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RESUMO

Alimentos artesanais tém sido amplamente produzidos ao longo dos anos em todos os locais
do mundo, e nos ultimos anos uma atencdo especial vém sendo dada a essa classe de
alimentos, incluindo os embutidos carneos artesanais. A fermentacao de alimentos artesanais
se caracteriza pela auséncia do uso de culturas starters, ou seja, 0s microrganismos que
participam do processo podem ser oriundos da propria matéria prima utilizada, do ambiente
que circunda o processo, dos utensilios e dos manipuladores. Geralmente as bactérias tém sido
protagonistas nos estudos sobre os processos fermentativos em embutidos carneos, contudo,
estudos recentes estdo revelando que os fungos exercem funcdes tdo importantes quanto as
bactérias ao longo de todo o processo de fermentacdo e maturacao. Levando em consideracao
a importancia dos fungos para o processo fermentativo, este trabalho visa apresentar uma
revisdo bibliografica acerca dos estudos mais recentes em relacdo a micobiota de embutidos
carneos fermentados oriundos de diversas localidades do mundo, a fim de entender a relagao
destes microrganismos com as caracteristicas sensoriais e com a seguranca destes alimentos.
Além disso, sdo abordados os principais métodos fenotipicos e genotipicos utilizados para
identificacdo microbiana. A microbiologia classica € utilizada para a identificacdo fenotipica
de fungos e bactérias em amostras de alimentos, mas sdo metodologias limitadas quando se
trata da identificacdo de uma grande quantidade de espécies. A gendomica surgiu como
alternativa para suprir algumas das limitagcdes da microbiologia tradicional, sendo que a
abordagem metataxonomica é extremamente importante para a identificacdo da microbiota de
alimentos fermentados. Diversas espécies de bolores e leveduras estdo presentes naturalmente
em embutidos carneos fermentados artesanais e podem ser correlacionadas com o
desenvolvimento de compostos volateis responsaveis por grande parte das propriedades
organolépticas desejadas nesse tipo de produto. Debaryomyces hansenii e Candida
zeylanoides foram espécies recorrentes na maioria dos estudos analisados neste trabalho, cuja
relacdo com as propriedades organolépticas sdo bastante relevantes, podendo assim, serem
consideradas cepas com potencial para serem utilizadas como culturas starters. Em
contrapartida, algumas espécies reportadas (Aspergillus ochraceus, Aspergillus westerdijkiae,
Penicillium nordicum) apresentam potencial para a producdo de micotoxinas e, quando
identificadas, servem como indicadores de falta de controle das condicdes higiénico-sanitarias
adotadas durante o processamento. Neste sentido, estudos futuros se fazem necessarios a fim
de entender a totalidade da ecologia de embutidos artesanais, com o intuito de formular
culturas starters que conservem a individualidade caracteristica de cada regido mas que
permitam que o processo fermentativo ocorra de forma controlada.

Palavras-chave: embutidos carneos fermentados, fungos, bolores, leveduras,

metataxonomica.



ABSTRACT

Artisanal foods have been widely produced over the years worldwide, and in recent years
special attention has been paid to this class of food, including artisanal meat sausages. The
fermentation of artisanal foods is characterized by the absence of the use of starter cultures,
that is, the microorganisms that participate in the process may come from the raw material
used, the environment that surrounds the process, the utensils, and the manipulators. Bacteria
generally have been protagonists in studies on the fermentation processes in meat sausages,
however, recent studies are revealing that fungi perform functions as important as bacteria
throughout the fermentation and maturation process. Taking into account the importance of
fungi for the fermentation process, this work aims to present a literature review over the most
recent studies on the mycobiota of fermented meat sausages worldwide, in order to
understand the relationship of these microorganisms with sensory characteristics and safety.
In addition, the main phenotypic and genotypic methods used for microbial identification are
discussed. Classical microbiology is used for the phenotypic identification of fungi and
bacteria in food samples, but they are limited methodologies when it comes to the
identification of a large number of species. Genomics has emerged as an alternative to
overcome some of the limitations of traditional microbiology, and the metataxonomic
approach could be important for the identification of the microbiota of fermented foods.
Several species of molds and yeasts are naturally present in artisanal fermented meat sausages
and can be correlated with the development of volatile compounds responsible for most of the
organoleptic properties desired in this type of product. Debaryomyces hansenii and Candida
zeylanoides were recurrent species in most of the studies revised in this work, whose
relationship with the organoleptic properties are quite relevant, and can thus be considered
strains with the potential to be used as starter cultures. On the other hand, some reported
species (Aspergillus ochraceus, Aspergillus westerdijkiae, Penicillium nordicum) have the
potential for the production of mycotoxins and, when identified, could serve as indicators of
lack of control of the hygienic-sanitary conditions adopted during processing. In this sense,
future studies are necessary to understand the complete ecology of artisanal sausages, in order
to formulate starter cultures that preserve the individuality of each region but that allows the
fermentation process to occur in a controlled manner.

Keywords: fermented meat sausages, fungi, molds, yeasts, metataxonomics.
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1. INTRODUCAO

Muito se tem discutido acerca da producao de alimentos menos processados e a
respeito de dietas vegetarianas e veganas, entretanto, o consumo de produtos derivados de
animais, como produtos lacteos e produtos carneos, ainda é muito comum e bastante
representativo na sociedade contemporanea (CASARIL, 2017). Entre os derivados carneos
mais consumidos, encontram-se os embutidos, cuja definicdo é estabelecida pela legislacao
brasileira como produtos fabricados a partir de carnes ou 6rgdos comestiveis, que podem ser
curados ou nao, condimentados, cozidos ou ndo, defumados e dessecados ou ndo, envolvido
por uma tripa, sendo que esta pode ser de origem natural ou artificial (BRASIL, 2017). A
linguica colonial e as diversas variedades de salames sdo os principais representantes dos
embutidos fermentados e se diferenciam entre si pelas caracteristicas de producao,
especialmente pelo tempo de fermentacdao e maturacao (BACKES, 2011).

A producdo de embutidos carneos fermentados chegou ao Brasil, mais
especificamente na regido sul, através da influéncia de imigrantes alemades e italianos e, aos
poucos, as industrias foram crescendo e a producao destes alimentos comegou a ser realizada
em maior escala (OLIVEIRA, 2020). Com isso, os processos foram sendo padronizados,
entretanto, a fabricacdo de alimentos de forma artesanal segue sendo uma pratica comum e,
inclusive, vem ganhando for¢a no mercado alimenticio (OLIVEIRA, 2019). Em decorréncia
da crescente demanda por este tipo de produto, o Decreto n° 9.918, de 18 de julho de 2019 foi
implementado para normatizar a producdo artesanal de alimentos de origem animal, uma vez
que tais produtos necessitam de um controle microbiolégico rigoroso a fim de evitar o
desenvolvimento de microrganismos com potencial patogénico, especialmente durante o
processo de fermentacao.

As bactérias, bolores e leveduras sdao fundamentais para o processo de fermentacdo de
embutidos carneos, pois estes microrganismos sdo os responsaveis pelas transformacdes
bioquimicas que dao forma ao produto final (CASABURI et al. 2007). As bactérias sdo
amplamente utilizadas como culturas starters e os fungos, tanto aqueles de ocorréncia natural
quanto os constituintes das culturas starters, sdo responsaveis por grande parte das
caracteristicas fisico-quimicas e dos atributos sensoriais desejaveis em embutidos carneos
fermentados, como o sabor e aroma caracteristicos. Em contrapartida, ha algumas espécies de
fungos que apresentam potencial deteriorante e outras capazes de produzir micotoxinas -

metabolitos téxicos ao organismo humano - em determinadas condi¢des (SILVA et al, 2017;
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PERRONE et. al, 2019). Sendo assim, devido a potencial ocorréncia dessas espécies, a
identificacdo e quantificacdo dos microrganismos se torna extremamente importante para a
prevencao, ou até mesmo, eliminacdo daqueles produtores de micotoxinas.

O principal fator que diferencia os embutidos carneos fermentados artesanais do
restante dos embutidos disponiveis no mercado é a forma de preparo e a microbiota que
participa do processo fermentativo. Os alimentos artesanais sdo predominantemente
preparados com matérias-primas de producdo propria de origem determinada, cuja elaboragao
é realizada dando preferéncia as técnicas manuais (BRASIL, 2019) e a fermentacdo ocorre de
forma natural, sem a adicdo de microrganismos iniciadores (PEREIRA; BARCELLOS;
BERSOT, 2019). Contudo, os métodos de analises microbiologicas sao imprescindiveis para a
contagem e identificacdo da ecologia dos embutidos carneos fermentados artesanais a fim de
garantir a seguranca de tais alimentos e promover uma certa padronizacao destes produtos, ja
que este conhecimento possibilita a formulacdao de culturas starters com microrganismos
especificos, capazes de conservar as caracteristicas regionais desejadas.

