firmicutes spp.,
Protobacteria spp.,
Pediococus spp.,
Lactobacillus spp.,
Pantoea spp.,
Acinetobacter spp.,
Aeromonas spp.,
Brochothrix spp.

Macrococcus,
Psychrobacter,
Weissella, Serratia,
Aeromonas,
Staphylococcus,
Lactobacillus

Staphylococcaceae,
Streptococcaceae,
Peptostreptococcaceae,
Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae,

Pseudomonas spp.,
Enterococcus spp.,
Leuconostoc spp.,
Photobacterium spp.,
Acinetobacter spp.

A bactéria mais abundante encontrada no salame foi
Staphylococcus a qual também estava presente nas
linguicas chinesas de cura seca. Ja a Weissella estava
presente em ambas linguicas chinesas, mas na linguica
chinesa defumada possuiu dominancia de Pediococcus e
Lactobacillus ~ também.  Concluiu-se que o
sequenciamento de alto rendimento é eficiente no
monitoramento de patégenos de origem alimentar em
embutidos.

Observou que houve um aumento na producdo de &cido
latico e reducdo do pH a medida que aumentou o tempo
e temperatura.

Correlacionou positivamente os lactobacilos com as
modificacdes citadas, representando uma melhora na
qualidade e vida util do produto.

Detectaram riscos a salde devido ao acumulo de aminas
biogénicas (BA) associado negativamente com bactérias
acido laticas como a W. hellenica. Uso de cultura starter
que suprima para controlar as atividades das bactérias
produtoras de BA introduzidas com os ingredientes.

O uso de quatro espécies de animais de diferentes
acougues ndo afetou negativamente na qualidade fisico-
quimica e microbiolégica dos salames. Confirmou uma
maior adequacdo da carne de cavalo e bovino para a
producdo de salame livre de nitrito e nitrato proveniente
de fermentacéo natural.
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(WANG et al.,

2018)

(LV et al., 2019)

(SANTIYANO
NT et al., 2019)

(SETTANNI
al., 2020)

et



Embutidos
fermentados de
carne de javali ou
carne de veado
misturados com
carne de porco

IHlumina

Bacillus spp.,
Lactobacillus spp.,
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O género Lactobacillus foi o mais abundante e o (FUKA et al,

principal fator de fermentagdo de embutidos.

Stenotrophomonas spp., Microrganismos deteriorantes presentes inicialmente

Brochothrix spp., obtiveram diminui¢do na sua concentracdo no produto
Carnobacterium spp., final, mas indicam ma condicdes higiénicas e baixa
Weissella spp., qualidade microbiolégica da carne.

2020)

Fonte: Do autor (2020).
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No entanto, mesmo sofrendo alteragdes ao longo do tempo, o método de Sanger ainda
continua sendo trabalhoso devido a quantidade de preparacdo de amostra necessaria para
sequenciar os acidos nucleicos, além de ser um método caro e com comprimento de leitura
muito curto (FARINAS, JAVIER, CHOW, ANDREA, PARCE, 2010; OAKLEY;
GONZALEZ-ESCALONA; MOLINA, 2015).

Desta forma, investimentos publicos e privados levaram a criacdo de tecnologias de
sequenciamento de segunda geracao ou sequenciamento de proxima geracao (NGS) (Tabela
2). As maquinas de sequenciamento 454 sdo uma mudanca de paradigmas e permitem a
paralelizagdo em massa das reagdes de sequenciamento, aumentando a quantidade de DNA
que pode ser sequenciado (HEATHER; CHAIN, 2016). Neste sequenciamento, moléculas de
DNA sao geradas por fragmentacdo ou reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com a
utilizagdo de primers. Os fragmentos hibridizados em esferas sdo agitados com os reagentes
de PCR ¢ 06leo e submetidos a ciclos térmicos para amplificar o DNA modelo. Para a
realizacdo do sequenciamento foi projetada a placa Pico Titre que é composta por milhdes de
pocos microscopicos por onde as esferas e demais compostos, exceto os nucleotideos, passam.
A etapa final, denominada de pirosequenciamento ¢ a adi¢do cronolodgica de cada nucleotideo
0 qual, ao ser adicionado pela DNA polimerase, libera fosfato inorganico, resultando na
descarga de um flash de luz detectado. Este processo ¢ repetido centenas de vezes para a
constru¢do da sequéncia de imagens (PILLAIL; GOPALAN; LAM, 2017).

O sequenciamento 454, em suas diferentes plataformas, ¢ aplicado em estudos de
embutidos fermentados de maneira a entender o microbioma presente nestes produtos e de
que forma isto afeta na qualidade sensorial e seguranga dos mesmos (GREPPI et al., 2015;
SANTIYANONT et al., 2019; YI et al., 2017). Outra plataforma desenvolvida apos a 454 ¢
que também vem sendo aplicada em estudos da microbiota de produtos carneos ¢ a plataforma
[llumina, utilizada até o momento para carnes e derivados de diferentes espécies de
mamiferos, tais como, cavalo, porco, veado e boi (Tabela 2) (FUKA et al., 2020; SETTANNI
et al.,2020).

A plataforma Illumina, assim como a de Sanger, realiza sintese pela enzima DNA
polimerase, mas a clonagem ¢ realizada pelo processo in vitro de PCR em fase sélida
(SANTOS et al., 2013). O DNA sofre fragmentacdo aleatoria e conecta-se a adaptadores em
ambas as extremidades, as moléculas de DNA de fita simples aderem por afinidade ao suporte
solido onde estdo ligados por alta densidade oligonucleotideos complementares. Na

amplificacdo da PCR ilustrada na Figura 3, o adaptador da extremidade livre da molécula
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aderida ao suporte encontra seu oligonucleotideo complementar, formando uma estrutura em
ponte na qual a extremidade livre do oligonucleotideo ¢ utilizada como primer. Na
desnaturagdo, a ponte ¢ desfeita com a elevagdo da temperatura e entdo repete-se as etapas da
PCR por varios ciclos até a obtengdo de clusters de moléculas idénticas ligadas ao suporte,

conforme demonstrado na Figura 3 (CARVALHO; SILVA, 2010).

Figura 3. Geracdo de clusters por amplificacdo em ponte.

Molécula de DNA

Fonte: Adaptado de Cristoff (2017).

Através da incorporagdo de nucleotideos terminadores marcados e excitagdo a laser, ¢
gerado um sinal captado pelo dispositivo de leitura e interpretado como um dos quatro
possiveis nucleotideos componentes da cadeia. Este processo ¢ realizado para cada
nucleotideo, montando ao fim, a sequéncia completa de cada cluster (CARVALHO; SILVA,
2010).

Segundo Polka et al (2015), o método utilizando sequenciamento de alto rendimento
da plataforma Illumina apresentou uma diversidade microbiana maior no produto carneo
fermentado de carne de porco do que em outros métodos como PCR-DGGE (eletroforese em
gel por gradiente desnaturante), fornecendo avangos de maneira significativa na
caracterizacdo da comunidade microbiana presente nos produtos analisados. Vale ressaltar
que as técnicas de DGGE ja foram amplamente aplicadas nos estudos da ecologia de
embutidos fermentados, mas, sem divida, o sequenciamento de alto rendimento representa

mudanc¢a na forma como ¢ analisada a microbiota presente em fermentados, ja que permite



25

observar um perfil detalhado das unidades taxondmicas operacionais (OTU) para
entendimento dos processos fermentativos ocorridos nos alimentos (FRANCIOSA et al.,
2018).

O sequenciamento pelo sistema de ligagdo e deteccdo de oligonucleotideos da
plataforma SOLiID ¢ outra tecnologia de sequenciamento que difere da Illumina somente no
fato de que a reagdo ¢ catalisada nesta pela DNAligase (SANTOS et al., 2013). Os fragmentos
de DNA a serem sequenciados sao amplificados na superficie de uma esfera magnética em
PCR de emulsdo e sequenciados por ligacdo onde ocorre a hibridizagdo de uma sequéncia de
primer ao adaptador do fragmento. As enzimas DNAligase sdo fornecidas e inicia-se o
método de ligagao degenerada, com o reconhecimento e ligagdo do primer que hibridizou na
molécula de DNA com o primer adjacente, emitindo um sinal de fluorescéncia. Entdo, o sinal
¢ detectado pelo programa do equipamento que determina a sequéncia nucleotidica
(CHRISTOFF, 2017).

Ja a plataforma Ion Torrent, conhecida como sequenciamento po6s-luz, utiliza uma
abordagem indireta para sequenciamento de DNA e microchips como sensores de detec¢do do
resultado representados na Figura 4 (HEATHER; CHAIN, 2016). Desta forma, apos a
fragmentacao do DNA estes fragmentos sdo distribuidos em um chip que contem micro pogos
onde sdo liberados cada nucleotideo a ser incorporado pela enzima polimerase. No momento
em que cada nucleotideo complementar ¢ incorporado na fita-molde de DNA, ocorre a
liberagao de um hidrogénio que ocasiona a modificagdo do pH do meio detectado por um
sensor de ions (Figura 4) (CHRISTOFF, 2017). Contudo, mesmo a plataforma Ion Torrent
sendo a ultima da segunda geragdo, nos ultimos anos a I[lumina ¢ a mais utilizada e mais bem

sucedida entre as plataformas de segunda geracao (HEATHER; CHAIN, 2016).
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Figura 4. Mecanismo de sequenciamento da plataforma lon Torrent.
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Fonte: Adaptado de da Silva (2015).

A terceira geracdo de sequenciamento difere das demais geracdes por sequenciar
moléculas Unicas sem a necessidade de amplificacdo, simplificando os procedimentos e
reduzindo os custos. A plataforma Pacific BioScience ¢ uma das técnicas desta geragdo e €
capaz ler em tempo real pequenos genomas como bactérias, plasmideos e fagos (WASFI;
AWWAD; AYESH, 2018). Baseia-se na atividade da DNApolimerase que catalisa a sintese
de uma fita complementar de DNA através da sequéncia nucleotidica de uma fita molde
(CHRISTOFF, 2017). A tecnologia utilizada nesta plataforma ¢ conhecida como guias de
onda de modo zero que sdo pequenos orificios em escala nanométrica onde uma Unica
polimerase ¢ associada. Cada nucleotideo, independentemente de ser incorporado
posteriormente ou ndo, possui um marcador fluor6foro. Entdo, quando a incorporagdo ocorre
rapidamente com os nucleotideos especificos, estes emitem fluorescéncia enquanto os demais
ndo incorporados se difundem (PROFAIZER; KUMANOVICS, 2018).

A plataforma DNA Oxford Nanopore ¢ outro método de terceira geracdo e trabalha
com nanoporos biologicos, sendo hoje considerada uma das tecnologias mais promissoras
para o sequenciamento de terceira geracao (WASFI; AWWAD; AYESH, 2018). O método
inicia com a fragmentacdo do DNA e ligacdo de adaptadores sem a necessidade de

amplificagdo por PCR para depois passar pelo sequenciamento de nanoporos. A célula de
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fluxo do sequenciamento tem micropogos independentes acompanhados de uma bicamada
sintética com nanoporos biologicos (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015). A cada base
nucleotidica que passa através do poro ¢ captada uma diferenga de amplitude de corrente
i0nica que entdo ¢ identificada de forma sequencial como pode ser observado na Figura 5

(CHRISTOFF, 2017).

Figura 5. Mecanismo de sequenciamento da plataforma DNA Oxford Nanopore.

Fonte: Adaptado de Christoff (2017).

Apesar dos métodos do sequenciamento completo do genoma (WGS) possibilitarem o
sequenciamento em poucas horas em alta velocidade, ferramentas adequadas e eficiéncia no
armazenamento em banco de dados, ainda ha dificuldades em interpretar a grande quantidade
de dados gerados bem como a complexidade na determinagdo dos marcadores genéticos mais
uteis para a tipagem microbiana (CUNHA, 2016).

Outra abordagem de tipagem por sequenciamento ¢ a Tipagem por Sequenciamento de
Multiplos Loci (MLST, do inglés Multilocus Sequence Typing) que analisa as sequencias de
fragmentos internos de varios genes de referéncia. Estes fragmentos sdo codificadores de
proteinas essenciais para a manutencdo da funcdo celular basica e estdveis com relagdo a
presenca de mutacdes genéticas (CUNHA, 2016). O sequenciamento de fragmentos internos
de cada gene analisa entre 400 a 500 pares de base de 6 a 10 genes de referéncia e permite a
obtengdo de um perfil para cada gene analisado, denominado alelo, que baseia-se na

caracteristica sequencial de nucleotideos (OAKLEY; GONZALEZ-ESCALONA; MOLINA,
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2015). Cada variagdo de sequéncia de nucleotideos encontrada ¢ considerada um alelo distinto
e o conjunto destes ¢ denominado de sequence type (ST) (CUNHA, 2016).