Grande parte dos estudos acerca deste assunto sdo realizados por meio de métodos
microbiologicos classicos, que tem como base a contagem em placa com a determinagdo das
unidades formadoras de colonia (UFC). Apesar de amplamente utilizado, este método
apresenta limitacOes ja que nem sempre é capaz de detectar o microbioma completo de uma
amostra, ndo levando em consideragoes microrganismos que necessitam de meios complexos
para se desenvolverem, além de ser um processo bastante trabalhoso e demandar muito tempo
para obtencao de resultados (RANTSIOU et al.,, 2005). Como alternativa mais rapida e
especifica para a identificacdo e quantificacdio da ecologia de alimentos fermentados,
surgiram as analises metataxonomicas, cuja base é o sequenciamento genético. As técnicas
moleculares sdo realizadas através da extracio do DNA (ou RNA), fazendo uso dos
marcadores moleculares 16S rRNA para bactérias e ITS para fungos. A coleta do material
genético pode ser realizada a partir das colonias previamente isoladas (técnica dependente de
cultivo) ou diretamente da amostra (técnica independente de cultivo), sendo essa tltima, o
método que vem ganhando destaque nos ultimos anos devido a sua rapidez, precisdo e
reprodutibilidade (CUNHA, 2016; CRISTOFF, 2016).

Tendo em vista que a quantificacdo e identificacao de fungos em embutidos carneos
fermentados artesanias é fundamental para a seguranca, para o aperfeicoamento das
caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas e para a verificacdo das condi¢des higiénico-

sanitaria dos locais de producdo, o presente trabalho aborda os métodos fenotipicos e
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genotipicos utilizados para analise destes alimentos e discute os achados da literatura, visando
entender de que forma o estudo metataxondmico contribui para cadeia produtiva de

embutidos carneos fermentados artesanais.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Apresentar uma revisdo bibliografica narrativa acerca dos métodos genotipicos utilizados para
identificacdo e quantificacdo de fungos em embutidos carneos fermentados, bem como
discutir a abordagem metataxondmica como uma alternativa para esse tipo de amostra.

1.1.2. Objetivos especificos
® Apresentar o método de producdo de embutidos carneos fermentados artesanais;
® Discutir os achados da literatura sobre identificacdo fingica em embutidos carneos
através de métodos fenotipicos;
® [dentificar os principais métodos genotipicos que estdo sendo utilizados para
identificacdo e caracterizacao de fungos presentes em produtos carneos fermentados;
® Apresentar a abordagem metataxonomica como alternativa para identificacdo de

fungos em amostra de produtos carneos fermentados.
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2. METODOLOGIA

A busca de artigos para a realizacao desta revisao bibliografica de carater narrativo foi
realizada em bases de dados multidisciplinares como Scopus, Web Science e Periédicos
CAPES. A busca foi realizada utilizando os seguintes termos e palavras chaves: sausage;
salami; metataxonomic; artisanal + sausage + metagenomic; artisanal sausage + fungi; next
sequence genome + sausage + fungi; next sequence genome + salami + fungi; next sequence
genome + salami + artisanal + fungi. A partir de artigos sentinelas, foi feita a leitura das
referéncias bibliograficas e assim foi realizada a compilagdo dos estudos. Foi utilizado como
critério de exclusdao o ano de publicacdo dos artigos, sendo que aqueles anteriores ao ano 2018

nao foram incluidos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUTOS CARNEOS E SEUS DERIVADOS

Os alimentos de origem animal fazem parte da dieta humana ha milhares de anos.
Entre eles, estd a carne, que é definida pela legislacdo brasileira como massas musculares e
seus tecidos maturados, podendo incluir ou ndo a base 6ssea, oriunda de diversas espécies de
animais abatidos sob inspecao veterinaria (BRASIL, 2017). Apesar da populacdo vegetariana
e vegana estar crescendo nos ultimos anos, a carne faz parte da rotina de grande parte da
populacdao mundial e é importante do ponto de vista nutricional, uma vez que sua composicao
inclui proteinas de alto valor biologico, acidos graxos essenciais, vitaminas do complexo B e
teor significativo de ferro (LIPSKI, 2017). Em contrapartida, a carne é um alimento altamente
perecivel devido a sua elevada atividade de agua, fator que torna tal matriz alimenticia
propicia para o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes ou até mesmo de
microrganismos com potencial patogénico (HANGUI et al., 2015).

Como alternativa, para aumentar a vida de prateleira das carnes, surgiram os derivados
carneos, que sdo produtos preparados a partir de carne, mitidos ou de partes comestiveis de
animais, cujas propriedades sdao modificadas através da aplicacdo de tratamentos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, podendo envolver o acréscimo de ingredientes, aditivos ou
coadjuvantes de tecnologia (BRASIL, 2017). Existem muitas possibilidades de processos a
serem utilizados na producdo de tais derivados, entre eles estdo o cozimento, a salga,
defumacdo, e desidratacdo, a cura ou a fermentacdo. A origem exata da aplicacdo destes
processos em produtos carneos ndao € conhecida, entretanto os primeiros registros escritos
sobre salga e secagem de carnes datam por volta de 160 a.C.na Grécia Antiga (ZEUTHEN,
2007).

Dentre os derivados carneos estdo os embutidos que sdo definidos como produtos
fabricados a partir de carnes ou orgdos comestiveis, que podem ser curados ou nao,
condimentados, cozidos ou ndo, defumados e dissecados ou ndo, envolvido por uma tripa,
sendo que esta pode ser de origem natural ou artificial (BRASIL, 2017). A procura por
embutidos é alta devido ao apelo sensorial atribuido a este tipo de produto sendo que, na
regidao sul do Brasil, os salames e a linguica colonial sdo os embutidos de massa semi-crua
que apresentam destaque em decorréncia da forte influéncia dos imigrantes italianos e

alemdes (BACKES, 2011).



23

3.2 EMBUTIDOS CARNEOS FERMENTADOS ARTESANAIS

O mercado alimenticio dispoe de uma grande variedade de embutidos carneos
fermentados, sendo que o salame e a linguica colonial sdao os mais comuns na regiao sul do
Brasil. Estes alimentos comecaram a ser produzidos no pais através da chegada de imigrantes
italianos e alemades, pois antes que comegassem a ser produzidos em escala industrial, eram
fabricados de forma artesanal como fonte de renda para essas familias (CASTILHO, 2014).
Com o passar dos anos, as industrias foram crescendo e os processos foram sendo
padronizados, entretanto, a producdo artesanal de embutidos carneos fermentados ainda se faz
presente, especialmente no oeste de Santa Catarina, onde a producdo e comercializacao de
suinos e seus derivados em pequena escala é responsavel por uma parte consideravel da renda
de pequenas familias (OLIVEIRA, 2020).

Segundo a legislagdo brasileira, salame é o produto carneo obtido de carne suina e de
toucinho que pode conter ou nao outros ingredientes, condimentado, embutido em envoltérios
naturais ou artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou ndo, e dessecado
(BRASIL, 2017), sendo que a denominagdo de venda de salames industriais varia de acordo
com a sua origem e seu processo de obtencdo se diferenciando por diversos aspectos, como
atividade de 4gua e teor de umidade (BRASIL, 2000). Ja a linguica colonial é definida como
o produto carneo industrializado, fabricado exclusivamente a partir de carnes suinas,
adicionado de toucinho, ingredientes, moido em granulometria variavel, embutida em
envoltério natural, curado, que passa por um processo rapido de fermentacdo, defumado e
dessecado por tempo indicado pelo processo de fabricacao (BRASIL, 2000).

A Instrucdao Normativa n° 22 de 31 de julho de 2000 indica as caracteristicas fisico-
quimicas para cada tipo de embutido carneo fermentado, sendo elas: atividade de agua, teor
de umidade, proteinas, gordura e carboidratos totais. A linguica colonial se diferencia do
restante dos embutidos apresentados na legislagdao por ndo apresentar exigéncia quanto ao teor
de umidade. Em decorréncia do rapido periodo de fermentacdao e maturacao pelo qual este
produto é submetido, a desidratagdo nem sempre ocorre de forma efetiva, sendo um fator
preocupante do ponto de vista microbiologico, uma vez que a falta de controle deste
parametro pode facilitar a proliferacdo de microrganismos indesejaveis na matriz alimenticia
(BRASIL, 2000; BIASI, 2021).

Em decorréncia do aumento da producdo e comercializacdao de alimentos artesanais

nos ultimos anos, o Decreto n° 9.918, de 18 de julho de 2019 foi implementado com o
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objetivo de regulamentar a fiscalizacdo de produtos alimenticios de origem animal produzidos
de forma artesanal. Tais alimentos, sdo definidos como aqueles preparados
predominantemente com matérias-primas de producdo propria de origem determinada, cuja
elaboracdo é realizada dando preferéncia as técnicas manuais, que sao submetidas a inspec¢ao
por orgdos governamentais oficiais e que conservam as propriedades tradicionais e culturais
da regidao onde sdao produzidos. Os alimentos inspecionados recebem o selo ARTE e sdo
facilmente identificados nas gondolas dos supermercados, tornando a informagdo clara ao
consumidor (BRASIL, 2019).