Os resultados do MLST podem apresentar diferentes expressoes fenotipicas em termos
de resisténcia aos antimicrobianos, viruléncia e patogénese. As andlises por MLST podem
também contribuir para elucidar a ocorréncia de recombinagdes e de espécies criticas
intraespecificas. Sequéncias alélicas e perfis ST obtidos sao compartilhados em bancos de
dados on-line, o que permite a padronizagdo e posteriormente comparagao dos dados obtidos
com outros estudos (CUNHA, 2016; SANTOS, 2019).

No entanto, a falta de diversidade de genomas completos, bem como a presenga de
espécies recentemente emergidas, pode produzir resultados de MLST muito limitados em
poder discriminatdrio, onde nem todas as bactérias poderiam ser cultivadas com eficiéncia
(EDERVEEN et al., 2019; PEREZ-LOSADA et al., 2013). Além do mais, ha dificuldade de
uso, falta de agilidade, acessibilidade limitada e o alto custo envolvido (BOCCIA et al.,
2015). Desta forma, uma alternativa mais rapida, barata, de facil uso e alto poder
discriminatorio para algumas espécies é a Tipagem por Sequenciamento de Unico Locus, do
inglés Single-locus Sequence Typing (SLST), a qual necessita de uma quantidade limitada de
DNA a ser sequenciado, mas ¢ imperativo selecionar sequencias genéticas que sejam
altamente varidaveis (BOCCIA ef al., 2015). Para esta metodologia, existem varias regioes do
gene que podem ser analisadas com grande variabilidade, no entanto, dependendo da espécie
bacteriana a ser analisada, utiliza-se inicialmente um marcador especifico, ndo sendo uma
técnica padronizada (CUNHA, 2016).

Os marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA responsaveis por estabelecer quais
microrganismos pertencem a uma mesma linhagem evolutiva, estas regides devem pertencer a
uma taxa evolutiva mediana que possua sitios suficientemente variaveis e permitam uma boa
resolucao filogenética, desta forma sdao uma ferramenta de facil detec¢do e de grande
importancia na classificagdao taxondmica e organizagao de espécies (CHRISTOFF, 2016).

O gene 16S rDNA devido sua presenga em todos os procariotos, possui tanto regides
conservadas como varidveis que evoluem em taxas diferentes e fornecem informagdes
essenciais na determinagdo de relacdes filogenéticas proximas e distantes, ¢ considerado o
padrdo ouro para a taxonomia bacteriana (CUNHA, 2016). As nove regides hipervariaveis do
16S sdo diferentes entre si e a combinagcdo escolhida pode ampliar a capacidade de
identificagdo de espécies. A regido V3 contém maior nimero de sitios varidveis deste gene

podendo ser diferenciada entre a maioria das bactérias e, quando analisado juntamente com a
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regido V4, possibilita a andlise em sequenciamento de nova geracdo sem necessidade de
cultivo prévio (CHRISTOFF, 2016).

Para a identificacao de fungos sao utilizadas como marcadores as regides ITS, as quais
sao regides de espagamento entre os trés genes, 18S, 5.8S e 28S, e estdo entre os melhores
marcadores possiveis para esta finalidade. Tem como vantagem o aumento do nivel de
sensibilidade, visto que as regides ITS podem chegar a 250 copias por célula, garantindo a
deteccdo mesmo com pouca presenca na amostra (CHRISTOFF, 2016). Desta forma ¢
possivel identificar a microbiota de qualquer alimento, entre eles os embutidos fermentados
artesanais, emergindo os estudos relacionados a metataxonomica e metagendmica de produtos
carneos fermentados (FERROCINO et al., 2017; FRANCIOSA et al., 2018).

A metataxonOmica destaca-se por executar o sequenciamento para a identificacao de
toda a microbiota de uma amostra através de genes marcadores. Esta metodologia apresenta
resultados a nivel taxonémico do filo até a espécie do microrganismo identificado, utilizando
ferramentas de bioinformatica e bancos de dados publicos como o GreenGene e
RibosomalDatabase (DE CESARE, 2019; FRANCIOSA et al., 2018). Por outro lado, a
metagendmica ¢ uma abordagem que caracteriza o metagenoma € o microbioma sem
necessitar de um unico gene especifico. Esta técnica realiza o sequenciamento tipo shotgun,
processo que rompe aleatoriamente longas moléculas de DNA e depois sequencia os
fragmentos de DNA resultantes vindos de locais diferentes da molécula original. Os dados
deste sequenciamento fornecem informagdes sobre os organismos presentes € 0s genes
funcionais na amostra (DE CESARE, 2019).

Com isso, a aplicacdo da andlise metagendmica tem maior funcionalidade quando
utilizada em alimentos que contém uma diversidade de microrganismos elevada (JONES,
2017). Estudos metagendmicos sdo encontrados para a andlise de carneos, como embutidos
fermentados de carne de porco, possibilitando o acompanhamento da microbiota ao longo do
processo fermentativo para o melhor entendimento dos microrganismos presentes e
comparagoes de microbiotas naturais ou adicionadas de culturas starters (FERROCINO et al.,
2017; GIELLO et al., 2018). A identificagdo de comunidades microbianas em produtos
carneos com o uso destes métodos moleculares, possibilita entender a relagdo entre os
microrganismos, suas atividades e funcionalidades no alimento (FRANCIOSA et al., 2018).
Desta forma, entender o desenvolvimento microbiologico ao longo da fermentagdo do
embutido, identificando quais cepas interferem negativamente nas caracteristicas

organolépticas e na deterioracio do produto e quais atuam de maneira benéfica na
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fermentagdo produzindo compostos responsaveis pela cor e aroma caracteristicos do embutido
fermentado artesanal, possibilita o desenvolvimento de culturas starters para produtos
artesanais, as quais garantem a qualidade higi€nica-sanitdria ¢ mantenham a qualidade
sensorial do produto (FRANCIOSA et al., 2018; FUKA et al., 2020; SANTIYANONT et al.,
2019).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1ELABORACAO DO SALAME

O preparo do embutido carneo fermentado, representado na Figura 6, foi realizado no
outono de 2020 no local de producgéo tradicionalmente utilizado para o processamento de
embutido carneo artesanal, por produtor artesanal, no extremo oeste de Santa Catarina. O
processo iniciou com a obtencdo de carne de porco que constituiu 85% da matéria prima. A
carne passou pelo processo de moagem e adicionou-se o toucinho previamente moido que
constituiu os 15% restantes da matéria prima. Logo apos, foi adicionado os demais
ingredientes com porcentagem em relacdo a matéria prima (carne + toucinho), 2,5% de sal
refinado extra iodado (Refinaria de Sal Graca LTDA, Mossoro, Rio Grande do Norte, Brasil),
0,03% pimenta preta (Valar Industria de Alimentos, Sdo Miguel do Oeste, Santa Catarina,
Brasil), 0,015% de alho (produtor artesanal), 0,12% de acUcar (Estrela, Usina Passa Tempo,
Rio Brilhante, Mato Grosso do Sul, Brasil) e 5mL de vinagre a cada Kg (produtos artesanal).
Entdo homogeneizou-se a massa e realizou-se 0 embutimento em tripa natural seca de bovino
calibre 42 (Vita envoltérios, Getllio Vargas, Rio Grande do Sul, Brasil) previamente
higienizada. Este processo foi realizado para a obtencdo das amostras do tempo 0, 14 e 28
dias de maturacéo realizadas em triplicata com peso aproximado de 200g cada.

Apds o embutimento, as amostras do tempo O de maturacdo foram embaladas e
armazenadas a -18°C para posterior analise. As amostras dos tempos 14 e 28 dias foram
defumadas por 3h sob fumaca intensa. Entdo as amostras foram levadas a um local arejado
onde ficaram ao longo do periodo de maturacdo para posterior procedimento de armazenagem

conforme descrito para o tempo 0 anteriormente.
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Figura 6. Fluxograma de producéo de salame artesanal
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Fonte: Do autor (2020).

3.2 ANALISE METAGENOMICA

As amostras do tempo 0, 14 e 28 dias de maturacdo foram descongeladas e
utilizando-se bag estéril, pesou-se uma aliquota de 25 g da amostra a qual foi homogeneizada
com 225 mL de solucdo salina triptonada. Posteriormente, a extracdo de DNA foi realizada
utilizando-se a técnica de beads magnéticas, com um protocolo proprietario (Neoprospecta
Microbiome Technologies, Brasil). A identificacdo de bactérias nos tempos 0, 14 e 28 dias foi
realizada utilizando-se o sequenciamento de alto desempenho das regides V3/V4 do gene 16S
rRNA. O preparo das bibliotecas seguiu um protocolo proprietario (Neoprospecta
Microbiome Technologies, Brasil). Foi realizada a amplificacdo com primers para regido V3-
V4 do gene rRNA 16S, 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) (WANG; QIAN, 2009)) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (CAPORASO et al., 2012). A reacdo de PCR foi

realizada em triplicata utilizando Platinum Tagq Polymerase (Invitrogen, EUA) com as
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seguintes condigdes: 95 °C por 5min, 25 ciclos de 95 °C por 45s, 55 °C por 30s e 72 °C por
45s e uma extensdo final de 72 °C por 2min. A preparacdo da biblioteca (anexo de
adaptadores TruSeq, purificacdo com esferas AMPureXP e a quantificacdo por gPCR) foi
realizada usando o protocolo de preparacédo da biblioteca Illumina 16S (nota técnica Illumina
15044223 Rev. B) (MENEZES et al., 2020). As bibliotecas foram sequenciadas utilizando-se
0 equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA) e o kit V2, com 300 ciclos e

sequenciamento single-end.

3.3 BIOINFORMATICA

As sequéncias foram analisadas por meio de um pipeline proprietario (Neoprospecta
Microbiome Technologies, Brasil). Resumidamente, todas as sequéncias de DNA resultantes
do sequenciamento passaram, individualmente, por um filtro de qualidade, utilizando como
base 0 somatorio das probabilidades de erro de suas bases, permitindo no méximo 1% de erro
acumulado. Posteriormente, foram removidas as sequéncias de DNA correspondentes aos
adaptadores da tecnologia Illumina. As sequéncias que passaram pelos procedimentos iniciais
e que tiveram 100% de identidade foram agrupadas em filotipos/clusters e foram utilizadas
para identificacdo taxonémica, por comparacdo com banco de dados de sequéncias acuradas
de 16S rRNA (NeoRef, Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). A fim de avaliar as
mudancas da comunidade microbiana entre as amostras, unidades taxondmicas operacionais
(OTUs) foram somados nos mesmos géneros e a abundéancia relativa de cada género foi
comparada com um mapa de calor no pacote de software Quantitative Insights into Microbial
Ecology (Qiime).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da analise metagenémica foram encontrados 335.024 reads dos quais apenas
784 estavam presentes antes do inicio da maturacdo, quantidade menor que as encontradas
para os dias 14 e 28 de maturacdo, com 167.664 e 166.576 reads, respectivamente. Read é o
resultado obtido ap0s o sequenciamento de genomas através de métodos de sequenciamento
de alto desempenho, corresponde a sequéncias de poucos pares de base provenientes do DNA
previamente extraido, correlacionando a qual espécie estes pares de base pertencem a fim de
identificar o organismo presente. Ao encontrar 0S organismos nos quais pertencem os reads
torna-se possivel a andlise da quantidade e diversidade dos organismos encontrados,
identificando possiveis genes de interesse industrial ou clinica (PEREIRA, 2014).

A complexidade da microbiota inicial do embutido carneo fermentado é algo
esperado uma vez que possivelmente a microbiota do ambiente onde ocorreu a elaboracdo do
salame também apresenta-se complexa. A microbiota inicial do produto estd correlacionada
com o material da superficie nos quais foram processadas as amostras apos a etapa de abate,
além dos utensilios utilizados no processamento do salame, a microbiota presente no ar e a
microbiota superficial das pecas carneas. Além disso, superficies porosas podem apresentar
maior aderéncia de bactérias com possivel formacao de biofilmes uma vez que estes materiais
dificultam a limpeza completa e adequada (STELLATO et al., 2016).

A abundancia relativa de microrganismos classificados quanto aos filos presentes nas
amostras de salame provenientes do tempo 0, 14 e 28 dias de maturacdo podem ser
observados na Figura 7. Na amostra de salame coletada antes do inicio da maturacdo (Dia 0),
destacou-se o filo Proteobacteria como o mais abundante na amostra (56,63%), seguido dos
filos Firmicutes (23,85%), Actinobacteria (12,50%) e Bacteroidetes (7,02%). Enquanto isso,
na amostra com 14 dias de maturacdo, houve um aumento na abundéancia relativa de bactérias
do filo Proteobacteria (80,56%), seguida dos filos Firmicutes (18,19%), Actinobacteria
(0,69%), Bacteroidetes (0,54%) e Cyanobacteria (0,02%). Lv et al. (2019) em estudo sobre a
abundancia microbiana em carnes acidas, também observaram que o filo Proteobacteria
apresentou maior abundancia nos primeiros dia de maturagdo (89,19%). Por outro lado, o
salame com 28 dias de maturacédo, apresentou maior abundancia do filo Firmicutes (81,22%),
seguido dos filos Proteobacteria (17,60%), Actinobacteria (0,75%), Bacteroidetes (0,39%),
Cyanobacteria (0,02%) e Euryarchaeota (0,01%). Desta forma, pode-se perceber que entre 0s

dias 14 e 28 de maturacdo as bactérias do filo Firmicutes desenvolveram-se com mais
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intensidade, sendo as responsaveis pela finalizacdo do processo, assim como observado por
Lv et al. (2019) onde a presenca do filo Firmicutes atingiu 95% das unidades taxonémicas

operacionais (OTUS) ao final dos 28 dias de fermentacdo de carne &cida.