Dentre todas as etapas executadas para a elaboragdo de embutidos carneos
fermentados, a fermentacdo é uma etapa determinante porque é durante este processo que
ocorrem mudangas bioquimicas, microbiolédgicas, fisicas e sensoriais que possibilitam a
obtencdo do produto final (CASABURI et al. 2007). A fermentacdo de embutidos carneos
artesanais ocorre de forma empirica, sem adi¢ao de microrganismos iniciadores, sendo que os
microrganismos responsaveis pelo processo sao provenientes da microbiota autdctone do
produto e do ambiente onde ele é produzido. A fermentacdo natural, sem utilizacdo de
culturas starters, possibilita o desenvolvimento de propriedades sensoriais desejadas que
caracterizam a regido de produgdo, entretanto inviabiliza a padronizacdo dos embutidos
carneos fermentados artesanais, uma vez que a qualidade final dos produtos sao dependentes
de fatores variaveis, como a matéria prima utilizada, os equipamentos e o local de producao.
Sabe-se que devido a diminuicdo do pH durante a fermentacdo, a baixa atividade de agua
alcancada no periodo de maturagdo e a adigdo de sais de cura, os embutidos fermentados sao
um meio improvavel para manutencao de microrganismos com potencial patogénico mas,
ainda assim, é uma possibilidade existente e deve ser considerada (SANTA; 2008, PEREIRA;
BARCELLOS; BERSOT, 2019).

Deste modo, o conhecimento da ecologia microbiana de embutidos carneos
fermentados é de extrema importancia a fim de garantir o fornecimento de alimentos seguros
a populacdo. Neste sentido, ha estudos dedicados a explorar a microbiota dessa matriz
alimenticia para possibilitar o desenvolvimento de novas culturas starters que sejam capazes
de manter as propriedades caracteristicas classicas dos embutidos carneos fermentados

artesanais, garantindo a seguranca do alimento.

3.2.1 Etapas do processamento de embutidos carneos fermentados
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O padrdo de Identidade e Qualidade dos embutidos carneos fermentados é
fundamentado na Instrucdo Normativa n° 22 de 31 de julho de 2000, que sofreu alteracGes
pela Instrucdo Normativa n° 55 de 07 de julho de 2003. Tais padroes podem sofrer variacoes
de acordo com o embutido fermentado de interesse, entretanto existem ingredientes que sao
de uso comum e obrigatério a todos os tipos, sendo eles: carne suina, toucinho, sal, nitrito
e/ou nitrato de sédio e/ou potassio (BRASIL, 2000). O processo de fabricacdo deve seguir as
medidas estipuladas pelas Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) a fim de que o produto seja
seguro do ponto de vista higiénico-sanitario (BARROS, 2019). As etapas de elaboragdo de

embutidos carneos fermentados estdo representadas na Figura 1.

Figura 1 - Etapas de elaboracao de embutidos carneos fermentados.

Recepcéo da carne suina
Moagem da carne

Adicéo dos ingredientes
néo carneos

Embutimento da massa
Maturacéo e secagem

Embalagem e estocagem

Fonte: adaptado de OLIVEIRA (2020).
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A primeira etapa consiste no recebimento da matéria prima. E desejavel que a carne
suina utilizada tenha uma coloracdo mais acentuada e, por isso, deve-se priorizar carnes
oriundas de animais mais velhos, uma vez que a carne dos mais jovens costuma ser mais
clara, podendo afetar negativamente a aparéncia do produto final (MARTINS, 2006). Além
disso, a carne deve apresentar pH na faixa entre 5,4 e 5,8 e ap0s o recebimento, a carne in
natura e o toucinho devem ser moidos, sendo que a granulometria pode variar conforme o
embutido que se deseja produzir (CENCE, 2016; BRASIL, 2000).

Como etapa subsequente da moagem, ha a adicdo dos demais ingredientes ndo
carneos, ou seja, o produto passa pelo processo de cura, que se resume a adicdo do restante
das matérias primas obrigatorias (sal, nitrito e/ou nitrato de sédio e/ou potassio) e dos
ingredientes opcionais (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Estes udltimos variam
de acordo com produto final que se deseja fabricar, podendo ser carne bovina, leite em po,
acticares, maltodextrinas, proteinas lacteas, aditivos intencionais, vinho, condimentos, aromas
e especiarias, substancias glaceantes (revestimento externo) e as culturas starters como
coadjuvantes de tecnologia, sendo que para o desenvolvimento de embutidos carneos
artesanais os microrganismos iniciadores geralmente ndo sao utilizados. Logo apos, todos os
ingredientes sdo misturados a fim de se obter uma massa homogénea (CENCE, 2016;
BRASIL, 2000).

O embutimento da massa é a etapa que da a forma ao produto e, para tal processo,
utiliza-se tripas naturais ou artificiais, sendo sua maioria a base de colageno. A massa obtida
na mistura passa por embutidoras que podem ser descontinuas (via pistdo) ou continuas (via
vacuo), dependendo da necessidade do fabricante, cujo didmetro varia de acordo com o
embutido que se deseja produzir (GUEVARA, 2014). As tripas utilizadas devem ser
adequadas a fim de permitir a eliminacdo de agua durante a etapa de dessecacdo e também
devem ter uma certa elasticidade a fim de suportar a retracdo decorrente da dessecacdo. A
entrada de ar durante este processo é indesejavel e deve ser controlada, uma vez que a
microaerofilia é extremamente importante para o desenvolvimento de bactérias acido laticas,
espécies essenciais para o processo fermentativo (SCHMITT, 2017).

A defumacdo é um processo opcional e, quando realizado, pode ser aplicado antes ou
apos a fermentacdo, sendo que os principais objetivos deste processo sdao contribuir com a
coloracdo, agregar compostos aromaticos e auxiliar na conservacao do produto. Entretanto, é

importante ressaltar que somente a defumacgao nao é suficiente para promover a seguranca do
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ponto de vista microbiolégico, sendo imprescindivel a aplicacdo de outros processos como
cura, fermentacao e secagem (SCHMITT, 2017).

A fermentacdo ocorre na massa embutida e provoca transformacOes fisicas,
bioquimicas e microbiolégicas que influenciam diretamente no sabor, aroma, textura e vida
util do produto final (SCHMITT, 2017). Existem trés principais fendmenos que ocorrem
durante este processo: a fermentacdo de aglcares, a reducdo de nitrato em nitrito e a
eliminacdo de agua, sendo que a ocorréncia de tais fendomenos podem ser divididas em duas
fases distintas chamadas de fermentacdo e maturacdo. A fermentacdo ocorre nos sete dias
iniciais em que a acidificacdo e a formacdo de cor acontece de forma simultinea e a
maturagdo transcorre nos vinte e um dias restantes, quando o embutido €é desidratado
(OLIVEIRA, 2020; GUEVARA, 2014; CENCE, 2016).

A fermentacao dos agucares ocorre através da acao de bactérias acido lacticas, sendo
representados essencialmente por espécies de Lactobacillus homofermentativos, que geram o
acido latico como produto e promovem a reducao do pH do meio. Além de promover
caracteristicas sensoriais tipicas de produtos fermentados, a acidificacdo é de extrema
importancia porque permite que as proteinas atinjam o seu ponto isoelétrico e percam,
parcialmente, a capacidade de ligacdo com moléculas de 4gua, ocasionando a desidratacdo do
produto na etapa subsequente de maturacdo. E importante ressaltar ainda que a acidificacio é
relevante do ponto de vista da seguranca do alimento porque inibe o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos e daqueles com potencial deteriorante (HANSEN, 2002).

O nitrato (NO3-) é reduzido a nitrito (NO2-) pela acdo de enzimas sintetizadas por
bactérias presentes na fermentacdo, sendo as da familia Micrococcaceae as principais
representantes (GUEVARA. 2014). A cor vermelha escura caracteristica dos embutidos
carneos fermentados é oriunda de um pigmento denominado nitrosilmioglobina, resultante da

reacao quimica demonstrada na Figura 2 (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Figura 2 - Reacdo quimica para a formacdo de nitrosilmioglobina.

NaNO, + H,0 — HNO, + NaOH
3HNO, — HNO,+ 2NO + H,0

Globina Globina
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Fonte: DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA (2010).

Na presenca de compostos redutores, o nitrito (NaNO2) é reduzido a 6xido nitrico
(NO). Parte do nitrito presente no embutido, reage com moléculas de agua formando acido
nitroso (HNO2) que, sob condi¢oes de reducao, também se deriva em 6xido nitrico (NO). O
oxido nitrico se liga ao ferro heme da mioglobina mudando a distribuicdao de elétrons na
estrutura formando o complexo estavel chamado nitrosilmioglobina (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010). Esta é uma etapa importante do ponto de vista da qualidade e
seguranca porque, além de prover a coloracdo caracteristica, os sais de sédio e potassio de
nitritos e nitratos contribuem significativamente no desenvolvimento de aromas, retardam a
rancificacdo e inibem o desenvolvimento de alguns microrganismos, especialmente a
esporulacdo de Clostridium botulinum. E importante ressaltar que os nitritos estdo associados
com a formacao de nitrosaminas que sdo compostos téxicos ao organismo humano, uma vez
que estas apresentam potencial carcinogénico (SCHMITT, 2017; DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). A fim de assegurar a saude dos consumidores, a legislacdo brasileira
estabelece limites maximos de nitrato e nitrito a serem utilizados em produtos carneos, sendo
0,015 g/100g de NaNO2, 0,03g/100g de NaNO3 e a soma dos nitritos e nitratos, determinados
como residuo maximo, ndo deve superar 0,015g/100g, expressa como nitrito de sédio ao final
da fermentacao (BRASIL, 2019).