Figura 7. Abundancia relativa de filos presentes no salame artesanal ao longo do tempo de

maturacao.
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Fonte: Do autor (2020).

Em relacdo a abundancia dos géneros de bactérias na amostra de salame no tempo 0
(Figura 8a) foi possivel constatar que os géneros mais abundantes foram Acinetobacter spp.,
Enterobacter spp., Enterococcus spp. e Bacillus spp. dos quais os dois primeiros géneros séo
pertencentes ao filo Proteobacteria, filo mais abundante desta amostra, e os dois ultimos
géneros pertencentes ao filo Firmicutes, segundo género mais abundante desta amostra. Por
outro lado, Fuka e colaboradores (2020) encontraram Bacillus spp. como o género mais
abundante no inicio da maturagdo em embutidos fermentados de carne de caca destacando
este como um dos géneros com potencial de deterioragcdo do produto. No entanto, nem sempre
este género esta relacionado a deterioragdo de alimentos ou intoxicagao alimentar, isso porque

algumas espécies deste género também apresentam potencial probidtico podendo trazer
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beneficios a saude do consumidor (ABRIOUEL et al, 2011). Desta forma torna-se
interessante a investigacao das espécies presentes ao longo da fermentacao do embutido.

A presenca de Bacillus clausii relatada no salame do dia O de matura¢cdo como uma
das espécies de maior abundéncia (4,5%) (Figura 9), poderia ser relatada com grande interesse
para a industria de alimentos devido as suas propriedades probidticas e producdo de protease
alcalina (DOS SANTOS; AMENDOLA; DOS SANTOS, 2019; SANTOS, 2018; VARGAS,
2019). No entanto, seu crescimento em embutidos carneos fermentados € indesejavel em
razdo de seu metabolismo, o qual consome glicose produzindo amdnia. Posteriormente,
devido a grande quantidade de proteina presente no meio este induz a producdo de protease
alcalina, aumentando o pH do alimento podendo favorecer o crescimento de microrganismos
patdgenos e outros indesejaveis (TABANDEH et al., 2011).

A presenca de Enterococcus spp. € Acinetobacter spp. nas amostras antes do inicio
da maturagdo pode ser justificada uma vez que estes sdo grupos de microrganismos que estao
presentes em grandes concentragdes na microflora nativa de carnes cruas (GUERRERO-
LEGARRETA, 2014). As espécies de bactérias encontradas com maior abundancia relativa
no salame antes do inicio da maturacdo pertencentes a estes géneros sdo Enterococcus
casseliflavus (7,6 %), Enterococcus cloacae (5,6 %) e Acinetobacter baumannii (6,1 %).

A abundancia relativa de Enterococcus cloacae pode ter sido proveniente de
contaminacdo através do solo ou agua e presenca em biofilmes nos equipamentos utilizados
para o abate e producdo do salame e seu desenvolvimento ao longo do processo fermentativo
pode ocorrer devido a sua capacidade de fermentar glicose (DAVIN-REGLI; PAGA'S, 2015;
MEZZATESTA; GONA; STEFANI, 2012; NYENJE et al., 2012; OLIVEIRA, 2011,
PINHEIRO; COITINHO; STOPIGLIA, 2017). Enquanto isso, a presenca de Enterococcus
casseliflavus em alimentos, bactéria com maior abundancia relativa no inicio da maturacdo do
salame artesanal, pode ter ocorrido de forma endogena, proveniente do proprio animal, ou
exogena, ocasionada pela contaminacdo do abate até o final do processamento, atraves do
solo, 4gua, equipamentos e operadores. Pertencem ao grupo de bactérias acido laticas (BAL),

apresentando um papel importante na etapa de fermentacéo do alimento (FALCAO, 2018).
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Figura 8. Géneros de bactérias mais abundantes no salame com 0 (a), 14 (b) e 28 (c) dias de

maturacao.
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Figura 9. Abundéncia relativa das espécies bacterianas presentes no salame sem maturacdo

(dia 0).
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H& relatos da presenca de Enterococcus casseliflavus em carne de frango, leites e
derivados atuando como BAL e apresentando capacidade inibitéria de microrganismos
patogénicos como Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes as quais ndo estiveram
presentes no salame artesanal naturalmente fermentado em nenhum dia ao longo do periodo
de maturagdo (GOMES, 2013). Desta forma, a presenca de E. casseliflavus no salame no
tempo zero de maturagdo representa um potencial de seu crescimento e possivelmente um
auxilio na inibicdo de crescimento de determinados patdgenos, auxiliando na seguranca do
produto final.

A espécie Acinetobacter baumannii pode estar presente devido as condi¢bes de
manejo do animal, forma de abate, forma de processamento e embalagem do alimento. Foi
relatada sua presenca em carnes in naturas como peito de peru, peito de frango e carne bovina
recém cortada, que podem atuar como veiculo de transmissdo desse patdgeno
(CARVALHEIRA et al., 2017; FAROUK et al., 2020; KOZINSKA et al., 2014;
SANTIYANONT et al., 2019).

Outras espécies ndo correlacionadas com os géneros mais abundantes, mas que
destacaram-se por suas abundancias relativas no inicio do processo fermentativo (tempo 0)
sdo Wautersiella falsenii (5,7 %), Pantoea dispersas (5,2 %), Leucobacter tardus (4,9 %),
Stenotrophomonas maltophilia (3,9 %), e Escherichia coli (3,9 %). A presenca de
Wautersiella falsenii, anteriormente denominada de Empedobacter falsenii pode estar
correlacionada com tabuas de cortes de madeira e de plastico utilizadas no processamento do
salame (ABDUL-MUTALIB et al., 2015). Essa espécie de bactéria apresenta potencial de
crescimento ao longo do periodo de maturacdo do salame uma vez que fermentam glicose,
substrato presente na formulacdo do salame (COLLINS et al., 2018; ZAMAN et al., 2017;
ZENG et al., 2020).