As bactérias sdao microrganismos com papel fundamental no processo fermentativo e
no desenvolvimento dos atributos sensoriais dos embutidos carneos fermentados, entretanto
os bolores e leveduras também sdo importantes para este processo, pois agregam
caracteristicas especificas e importantes para a qualidade final do produto. Os fungos estdo
presentes em diversos ambientes, sendo a maioria oriunda do solo ou ar (SILVA et al, 2017).
Algumas espécies sdo utilizadas em matrizes alimenticias devido a sua capacidade de agregar
sabor e odor caracteristicos e sdao utilizadas como culturas starters em processos
fermentativos, como no caso dos salames. Em contrapartida, a contagem elevada destes
microrganismos, pode ser um indicativo de mas condi¢oes higiénico-sanitarias durante o
processamento, promovendo a deterioracdo dos alimentos e tornando-os nocivos a sadde
humana uma vez que algumas espécies de fungos sdo capazes de produzir micotoxinas
(PERRONE et. al, 2019).

Os bolores se desenvolvem em ambientes diversos devido a sua capacidade de utilizar

como fonte de energia carbono oriundo de diversos nutrientes e, sdo flexiveis no que diz
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respeito a utilizacdo de nitrogénio, podendo ser nitrato, amonia e / ou nitrogénio organico e a
maioria das espécies se desenvolvem na presenca de oxigénio. Ja as leveduras se
desenvolvem em alimentos de forma mais limitada uma vez que ndo conseguem metabolizar
nitratos e carboidratos complexos, algumas precisam de vitaminas para se desenvolver e
outras ndo conseguem utilizar somente sacarose como fonte de carbono, sendo que algumas
espécies crescem em meios com baixa (ou nenhuma) concentragao de oxigénio e suportam
diferentes concentracdes de di6xido de carbono (CO2). E importante ressaltar que estes
microrganismos sdo bastante resistentes e se adaptam a diferentes condi¢cdes ambientais uma
vez que se desenvolvem em uma ampla faixa de pH (3-8) e tem como temperatura 6tima de
crescimento 25 a 28°C (SILVA et al, 2017).

Os géneros Penicillium e Aspergillus sdao os bolores mais comuns, sendo que a
proliferacdo na superficie de salames ocorre naturalmente devido as condicdes favoraveis,
mas também podem ser aplicados intencionalmente pelo fabricante a fim de garantir
caracteristicas sensoriais especificas que se desenvolvem durante a maturacdo do produto. O
recobrimento da superficie por colonias fungicas promove a desidratacdo homogénea,
provocando a retirada lenta e progressiva da umidade, impactando positivamente a formagao
da crosta do produto. Além disso, dificulta a entrada de luz e oxigénio e, consequentemente,
reduz a probabilidade de oxidacdo da gordura nos embutidos fermentados (CENCE, 2016). E
importante salientar que a umidade relativa do ar da camara de maturacdo ndo deve
ultrapassar 80%, uma vez que acima disso, hd margem para a incidéncia de fungos de
espécies indesejadas que acarretam problemas do ponto de vista microbiol6gico. Em
contrapartida, a umidade relativa ndo deve ser muito baixa, a fim de evitar que a desidratacao
parcial ocorra de forma inadequada e resulte em um produto final seco na superficie e com
alto teor de umidade na parte interna (SCHMITT, 2017).

As leveduras estdo presentes na massa e auxiliam de forma positiva o processo de
fermentacdo e maturacdo dos embutidos carneos fermentados. Estes microrganismos estdo
relacionados diretamente com o sabor e aroma caracteristicos de tais produtos porque sao
capazes de metabolizar diferentes aglicares presentes na massa gerando uma diversidade de
compostos volateis como etanol, acetaldeido e acetato de etila. Além disso, as leveduras sdo
capazes de metabolizar o 4cido latico produzido pelas bactérias durante a fermentacao, fator
que evita a acidez excessiva dos embutidos carneos fermentados uma vez que modificam o
pH, deixando-o mais elevado (MENDONCA et al., 2012). Estudos apontam a ocorréncia de

diversos géneros de leveduras ao longo do processo de fermentacdo e maturacao.
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Debaryomyces, Yarrowia, Pichia, Rhodotorula, Cryptococcus e Trichosporon, sendo as
espécies C. zeylanoides e D. hansenii sao exemplos mais frequentemente encontrados em
produtos carneos (MI et al., 2021; FLORES et al., 2015).

A desidratacdo ocorre, predominantemente, durante a etapa de maturacdo e é
decorrente do decréscimo do pH ao longo da fermentacdo. O meio acido promove a
desnaturacdo proteica, ou seja, as proteinas carneas perdem a sua forma original assim que
atingem seu ponto isoelétrico (actina plI 4,7; miosina pI 5,4) e, como consequéncia, ha a
diminuicdo da capacidade de retencdo de agua, resultando na desidratacio do produto
(GUEVARA, 2014; TRINDADE, 2015). Além disso, ao longo da maturacdo, ocorrem
processos de protedlise e lipélise que contribuem de forma significativa para as caracteristicas
sensoriais dos embutidos carneos fermentados, como aroma, sabor e estabilizacdo da cor. O
salame elimina cerca de 30 a 40% de sua massa inicial durante a maturacdao e recomenda-se
que a secagem seja feita com temperatura, umidade relativa e velocidade de ventilacdao pré
estabelecidas a fim de obter maior controle sobre o processo. Sendo assim, ao terminar todas
as etapas, um conjunto de fatores (pH reduzido, a reducdo de nitrato em nitrito e a baixa
atividade de agua (aw)) torna o salame seguro para ser embalado e estocado para posterior
comercializacdo em temperatura ambiente, sem necessidade de refrigeracdio (SCHMITT,
2017; LIPSKI, 2017). E importante ressaltar que o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade (RTIQ) para embutidos carneos fermentados estabelece um teor de umidade
maximo para cada tipo de salame, com excecdao da linguica colonial, cujo requisito nao é
especificado (BRASIL, 2000). Posto isto, quando produzidos de forma artesanal, tal teor deve
ser considerado para que a classificacdo e denominacdo de venda do produto seja feita de
forma correta. Para isso, o ideal seria que houvesse a padronizacdo do processo deste tipo de
produto a fim de estabelecer um ponto final de maturacdo a ser seguido pelos fabricantes.

A producdo de embutidos carneos fermentados artesanais geralmente ndo adota o uso
de culturas starters uma vez que a fermentacdo ocorre de forma espontanea, entretanto é
importante destacar que a utilizacdo dessas culturas promovem um maior controle do
processo. Sendo assim, o estudo aprofundado da ecologia destes produtos é de extrema
importancia a fim de conhecer as cepas indigenas para o tornar possivel o desenvolvimento de
culturas iniciadoras que conservem as caracteristicas sensoriais tipicas dos embutidos carneos
fermentados artesanais e que, a0 mesmo tempo, garantam a seguranca do alimento. De modo
geral, a aplicacdo de bolores e leveduras tem como objetivo promover sabor através de

reacO0es bioquimicas, proteger o salame da proliferacio de microrganismos indesejaveis,
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retardar a rancificagdo, auxiliar na estabilizacdo da cor e promover uma desidratagdo uniforme
(CENCE, 2016). Neste sentido, a identificacdo de bolores ou leveduras importantes do ponto
de vista tecnoldgico na fabricagdo de embutidos carneos fermentados se torna fundamental

para o entendimento da ecologia microbiana desses produtos.

3.3 METODOS MICROBIOLOGICOS CLASSICOS PARA IDENTIFICACAO DE
FUNGOS

As andlises microbiolégicas para identificacdo e quantificagdo de fungos em derivados
carneos sao de extrema importancia porque essa abordagem é uma medida de controle que
impede que produtos contaminados cheguem até o consumidor final. Algumas espécies de
fungos filamentosos sdo capazes de produzir micotoxinas que, quando ingeridas, provocam
uma série de desordens metabdlicas que desencadeiam efeitos adversos, tanto em seres
humanos quanto em animais. Ja algumas leveduras podem causar reacoes alérgicas graves em
individuos imunossuprimidos (SILVA et al, 2017; REIS, 2019). Em contrapartida, ha
espécies de fungos que podem acarretar beneficios tanto para o organismo humano, quanto
para a parte tecnolégica dos processos, auxiliando inclusive na prevencdo do desenvolvimento
de culturas patogénicas (PENNACCHIA et al., 2008; LI, 2021).

A microbiologia classica emprega o método de contagem padrdo em placas para a
identificagdo e quantificacdo de bolores e leveduras em alimentos, através da determinacdo
das Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g). Existem diversas formas de plaqueamento
das amostras, entretanto, para analise flingica, recomenda-se o plaqueamento em superficie a
fim de aumentar a exposicao dos microrganismos ao oxigénio, essencial para a sua
multiplicagdo (SILVA et al., 2017). Existem algumas possibilidades de agares a serem
utilizados como meios de cultura para este fim e os mais comuns estdo descritos no Quadro 1.
Outra opgao para a realizacdo deste tipo de andlise sdo os kits analiticos rapidos oficializados

pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists) (CARDOSO, 2021).

Quadro 1 - Principais meios de cultura utilizados em andlises microbiolégicas

fenotipicas para quantificacdo de bolores e leveduras em amostras de alimentos.

Agar Abreviacao EspecificacOes

Utilizado para amostras com aw > 0,95. O
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Agar Dicloran Rosa de DRBC cloranfenicol atua como inibidor de bactérias
Bengala Cloranfenicol e o rosa de bengala restringe que a colonia se
espalhe.

i Utilizados para amostras com aw = 0,95.

Agar Dicloran Glicerol 18 DG18 Além de cloranfenicol e rosa de bengala, este

meio de cultura contém glicerol que atua
reduzindo a aw do meio.

Agar Extrato de Levedura Utilizado para amostras cuja microbiota
Glicose Cloranfenicol YEGC predominante seja leveduras ou leveduras
injuriadas pelo processamento.

Utilizado para amostras de alimentos que nao

Agar Batata Dextrose PDA-AC | passaram por tratamento térmico, acidificacao
Acidificado ou qualquer outro tipo de processo que possa

acarretar em injurias celulares.

Fonte: Adaptado de SILVA et al. (2017).

A Instrucao Normativa n° 30, de 26 de junho de 2018, oficializa os métodos analiticos
oficiais de andlises microbiolégicas para controle de produtos de origem animal. Para bolores
e leveduras, as andlises sdao fundamentadas na capacidade de tais microrganismo se
desenvolverem em meios de cultura com pH préximo a 3,5 e temperatura de incubagdo de 25
+- 1°C, sendo que a acidificacdo do meio a pH 3,5 +0,1 torna-o seletivo, uma vez que a maior
parte das bactérias sao inibidas nessas condi¢oes (RYU; WOLF-HALL, 2015).

As andlises utilizando microbiologia classica consistem em 5 etapas principais:
pesagem, diluicdo, plaqueamento, incubacdo das placas por periodos pré estabelecidos de
acordo com o objetivo da anélise e, por fim, a contagem. Os resultados sdo constatados a
partir da observacao das col6nias formadas considerando a sua morfologia celular. Testes sao
entdo realizados para a identificacdo dos microrganismos baseados em caracteristicas
especificas, como exemplo pode-se citar a capacidade de hidrolisar ureia ou de crescer em
diferentes temperaturas e fontes de nitrogénio (KAZOU et al., 2021).

Apesar de muito utilizados, os métodos classicos apresentam inconvenientes como a
demora para obtencdo dos resultados, a identificacdao limitada de microrganismos e falta de
sensibilidade do método. Como alternativa, surgiram estudos aprofundados acerca da
identificacdo genotipica desses microrganismos, cuja técnica permite identificar através de
marcadores gendmicos os microrganismos presentes em um alimento de forma muito mais

rapida e precisa.



33

3.4. METODOS GENOTIPICOS PARA IDENTIFICACAO DE FUNGOS

O DNA é considerado a molécula mais estudada do mundo e carrega todas as
informagdes genéticas de um individuo, todavia, ndo sdo todas as regides que podem ser
utilizadas para fins de identificacdo de microrganismos. O reconhecimento de fungos e
bactérias é possivel gracas a determinadas sequéncias de DNA que sdo instituidas a fim de
estabelecer quais sdo os microrganismos pertencentes a uma mesma linhagem evolutiva, cujo
nome sdo marcadores moleculares. Estes marcadores sdo considerados ideais quando possuem
sitios variaveis que possibilitem uma boa resolucao filogenética, ndo devendo apresentar uma
evolucdo muito rapida nem uma taxa evolutiva muito lenta. O gene 16S rRNA é o marcador
mais utilizado para a identificacdo de bactérias e archaea, enquanto que a regido intergénica
ITS é o marcador universal para deteccao de fungos (CHRISTOFF, 2016).

O gene 16S rRNA estd presente nos organismos procariotos e é considerado um
marcador molecular ideal porque é constituido por regioes relativamente conservadas e 9
regioes hipervariaveis (Figura 3). As tecnologias de nova geracdo possibilitam a andlise e
leitura de regides envolvendo mais de uma regido hipervariavel, fator importante para obter
resultados fidedignos que abrangem a diversidade filogenética da amostra (SANTAMARIA et
al., 2012). A regidao V3 é onde se encontra o maior numero de sitios variaveis na sequéncia e
pode ser analisada juntamente com a V4 através de metodologias de nova geracdao. De modo
geral, a sequéncia do gene 16S rRNA é adequada para identificar a ecologia bacteriana de
amostras de alimentos, uma vez que as regides hipervariadas sdo constituidas por sequéncias

de nucleotideos bastante variaveis de um microrganismo para outro (CHRISTOFF, 2016).

Figura 3 - Estrutura do gene 16S rRNA.
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Fonte: CHRISTOFF (2016).

Os genes 18S, 5.8S e 28S sdo os constituintes das regides conservadas do RNA
ribossomal de seres eucariotos. Estes genes sdao separados por dois espagadores internos
denominados ITS1 e ITS2 (ITS, do inglés Internal Transcribed Spacers), que sao
considerados 6timos marcadores moleculares para a identificacao de fungos por trés motivos
especificos (Figura 4). O primeiro deles corresponde ao alto grau de sensibilidade da
metodologia, pois o nimero de copias de ITS por célula é alto, podendo exceder 250 cépias, o
que permite uma boa leitura e resolucdo de resultados para amostras com poucos
microrganismos (CHRISTOFF, 2016). Além disso, as regides ITS apresentam alto grau de
variabilidade enquanto os genes flanqueadores sdo regides altamente conservadas, o que é
ideal para a realizacdo de analises taxonomicas. Por fim, muitas sequéncias de DNA estdo
sendo descobertas e depositadas em bancos de dados online, o que possibilita o
reconhecimento de espécies tendo como base a comparacao entre os dados (SANTAMARIA

etal., 2012; CHRISTOFF, 2016).

Figura 4 - Estrutura que codifica o RNA ribossomal para eucariotos.

Fonte: CHRISTOFF (2016).

Hoje em dia, a tipagem por sequenciamento completo do genoma é uma tecnologia
bastante utilizada e se destaca pela sua alta eficiéncia, uma vez que é capaz de identificar
cepas de microrganismos que se diferenciam entre si somente por um nucleotideo. Em
contrapartida, a execugdo dessas técnicas ainda ndo sao aplicadas em todos os laboratérios a
nivel mundial porque é uma metodologia com um custo elevado e que exige um
conhecimento avancado de bioinformatica, fator essencial para a correta interpretacdo dos

dados. A padronizagdo, tanto da realizacdo dos métodos quanto da divulgacdo dos dados,
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também é uma barreira e se faz necessario para melhorar a interpretacdo, o entendimento e a
reprodutibilidade desta tecnologia (CUNHA, 2016).

Atualmente existem diversos métodos de tipagem genotipica microbiana e, entre eles,
o mais difundido e utilizado é a Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE - oriunda do
inglés Pulsed-Field Gel Electrophoresis) (CUNHA, 2016). Este método foi desenvolvido por
Schwartz e Cantor, em 1984, e é considerado o padrao ouro para tipagem bacteriana. Para
aplicacdo deste método, o DNA microbiano é extraido e clivado através da acdo de enzimas
especificas originando fragmentos de DNA de diversos tamanhos. Tais fragmentos sdo entdo
separados através da eletroforese em gel de agarose de campo pulsado, cujo principio se
baseia na alternancia da direcdo do campo elétrico e na capacidade de reorientacao dos
fragmentos de DNA. Sendo assim, as moléculas menores se reorientam de forma mais rapida
enquanto que as maiores de forma mais lenta e, a diferenca entre os tempos de migracao dos
fragmentos, permite a formacao de bandas de DNA. A distancia existente entre os fragmentos
é entdo comparada com bandas padrdes disponiveis em bancos de dados, o que possibilita a
identificacdo dos microrganismos (CUNHA, 2016; LOPEZ-CANOVA et al., 2019). Apesar
de ser considerado padrdo ouro e atender a todas os critérios para ser afirmado como um
6timo método de tipagem genotipica, a PFGE ndo se aplica para anélise de microrganismos
ndo cultivaveis, tornando-o limitado para muitos casos (LOPEZ-CANOVA et al., 2019). Em
consequéncia disso, metodologias baseadas em sequenciamento genético estao sendo cada vez
mais estudadas e aprofundadas a fim de contornar tal limitacdo e entender a complexidade das
comunidades microbianas constituintes da biosfera como um todo, inclusive dos alimentos
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007).

Ha diversas abordagens que possibilitam a tipagem genotipica direta de amostras.

Entre elas, pode-se citar a Tipagem por Sequenciamento de Unico Locus (SLST, oriunda do
inglés Single-locus Sequence Typing), a Tipagem por Sequenciamento de Multiplos Loci
(MLST, proveniente do inglés Multilocus Sequence Typing) e a Tipagem por Sequenciamento
Completo do Genoma (WGST, do inglés Whole Genome Sequence Typing), sendo essa ultima
a metodologia ideal e mais indicada para o fornecimento de resultados com 6tima resolugao
(CUNHA, 2016). Os estudos com sequenciamento genomico de alto desempenho sdo
divididos em trés geracoes que se diferenciam entre si de acordo com as tecnologias utilizadas
(OAKLEY, GONZALES-ESCALONA, MOLINA, 2015).