Outra consequéncia das possiveis més condi¢Bes higiénico-sanitarias do local de
processamento é a presenca de Stenotrophomonas maltophilia, anteriormente isolada em
carne de porco (PERUZY et al., 2020). Podem ser provenientes de biofilmes nas superficies e
equipamentos, os quais quando presentes sdo mais resistentes a acdo de sanitizantes, a qual,
juntamente com uma higienizacdo inadequada dos equipamentos, pode ter causado a
contaminagdo. Por ndo apresentarem metabolismo fermentativo tendem a diminuir a sua
abundancia ao longo do periodo de maturacdo, caracteristica esperada uma vez que este
microrganismo tem potencial patogénico (BROOKE, 2012; LOONEY; NARITA,
MUHLEMANN, 2009).
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Escherichia coli também encontrada no salame no inicio da maturacdo tem sua
abundancia correlacionada com a possivel contaminacdo na evisceracdo, ma condicdo de
higienizacdo das mdos dos operadores no processo de abate e elaboracdo dos embutidos
carneos fermentados (BUSCONI; ZACCONI; SCOLARI, 2014; CHARLERMROJ et al.,
2019; DE CARVALHO, 2014; HESSAIN et al., 2015; SCHAFFNER; SMITH-SIMPSON,
2014). Ha relatos da presenca de E. coli em salames coloniais comercializados em feiras
livres e também fermentados espontaneamente. Porém, a concentracao desta espécie tende a
diminuir ao longo da fermentacdo devido a presenca de bactérias fermentadoras com
producdo de &cido latico que acidificam o meio (BUSCONI; ZACCONI; SCOLARI, 2014;
POLKA et al., 2015; SETTANNI et al., 2020).

A presenca de bactérias indesejaveis no produto no inicio da maturacdo pode estar
relacionada ndo somente as condi¢des higiénicas do local e dos operadores, mas também
podem ser devido a contaminacgdo pela microbiota presente nas matérias-primas (STELLATO
et al., 2016). Pantoea dispersas, anteriormente conhecida como Enterobacter agglomerans,
foi relatada entre as nove espécies mais abundante no inicio da maturacdo de salame, e pode
ter sido proveniente do vinagre artesanal adicionado como matéria prima do salame uma vez
que esta faz parte da microbiota presente em uvas saudaveis e também ja foi encontrada em
vinhos, apesar de sofrer reducdo durante a fermentacdo do mosto (FUDGE et al., 2016;
NISIOTOU et al., 2011; ZHANG et al., 2018).

Apesar da presenca de bactérias potencialmente patogénicas, vale ressaltar que a
quantidade de reads encontradas em cada espécie presente no salame do dia O foram
inferiores as encontradas para os dias 14 e 28 de maturacdo (Tabela 3). Estes resultados
demonstram uma microbiota com grande diversidade, mas com baixa concentracdo de
bactérias as quais ndo necessariamente se apresentavam viaveis e com potencial de
multiplicacdo uma vez que estamos analisando a presenca do DNA e nédo da viabilidade das

mesmas.
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Tabela 3. Quantidade de sequéncias identificadas das espécies mais abundantes ao longo do
periodo de maturagéo.

Espécies Sequéncias
Dia0 Dial4 Dia28

Acinetobacter baumannii 46 831 1151
Acinetobacter bereziniae 7 5444 446
Acinetobacter calcoaceticus 23 177 241
Acinetobacter johnsonii 5 4251 247
Acinetobacter tandoii 9 13743 245
Acinetobacter tjernbergiae 0 1273 178
Acinetobacter ursingii 11 231 148
Acinetobacter venetianus 0 5371 1027
Aeromonas dhakensis 0 9515 42
Aeromonas hydrophila 0 2579 66
Aeromonas veronii 3 2981 115
Aquitalea magnusonii 0 1131 387
Bacillus clausii 34 285 254
Bacillus subtilis group 14 453 373
Bacillus thermoamylovorans 19 39 24
Cellulosimicrobium cellulans 18 236 124
Citrobacter freundii 21 25391 9363
Citrobacter murliniae 4 1898 656
Citrobacter werkmanii 0 1790 1023
Comamonas kerstersii 11 230 255
Companilactpbacillus farciminis 0 13118 16180
Enterobacter aerogenes 14 17411 1298
Enterobacter cloacae 42 11916 2554
Enterobacter hormaechei 20 166 194
Enterobacteriaceae bacterium 0 7531 1717
Enterococcus casseliflavus 57 615 675
Enterococcus italicus 11 26 46
Escherichia coli 29 4 6
Kluyvera ascorbata 0 2507 282
Kosakonia cowanii 23 55 113
Lactiplantibacillus plantarum sbsp. 0 4276 1512
plantarum

Lactiplantibacillus xiangfangensis 0 3140 1580
Leucobacter tardus 37 28 33
Ligilactobacillus acidipiscis 0 423 1124
levilactobacillus brevis 0 1475 1848
Luteimonas aestuarii 14 43 114
Morganella morganii 0 1109 584

Pantoea ananatis 13 27 67
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Pantoea dispersa 39 199 380
Pectobacterium carotovorum 10 4 20
Pseudomonas fulva 18 86 143
Raoultella terrigena 0 1036 36
Rhodococcus phenolicus 27 0 14
Sediminihabitans luteus 14 0 0
Staphylococcus saprophyticus 1 68 103588
Staphylococcus warneri 0 807 1718
Stenotrophomonas maltophilia 30 1142 199
Ureibacillus suwonensis 10 12 12
wautersiella falsenii 43 203 139
Weissella confusa 21 282 242
Weissella paramesenteroides 16 270 160
Yokenella regensburgei 1 5308 1526
outros 69 16528 12107

Fonte: Do autor (2020).

Com o inicio do processo de fermentagdo do produto e chegando ao 14° dia de
maturacdo os géneros Acinetobacter, Enterobacter, Citrobacter, Lactobacillus e Aeromonas
apresentaram-se com maior abundéncia relativa (Figura 8b). Acinetobacter spp. apresentou
maior abundancia no salame com 14 dias de maturacao (8b) e pode ter seu desenvolvimento
no inicio do processo de maturacao justificado devido a capacidade deste género em utilizar
diferentes fontes de carbono como hidrocarbonetos, alcoois, aminoacidos, acidos alifaticos,
acUcares pentoses € componentes aromaticos, além de apresentarem crescimento em
diferentes condi¢des de pH, temperatura e altas taxas de umidade (CHAGAS, 2015). Além
disso, as bactérias pertencentes ao Citrobacter spp. também sdo fermentadores de glicose
produzindo acidos organicos e para seu desenvolvimento requerem atividade de agua acima
de 0,95 e pH superior a 4,5. Estes microrganismos sdao bons indicadores de niveis de higiene
no processo de producdo de alimentos, indicando praticas de higiene precaria que podem estar
relacionadas a todo o processo produtivo do salame (FEINER, 2006). Outro género que
também pode ser relacionado a seguranca do alimento € Enterobacter spp. Este género,
encontrado em ambas as amostras (Dia 0 e Dia 14), apresenta-se em grande quantidade de
alimentos, uma vez que crescem em uma ampla faixa de temperatura e fermentam
carboidratos produzindo acidos organicos, sendo responsavel pelo desenvolvimento de sabor
estranho, producdo de gés e formacdo de limo em derivados carneos como subprodutos