A primeira geracdo da WGST foi marcada por dois métodos: o de degradacao quimica

e o de interrupgao de cadeia - Sanger. Ambos foram publicados em 1977 sendo que o método
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de Sanger, cujo principio se baseia na utilizacdo da terminacdo de cadeia com
dideoxinucleotideos, se sobressaiu popularmente gracas a sua alta eficiéncia e baixa
radioatividade (TURCHETTO-ZOLET et al.,, 2017). O método de Sanger sofreu diversas
modificacbes ao longo dos anos, entretanto seguiu limitado por ser trabalhoso, caro e
demorado e, por isso, deu lugar aos métodos de nova geracao (NGS, oriundo do inglés Next
Generation Sequencing) (OAKLEY, GONZALES-ESCALONA, MOLINA, 2015).

Os NGS abrangem os métodos de segunda e terceira geracao. Os métodos de segunda
geracao surgiram em 2005 e foram os pioneiros na utilizacio de plataformas de
sequenciamento de alto rendimento (HTS, do inglés High-throughput Sequencing), sendo que
a tecnologia 454 Life Science, que foi posteriormente adquirida pela companhia Roche,
possibilitou sequenciamentos em massa devido ao aumento de DNA que poderia ser analisado
(HEATHER; CHAIN, 2016). As tecnologias de segunda geracdo se diferenciam das
primeiras porque o sequenciamento é realizado sem a necessidade de clonar os fragmentos de
DNA em vetores de multiplicagdo em bactérias ou leveduras, sendo que as moléculas de DNA
sao geradas através de fragmentacdao ou em reacao em cadeia de polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction). Tal tecnologia foi aprimorada baseada no principio de
fluorescéncia de terminadores reversiveis e, ainda hoje, sdo técnicas bastante utilizadas
(TURCHETTO-ZOLET et al.,, 2017). A primeira plataforma HTS foi a original 454,
denominada GS20, que com o passar do tempo foi substituida pela 454 GS FLX (HEATHER;
CHAIN, 2016). Posteriormente outras companhias, como a Illumina-Solexa e a Life
Technology, desenvolveram novas técnicas para o sequenciamento utilizando outras
plataformas como a HiSeq 2000, MiSeq, SOLid, Ion Torrent e Ion Proton (OAKLEY,
GONZALES-ESCALONA, MOLINA, 2015).

A terceira geracao de HTS surgiu em 2010 a fim de suprir as desvantagens das
tecnologias de segunda geragao tais como erros de nucleotideos, o favorecimento de algumas
sequéncias ou até mesmo a alteracdo da relacdo de frequéncia e abundancia dos fragmentos de
DNA constituintes das amostras antes e depois da amplificacdo. A caracteristica que
diferencia as tecnologias de terceira geracdo das demais é a capacidade de realizar tipagem
genotipicas sem a necessidade de amplificacdio do DNA, podendo realizar a detecgao
diretamente de uma molécula (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). Para tal tecnologia, as
principais companhias que se destacam no mercado sao a Pacific, a BioScience, a Oxford e a

Nanopore (OAKLEY, GONZALES-ESCALONA, MOLINA, 2015).
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Apesar do WGST ser a metodologia ideal e mais indicada para o fornecimento de
resultados com 6tima resolucdo, o sequenciamento do genoma completo de todos os
microrganismos presentes em uma amostra de alimento é extremamente oneroso e necessita
de uma grande capacidade analitica e recursos de bioinformatica. Sendo assim, a utilizacao de
apenas algumas regides do gene 16S para bactérias e da regido ITS para fungos é uma
alternativa mais vidvel para a identificacdo e quantificacdo de todos os microrganismos
presentes em amostras de alimentos (CHRISTOFF, 2016). Essa abordagem também é
conhecida como metataxonomica.

A metataxondmica é um termo complexo cuja definicdo exata ndo existe, entretanto,
de modo geral, esta relacionado com o estudo e a identificacdo de microrganismos através de
metodologias independentes de cultivo, resultando na caracterizagdao de comunidades inteiras
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007). Sendo assim, a metataxon0mica é um
processo de alto rendimento que permite a caracterizagdo em larga escala de todo o conjunto
de microrganismos presentes em uma determinada amostra (MARCHESI, RAVEL, 2015).

Estudos metataxonémicos acerca da microbiota dos alimentos tém papel fundamental
para o desenvolvimento de novos produtos e para a seguranca dos alimentos, além de
contribuir significativamente para o progresso dos processos utilizados nas pequenas e
grandes industrias. Sabe-se que os embutidos carneos fermentados sdo constituidos por uma
microbiota complexa composta por bactérias, bolores e leveduras e que as principais espécies
eram identificadas utilizando métodos pré-estabelecidos pela microbiologia tradicional, ou
seja, tinham como base as caracteristicas fenotipicas e bioquimicas dos isolados
(FRANCIOSA et al., 2018). Uma vez que tais métodos apresentam diversas limitacoes, como
por exemplo a deteccdao somente de microrganismos cultivaveis e a identificacdo de apenas
uma parte da verdadeira populacdo microbiana, no inicio de 1990 surgiram metodologias
inovadoras que utilizam o genoma como base para a identificacdo precisa de bactérias e
fungos em diversas matrizes alimenticias (KERGOURLAY et al., 2015), inclusive nos
embutidos carneos fermentados.

As técnicas de nova geracdo, através de diferentes tecnologias, revolucionaram a
microbiologia permitindo que a ciéncia ultrapasse os limites das andlises tradicionais e
reconheca a ecologia e a diversidade microbiana dos alimentos. Sendo assim, a compressao da
comunidade fungica através de analises metataxonomicas de embutidos carneos fermentados
permite entender os mecanismos e as mudangas que ocorrem ao longo da fermentacao e os

impactos, tanto positivos quanto negativos, que estes microrganismos causam nas
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propriedades organolépticas e na seguranca destes alimentos (FRANCIOSA et al., 2018;
SANTIYANONT et al., 2019).

3.5 IDENTIFICACAO DA MICOBIOTA DE EMBUTIDOS CARNEOS FERMENTADOS
ARTESANAIS UTILIZANDO METODOS MICROBIOLOGICOS TRADICIONAIS FE
GENOTIPICOS

A micobiota de embutidos carneos fermentados tém sido bastante estudada com trés
principais objetivos: entender a inter-relacdo existente entre a comunidade fingica, a
influéncia que tais microrganismo tem sobre as caracteristicas sensoriais dos produtos e o
controle da seguranca destes alimentos através do reconhecimento de cepas com potencial
deteriorante ou produtoras de micotoxinas. Para isso, os métodos de analises microbiologicas,
tanto tradicionais quanto genotipicos, sdao amplamente utilizados por pesquisadores do
mundo inteiro. Ainda que a legislacdao brasileira nao estabeleca limites maximos ou minimos
de bolores e leveduras em salames, ha estudos que utilizam a microbiologia classica como
abordagem para a contagem total de bolores e leveduras, cujo intuito principal é avaliar as
condicGes higiénico-sanitarias utilizadas ao longo do processamento (CASARIL et al., 2017;
SANTANA et al., 2019). Entretanto, a contagem em placas de bolores e leveduras, sem a
identificacdo de tais microrganismos, pode ser considerada pouco relevante para este tipo de
produto, uma vez que o reconhecimento dos microrganismos é crucial, tanto para o
melhoramento dos atributos sensoriais, quanto para a tomada de decisdao enquanto a agGes
preventivas para o desenvolvimento de microrganismos com potencial patogénico. O Quadro
2 apresenta alguns estudos de aplicacdo de métodos microbiologicos fenotipicos e genotipicos

para identificacdo de fungos em embutidos carneos fermentados.
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Quadro 2 - Estudos de aplicacao de métodos microbiolégicos fenotipicos e genotipicos para identificacdo de fungos em embutidos carneos

fermentados.
Produto Regiao dos Metodologia Microrganismos detectados Principais conclusoes Fonte
carneo produtos
analisado
Salame Italia Fenotipica Penicillium nalgiovense, QOs géneros Penicillium e Aspergillus ~ (Merla et
(Traditional ~ (regido da  Agar DG18 e DRBC Penicillium solitum, Penicillium foram os predominantes nas al., 2018)
salami) Lombardiae  paraisolamento e  chrysogenum, Penicillium amostras analisados. Foi observado
Emilia contagem dos commune, Penicillium que nem todas as cepas com
Romagna) fungos. corylophilum, Penicillium potencial para producao de OTA sado,
citreonigrum, Penicillium de fato, capazes de produzir a
Genotipica crustosum, Aspergillus candidus e micotoxina e que houve
Amplificacdo dos  Aspergillus westerdijkiae e outras desconformidade entre a presenca de
genes [TS1 e ITS4  espécies ndo identificadas OTA e a amplificacio do gene
com leitura dos genotipicamente correspondentes otanpsPN, que pode ser explicada
fragmentos em aos generos Mucor, pela necessidade de condigOes
PFGE. Cladosporium, Geotrichum, especificas para a sintese de OTA
Eurotium e Fusarium que nado
PCR em tempo real foram focadas no estudo.
para amplificacdo do
gene otanpsPN.
Linguicas Brasil Fenotipica Aspergillus. candidus, Aspergillus O estudo concluiu que o ar oriundo (Parussolo
artesanais  (Rio Grande Agar DG18 para  montevidensis, Aspergillus niger das instalacdes das fabricas estd et al., 2019)
(Dry do Sul- isolamento e complex, Aspergillus diretamente relacionado com a
fermented Municipio contagem dos pseudoglaucus., Mycelia sterilia, contaminacao das linguicas



sausage) de Santa
Maria)
Linguicas
caseiras Argentina
curadas (diversas
(Dry cured  localidades
sausage) das
provincias
de Buenos
Aires,
Cordoba e
La Pampa).

fungos.

Fenotipica
Agar DG18 e Agar
MEA para
identificacao de
fungos xerofilicos e
cultivaveis totais,
respectivamente.

Genotipica
Amplificacdo da
regido ITS utilizado

Penicillium brevicompactum,
Penicillium carneum, Penicillium
chrysogenum, Penicillium
corylophilum, Penicillium

crustosum, Penicillium. glabrum,
Penicillium polonicum,
Penicillium raistrickii, Penicillium
spinulosum, Wallemiomycete sebi,

leveduras, Aspergillus. ruber,
Aspergillus westerdijkiae,
Penicillium griseofulvum,

Penicillium italicum, Penicillium
roqueforti, Penicillium viridicatum
e outras espécies nao
discriminadas correspondentes aos
géneros Cladosporium sp.,
Talaromyces sp e Curvularia sp.

Penicillium nalgiovense,
Penicillium implicatum,
Penicillium. chrysogenum,
Penicillium brevicompactum,
Penicillium. citrinum, Penicillium
griseofulvum, Mucor tacemosus,
Mucor  circinelloides, = Mucor
hiemalis, = Mucor  piriformis,
Aspergillus ochraceus,
Cladosporium cladosporoides,
Cladosporium  sphaerospermum,
Cladosporium herbarum,

artesanais, originando o fluxo
continuo de contaminacao ar-
linguica-ar. Ainda que as duas
inddstrias participantes do estudo se
localizam na mesma cidade, as
amostras  apresentaram  fungos
variados, sendo que a presenga de A.
westerdijkiae no ar e na superficie
das linguicas oriunda de uma das
fabricas, é deveras preocupante, uma
vez que este fungo é produtor de
OTA.

O estudo relatou a predominancia de
Penicillium nalgiovense em grande
parte das amostras analisadas, sendo
que este fungo proporciona uma
aparéncia externa desejavel (cor,
textura e sabor). Entretanto,
detectou-se a presenca de fungos
produtores de micotoxinas, como P.

chrysogenum (produtor de
roquefortina C, toxina PR, penicilina
e acidos secal6nicos), P.
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(Vila et. al,
2019)



Linguica
colonial
(Artisanal
colonial
salami -
Type dry
fermented
sausage)

Brasil
(Santa
Catarina -
Municipios
de Piratuba,
Herval
Velho,
Jabor4,
Concorida,
Luzerna,
Videira,
Salto
Veloso,
Tangara,
Cacador,
Iomeré e
Lacerdépolis

).

marcadores
moleculares ITS1 e
ITS4. A
amplificacdo foi
feita por PCR e os
produtos foram
separados por
PFGE.

Fenotipico
Agar DG18 para
contagem de fungos.

Genotipico
HTS
A regido ITS1 foi
amplificada
utilizando os
primers ITS1 e
ITS2. Os produtos
da PCR foram
analisados através
da plataforma
MiSeq Illumina

Scopulariopsis candida,

Geotrichum candidum

Apiotrichum montevideense,
Aspergillus cibarius, Aspergillus
ruber, Candida  metapsilosis,
Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Cladosporium
delicatulum, Cryptococcus sp.,
Cyberlindnera  mississippiensis,
Debaryomyces hansenii, Fusarium
denticulatum, Galactomyces sp.,
Geotrichum candidum,
Hyphopichia burtonii, Kodamaea
ohmeri, Lasiodiplodia
brasilliensis, Lasiodiplodia
jatrophicola, Leucosporidium
yakuticum, Meyerozyma
caribbica, Mrakia sp., Penicillium
thymicola, Pichia Kudriavzevii,
Suhomyces xylopsoci, Wallemia
mellicola, Wickerhamomyces
rabaulensis, Yarrowia  galli,

brevicompactum (produtor de

acido micofenolico), P. citrinum
(produtor de citrinina) e P.
griseofulvum (que produz patulina,
acido ciclopiazonico, roquefortina

C e griseofulvina).

O estudo mostrou que Debaryomyces
hanseni, = Candida  zeylanoides,
Yarrowia galli e Kodamaea ohmeri
foram as leveduras predominantes
nas amostras enquanto Aspergillus
cibarius, Penicillium thymicola e
Geotrichum candidum foram o os
fungos filamentosos de maior
abundancia.

41

(Degenhardt
etal., 2021)



Linguica
artesanal
(Traditional
dry sausage)

5 regioes do
Nordeste da
China
(Harbin,
Daging,
Suihua,
Hegang e
Mudanjiang)

Fenotipica
Agar rosa de
bengala para

contagem de bolores

e leveduras

Genotipica
Amplificacdo da
regido ITS2
utilizando primers
especificos (2024F e
2409R).Os produtos
da PCR foram
separados por
PFGE.

Yarrowia lipolytica, Candida
atlantica, Candida
palmioleophila, Candida

zeylanoides

Aspergillus sydowii, Penicillium
expansum, Mucor circinelloides,
Botryosphaeria ramosa,
Epicoccum plurivorum,
Aspergillus chevalieri,
Neopestalotiopsis clavispora,
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus
arrhizus,  Aspergillus  niger,
Penicillium spinulosum,
Trichosporon caseorum, Candida
tropicalis, Candida metapsilosis,

Cutaneotrichosporon curvatus,
Aspergillus carsiellus,
Lasiodiplodia theobromae,
Aspergillus penicillioides,
Torulaspora delbrueckii,
Monascus purpureus, Xeromyces
bisporus, Tausonia pullulans,
Alternaria tenuissima, Didymella
glomerata, Aspergillus
pseudoglaucus, Alternaria
alternata, Pichia kudriavzevii,
Trichosporon asahii,

Debaryomyces hansenii, Candida
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O estudo revelou que existem 8 (Wenetal.,

principais fungos (D. hansenii, C.
zeylanoides, T. asahii, A.
pseudoglaucus, A. sydowii, P.
expansum, A. alternata, e A.
tenuissima) que contribuem de forma
importante para a formacdo de
compostos  volateis da linguica
artesanal, sendo que o D. hansenii é
o principal fungo responsavel pela
formacdo de compostos volateis
essenciais e caracteristicos do
produto.

2021)



Embutidos
fermentados
(Raw
fermented
sausages)

Linguica
artesanal
(Traditional
dry
fermented
sausages)

Austria

5 regioes do
Nordeste da
China
(Harbin,
Daging,
Suihua,

Genotipico
Amplificagdo da
regiao ITS2
utilizando os
primers ITS3-5’ e
ITS4-5’. 0
sequenciamento foi
feito na plataforma
MiSeq [llumina.

Fenotipica
Agar Extrato de
Levedura Peptona
Dextrose (YPD)

Genotipica
Amplificagdo da

zeylanoides.

Calophoma sandfjordenica,
Itersonilia perplexans, Alternaria
alternata, Debaryomyces hansenii,

Candida zeylanoides,
Heterosphaeria veratri,
Mycosphaerella tassiana,
Alternaria  infectoria,  género
debaryomyces, génereos
alternaria, Cladosporium

cladosporioides, Typhula micans,

Vishniacozyma victoriae,
Filobasidium tepposum,
Filobasidium wieringae,
Aureobasidium pullulans,

Holtermanniella takashimae e
outras espécies ndo discriminadas
correspondentes fungos da ordem
Capnodiales, fungos da familia
Didymellaceae, fungos do género
Penicillium.

Foram isoladas o total de 46 cepas
de leveduras correspondentes a 12
espécies diferentes: Debaryomyces

hansenii, Candida zeylanoides,
Trichosporon asabhii,
Trichosporon asteroides,

O estudo revelou que a micobiota
central das amostras analisadas eram
compostas por fungos das espécies
Alternaria alternata, Mycosphaerella

tassiana, Cladosporium
cladosporioides, Candida
zeylanoides, Tausonia pullulans,
Debaryomyces hansenii e
Vishniacozyma  victoriae.  Além

disso, os resultados mostraram que,
quando comparado a comunidade
bacteriana, a comunidade fingica
teve um comportamento mais estavel
e heterogéneo ao longo do processo

de fermentacdo dos embutidos
carneos.
O estudo revelou que 7 cepas

isoladas (D. hansenii HRB2, SH4 e
HG2; T. delbrueckii DQ3 e HG7; P.
kudriavzevii MDJ1 e C. zeylanoides
DQ7) demonstraram potencial para
producao de acidos, alcoois e ésteres
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(Zwirzitz et
al., 2021)

(Wen et al.,
2022)



Hegang e
Mudanjiang)

regidao ITS
utilizando os
marcadores
moleculares ITS1 e
ITS4. Os produtos
da PCR foram
separados por
PFGE.