metabolicos, causando danos no produto final (FEINER, 2006).
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A espécie Citrobacter freudii, apresentou aumento de 3% para 10% ao longo dos 14
dias iniciais de maturacdo na amostra de salame (Figura 10). Seu desenvolvimento bem como
0 desenvolvimento de E. cloacae (8,6 %) e E. aerogenes (12,6 %) no salame do dia 14
(Figura 10) esta correlacionado a descarboxilacdo de aminoacidos com possivel producéo de
aminas biogénicas. Aminas biogénicas como a putrescina podem ser produzidas por C.
freundii, e a histidina por E. aerogenes e E. cloacae e, quando ingeridas em altas
concentracdes, podem ocasionar dores de cabeca, problemas gastricos e intestinais ao
consumidor (DURLU-OZKAYA; AYHAN; VURAL, 2001). Além disso, em embutidos
fermentados as duas Ultimas espécies citadas geralmente se apresentam em baixas
quantidades, porém quando presente em grande abundancia nesses produtos é explicado por
um possivel armazenamento inadequado da matéria prima, ou fermentacdo incorreta,
aumentando assim a descarboxilacéo no inicio da fabricacdo (SARKADI, 2020). Desta forma,
pode-se supor que o processo de producdo, bem como as condi¢bes fornecidas para a
fermentacdo ao longo da maturacdo até o 14° da de maturacdo, favoreceram o
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis caracterizando-se como uma fermentagéo
ndo ideal.

Aeromonas spp. presente de maneira abundante na amostra de salame no dia 14
(Figura 8b) também pode estar diretamente ligado com as condigdes de manuseio e
processamento da carne e gordura, da lavagem da carcaca com agua contaminada, bem como
a falta de higienizag¢do adequada ao longo da elabora¢do do produto (STRATEV; VASHIN;
RUSEV, 2012). Uma abordagem para reduzir a contagem de Aeromonas spp. ¢ escaldar a
superficie interna e externa de carcacas com agua a 80°C no processo de abate, cuidando para
ndo haver recontamina¢do durante o manuseio e processamento adicionais como na
maturagdo (LEVIN, 2014). No entanto este processo deve ser feito com temperaturas de 62 a
72 °C conforme Portaria do MAPA N° 1.304, de 7 de agosto de 2018 (BRASIL, 2018). Outro
estudo também encontrou Aeromonas spp. como dominantes no inicio do processo do
embutido fermentado, porém ao longo da fermentagdo este género ndo apresentou-se com
concentragdes significativas (LV et al., 2019). O desenvolvimento de Aeromonas no inicio do
processo fermentativo esta relacionado ao pH e niveis de sal insuficientes para a inibi¢do do
seu desenvolvimento, porém a medida que ocorre o abaixamento do pH o crescimento de
Aeromonas tende a diminuir. Vale ressaltar que diversas espécies deste género apresentam-se

como um agente emergente de doengas transmitidas por alimentos e requerem aten¢ao quando
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presentes nos produtos prontos para o consumo tornando interessante o estudo das espécies

presentes no produto final (FONTES et al., 2012).

Figura 10. Espécies com maior abundancia relativa presentes no salame com 14 dias de

fermentacéo.
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Fonte: Do autor (2020).
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Aeromonas dhakensis (6,9 %) também apresenta-se como microrganismo indesejavel
no 14° dia de maturacdo devido seu potencial patogénico. Até o momento, ndo hé relatos de
A. dhakensis em embutidos carneos fermentados, mas seu aparecimento no salame artesanal
naturalmente fermentado pode ter ocorrido pela contaminacdo através da agua utilizada no
processamento e manipulagdo dos embutidos carneos fermentados ao longo da maturacéo
com possivel crescimento devido sua capacidade de realizar fermentacdo (CHEN; LAMY;
KO, 2016; LAU et al., 2020; ZHONG et al., 2019).

Por outro lado, ao longo do processo fermentativo ocorre o desenvolvimento de
bactérias acido laticas (BAL) como, por exemplo, 0s anteriormente denominados
Lactobacillus (que agora também fazem parte de outros géneros apds reclassificacao)
(ZHENG et al., 2020), Micrococcus, Pediococcus e Leuconostoc. Estes géneros anteriormente
pertencentes ao género Lactobacillus, também presentes em grande quantidade no salame do
dia 14 (Figura 8b) tem a capacidade de fermentar os acuUcares presentes produzindo acido
latico, baixando o pH do produto e consequentemente fazendo com que as fibras da carne
desidratem-se, acelerando esse processo. O seu desenvolvimento contribui para o controle de
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis como patogénicos e deteriorantes citados
anteriormente, melhora a cor e caracterizando o sabor &cido do produto final (SENTER,
2014). Desta forma, recomenda-se que seja utilizado leite em pd na formulacdo do salame, o
que ndo foi realizado neste estudo. O uso do leite em po pode ser justificado devido a
incapacidade de algumas bactérias patogénicas e deteriorantes de metabolizar a lactose,
caracteristica esta das bactérias acido laticas (TERRA; FRIES; TERRA, 2004). Sendo assim,
quando a lactose ¢ utilizada em substituicao a sacarose ¢ possivel verificar um aumento na
quantidade de bactérias 4cido laticas, com consequente diminuicdo de patdgenos e
deteriorantes (DEDUCH, 2018; KROCKEL et al., 2003).

No salame com 14 dias de maturagdo podemos perceber uma crescente abundancia
de Companilactobacillus spp., anteriormente pertencente ao género Lactobacillus, que
continua sua multiplicagdo e abundancia at¢ o 28° dia de maturagdao (Figura 10). Outros
estudos demonstraram maior abundancia do anteriormente denominado Lactobacillus spp. em
embutidos cérneos fermentados produzidos com carnes de porco e de diferentes espécies
como veado e javali em comparagdo ao nosso trabalho (FERROCINO et al., 2017; FUKA et
al., 2020; POLKA et al., 2015). Vale ressaltar que, apesar de apresentar abundancia relativa
de 14% em conjunto (Figura 8b), as bactérias acido laticas dos géneros Companilactobacillus

spp., Lactiplantibacillus spp., Ligilactobacillus spp. e Levilactobacillus spp. ndo foram
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dominantes ao longo da fermentagdo e outras bactérias acido laticas apresentaram pouca ou
nenhuma abundancia relativa. Desta forma, uma vez que a presenca de BAL ndo apresenta
uma abundancia dominante nas amostras de salames fermentados naturalmente, ou seja, sem
uso de cultura starter, o tempo para conseguir o pH adequado para inibicdo do
desenvolvimento de microrganismos patogénicos se torna maior e, consequentemente alguns
microrganismos indesejaveis podem se desenvolver no alimento (SENTER, 2014).

Apesar de grande parte das espeécies relatadas na maturacdo no 14° dia apresentarem-
se com crescimento indesejavel no salame, a espécie Companilactobacillus farciminis
apresentou a quarta maior abundancia relativa nessa amostra (9,5 %). Esta espécie apresenta
caracteristicas desejaveis com potencial de desenvolvimento ao longo do periodo de
maturacdo. E uma bactéria do grupo BAL que faz parte da microbiota natural de embutidos
carneos fermentados espontaneamente (POLKA et al., 2015; TU et al., 2010). Essa bactéria
apresenta papel importante para esse produto, pois é responsavel pela diminuicdo do pH que
auxilia na seguranca microbioldgica final dos salames. Esta reacdo ocorre juntamente com a
producdo de bacteriocinas, que garante a estabilidade e firmeza do embutido, além de
produzirem compostos volateis e possuirem atividade proteolitica (ASPRI; TSALTAS, 2020).
Além disso, apresentam capacidade de reducdo de nitrato a nitrito que auxilia na formacao de
cor, sabor e odor inicial e atua no hospedeiro com potencial probiético que, quando
administrados em quantidades adequadas, pode trazer beneficios ao consumidor apresentando
potencial para sua aplicacdo como cultura starter (FELDMANN, 2015; SAYAS-BARBERA
etal., 2012).

Ao final do processo de maturacao (dia 28), apesar de haver abundancia significativa
de Companilactobacillus spp. (10%), houve maior abundancia de Staphylococcus spp. (63%)
(Figura 8c), caracteristica ja esperada uma vez que o processo fermentativo ocorreu por vias
naturais, ¢ foi semelhante ao relatado por Wang e colaboradores (2018). Estes e outros
microrganismos, quando coagulase negativa, representam um papel importante ao final da
maturagdo uma vez que produzem enzimas proteoliticas e lipoliticas responséveis pela
liberacdo de compostos de baixo peso molecular como peptideos, aminoacidos, aldeidos,
aminas e acidos graxos livres, modificando o perfil aroméatico do produto final (COCOLIN;
RANTSIOU, 2012).

C. farciminis apresentou desenvolvimento até o 28° dia de maturacdo (9,8 %),
atuando no processo fermentativo juntamente com Staphylococcus saprophyticus, espécie

com maior abundancia no 28° dia (62,6 %), auxiliando até o final do processo fermentativo
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(Figura 11). S. saprophyticus é uma bactéria considerada contaminante comum em alimentos
de origem animal (SOMMERS et al., 2017; WIDERSTROM et al., 2012). Além disso, é
coagulase negativa e ndo apresenta atividade de reducdo de nitrito, porém ao longo do
processo fermentativo apresenta producdo de compostos volateis, e réapida taxa de
acidificacdo o que auxilia no abaixamento de pH e maior seguranga microbioldgica do
produto (SANCHEZ MAINAR; STAVROPOULOU; LEROY, 2017). Ha relatos de sua
presenca em embutidos naturalmente fermentados taiwandéses e em salames artesanais
apresentando-se entre as espécies mais abundantes (CHARMPI et al., 2020; TU et al., 2010).
Porém, uma vez que este microrganismo apresenta potencial patogénico, sua adigdo como
cultura starter ndo deve ser recomendada e sua presenga avaliada com cautela.

Neste estudo ndo foram utilizados sais de cura par a fabricacdo de salame artesanal.
Porém, conforme recomendado por outros autores, a utilizagdo de sais de cura, como nitrito ¢
nitrato de so6dio ou de potassio, na formulacdo do embutido cérneo fermentado poderia
auxiliar no controle microbioldgico, tornando o alimento seguro para o consumo (LIPSKI,
2017; PEREIRA; BARCELLOS; BERSOT, 2019). Esses sais apresentam capacidade
inibitéria de microrganismos patogénicos, inibindo o crescimento de células vegetativas e
seus esporos através da formacao de acido nitroso e a reacao de seus compostos (GUEVARA,
2014). Além disso, a utilizagdo de sais de cura auxiliam na formagdo de sabor e aroma
caracteristico e protegem o produto da oxidacao lipidica (DE CARVALHO, 2014).

Vale ressaltar que o uso de método genotipico para a identificacdo dos
microrganismos presentes no salame tornou possivel a identificacdo de espécies de
microrganismos presentes que possivelmente nao poderiam ser detectados utilizando métodos
tradicionais de identificagdo microbiana. Isto porque somente microrganismos facilmente
cultivaveis seriam detectados em métodos tradicionais, enquanto 0s que necessitam de meios
de cultura mais complexos ou que se encontravam injuriados ndo seriam quantificados
(RANTSIOU et al., 2005).



Figura 11. Espécies com maior abundancia relativa presentes no salame com 28 dias de

fermentacéo.

Staphylococcus saprophyticus
outros

Companilactobacillus farciminis
Citrobacter freundii

Enterobacter cloacae
Levilactobacillus brevis
Staphylococcus warneri
Enterobacteriaceae bacterium
Lactiplantibacillus xiangfangensis

Yokenella regensburgei

Lactiplantibacillus plantarum subsp.
plantarum

Enterobacter aerogenes
Acinetobacter baumannii
Ligilactobacillus acidipiscis
Acinetobacter venetianus

Citrobacter werkmanii

0,5 2 8 32
Abundancia relativa (%)

Fonte: Do autor (2020)

48



49

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o salame artesanal fermentado
espontaneamente apresentou uma grande diversidade ao longo do periodo de matura¢do com
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e possiveis patégenos. No entanto, com a
acidificacdo do meio ao longo do processo fermentativo houve a reducdo de patégenos e
deteriorantes com o surgimento de bactérias acido laticas. Desta forma, Companilactobacillus
farciminis destacou-se como bactéria &cido latica presente nos dias 14 e 28 dias de maturacéo,
sendo responsavel por grande parte do desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do
salame artesanal, apresentando potencial para possivel aplicacdo como cultura starter.
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