Torulaspora delbrueckii, Yarrowia
divulgata, Rhodotorula
mucilaginosa, Yarrowia galli,
Candida  parapsilosis,  Pichia
kudriavzevii, Candida metapsilosis
e Trichosporon coremiiforme.

mostrando-se importantes para a
formacdo dos compostos aromatica
da linguica. A cepa. D. hansenii SH4
se revelou como o melhor produtor
de sabor, pois produziu varios
compostos com 0s maiores OAVs
em todos os modelos.
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DG18: agar dicloran glicerol 18; DRBC: agar dicloran rosa de bengala cloranfenicol; HTS: sequenciamento de alto rendimento; ITS: espacador transcrito

interno; MEA: agar extrato de malte; OAV: valores de atividade de odor; OTA: ocratoxina A; PCR: reacdo em cadeia de polimerase; PFGE.: eletroforese em

gel de campo pulsado; YPD: 4gar extrato de levedura peptona dextrose.

Fonte: do autor (2022).
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Parussolo et al. (2019) analisaram a presenca de fungos no ar da area de produgdo, nas
matérias primas e na superficie de linguicas fermentadas artesanais oriundas de duas
industrias diferentes localizadas em Santa Maria, RS (Quadro 2). As amostras foram coletadas
nos dias 0, 7 e 14 de producao e foram inoculadas em agar DG18 a 25°C durante 7 dias. Foi
relatado que, apesar da identificacdo de espécies de leveduras e da predominancia de
Cladosporium sp., as matérias-primas apresentaram papel secundario na contaminacdao das
linguicas. Em contrapartida, a inter-relacdo entre os fungos detectados no ar e na superficie
das linguicas ficou evidente. Aspergillus pseudoglaucus representou 40% dos fungos
identificados no ar externo de uma das industrias e foi identificado na superficie das linguicas
no sétimo dia de maturagdo. Tal ocorréncia paralela também aconteceu com Penicillium
glabrum, fator preocupante uma vez que este fungo é produtor de alguns metabolitos toxicos.
Cladosporium sp. e leveduras predominaram tanto no ar quanto nas superficies das linguicas,
o que vai de encontro ao estudo de Asefa et al. (2010), que verificaram que as leveduras
também eram predominantes na superficie de embutidos carneos fermentados ao longo de
todo o processo, tendo seu desenvolvimento inibido somente apds a defumacao.
Cladosporium sp. é considerado um dos fungos mais frequente em ambientes internos e
externos, assim como em ambientes de fabricacdo de produtos carneos. Apesar de estar
relacionado com a deterioracao dos embutidos, a espécie Cladosporium cladosporioides esta
sendo investigado como inibidor de espécies patogénicas, uma vez que estudos in vitro
relataram que este microrganismo pode retardar em até 20 dias o desenvolvimento de conidios
de espécies como Aspergillus ochraceus, A. niger e Fusarium verticillioides (ANGELICO,
2012). Além dos fungos ja citados, Parussolo et al. (2019) identificaram a presenca de A.
westerdijkiae tanto na superficie das linguicas, quanto no ar das industrias, fato bastante
preocupante uma vez que este fungo é produtor de ocratoxina A - micotoxina nociva a saude
humana. Segundo os autores, a lavagem da tripa com o objetivo de remover fungos da
superficie é bastante comum no Brasil, entretanto deve ser realizada com cautela porque pode
prejudicar o processo de maturacdo das linguicas e, além disso, pode disseminar esporos
fiingicos no ar, ocasionando possiveis contaminacdes em linguicas frescas. E importante
ressaltar que, como o método de andlise utilizado neste estudo foi a contagem padrdo em
placas, em muitos casos, o numero de col6nias identificadas nas amostras de ar foi superior
ao limite maximo de quantificacdo do amostrador de ar utilizado, podendo gerar resultados
contestaveis. Além disso, este método ndo possibilitou a identificacdao precisa das leveduras

presentes nas amostras. Em vista da prevencdo da ocorréncia e multiplicacdo de bolores
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indesejaveis, muitos produtos alimenticios tradicionalmente obtidos por fermentagdo
espontanea agora estdo sendo produzidos com o uso de culturas iniciadoras para fornecer
sabor padronizado e seguranca microbioldgica e toxicologica (CRUXEN et al., 2019).
Penicillium nalgiovense é uma espécie de fungo considerada segura enquanto a
producao de micotoxinas e é comum de ser utilizada como cultura iniciadora, uma vez que
deixa a superficie dos embutidos carneos fermentados com um aspecto homogéneo e
aveludado, que agrada os consumidores (LUDEMANN et al., 2009). A fim de analisar a
micobiota de embutidos carneos fermentados oriundos de 3 regides da Argentina (Buenos
Aires, Cordoba e La Paz) e caracterizar as populagdes de Penicillium nalgiovense, Vila et al.
(2019) realizaram um estudo utilizando metodologia dependente de cultivo (Quadro 2). Eles
coletaram amostras das superficies dos embutidos, realizaram a inoculacao em placas de Petri
contendo agar DG18 e MEA (Malt Extrat Agar), incubaram a 25°C durante 7 dias e
realizaram a contagem de Penicillium spp., P. nalgiovense e outros géneros presentes na
superficie dos embutidos. A identificacdo fenotipica dos microrganismos foi realizada com
base nas caracteristicas morfologicas das colonias, sendo que as colonias de Penicillium
nalgiovense foram diferenciadas em 6 bidtipos de acordo com o diametro das colonias,
coloragdo dos conidios e grau de esporulagdo. Para confirmar a nivel molecular a identidade
dos isolados de Penicillium nalgiovense, o espacador transcrito interno (ITS) foi amplificado
por meio de PCR utilizando as regides ITS1 e ITS4 e os fragmentos obtidos foram separados
por PFGE. Das 37 amostras analisadas, obteve-se 196 isolados de fungos constituidos por 6
géneros e 17 espécies diferentes, sendo que 77% desses fungos pertenciam ao género
Penicillium. A espécie Penicillium nalgiovense prevaleceu em todas as amostras, com
excecdo somente de 2 localidades (Colonia Baron e Alpachiri na provincia de La Pampa),
onde ndo foi isolado. Tal resultado vai de encontro a um estudo mais antigo realizado com
embutidos carneos fermentados artesanais oriundo da provincia de Colonia Caroya (Cordoba),
em que os autores avaliaram a micobiota presente na superficie de tais alimentos produzidos
em duas estacOes diferentes: inverno e verao (CANEL et al., 2013). Assim como Vila et al.
(2019), eles constataram a predominancia de Penicillium nalgiovense, uma vez que este fungo
foi encontrado em 100% das amostras de embutidos carneos analisaoas. Ja na Europa, alguns
estudos também observaram a prevaléncia do género Penicillium em embutidos carneos,
incluindo as espécies de P. nalgiovense, P. solitum e P. olsonii (SONKAK et al. 2010;
ASEFA et al., 2010). Vila et al. (2019) identificaram ainda espécies com potencial

toxigénico, como P. chrysogenum, P. brevicompactum, P. citrinum, P. griseofulvum em
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todos os locais com frequéncia <40%. Além disso, Aspergillus ochraceus, fungo produtor de
ocratoxina A (OTA), também foi observado. Canel et al. (2013) encontraram Aspergillus
ochraceus nos embutidos carneos fermentados produzidos no verdao e atribuiram a presenca
deste fungo as altas temperaturas ambientais e a falta de controle da temperatura das camaras
de maturacdo. Acerca dos isolados Penicillium nalgiovense, observou-se que cada regido
apresentou a prevaléncia de um bidtipo e os resultados obtidos da analise metagenomica
confirmou a identidade dos isolados, pois demonstrou 100% de homologia com a cepa
utilizada como referéncia (VILA et al., 2019). Dessa forma, pode-se inferir que Penicillium
nalgiovense é um fungo comum de ser encontrado na superficie de embutidos carneos
fermentados artesanais fabricados na Argentina, entretanto também é encontrado em
embutidos oriundos de outras regides do mundo. Se aliado a outros microrganismos tipicos e
exclusivos de uma determinada regido, seria possivel obter uma cultura starter com
caracteristicas importantes, como a textura e a aparéncia aveludada desejada neste tipo de
produto.

Tendo em vista que algumas espécies de fungos sdo produtoras de micotoxinas, a
identificacdo de cepas produtoras destes metabdlitos toxicos é imprescindivel para entender
quais condi¢cdes favorecem a sua proliferacdo e quais fatores devem ser considerados no
momento da producdo de embutidos carneos fermentados a fim de evitar o seu
desenvolvimento. Merla et al. (2018) avaliaram a presenca de ocratoxina A (OTA) e de
fungos produtores da micotoxina em salames maturados por pelo menos 30 dias, produzidos
na regidao norte da Itdlia (Quadro 2). A identificacdo dos fungos foi realizada por meio de
métodos fenotipicos e foram isolados 247 fungos, sendo que trés isolados corresponderam a
Aspergillus westerdijkiae, fungo produtor de OTA. Os géneros Penicillium e Aspergillus
foram predominantes nas amostras analisadas, entretanto encontrou-se também o0s géneros
Mucor, Cladosporium, Geotrichum, Eurotium e Fusarium em concentragdes menores. A nivel
de espécie, Penicillium nalgiovense, Penicillium solitum, Penicillium chrysogenum e
Aspergillus candidus foram os mais predominantes, sendo que a prevaléncia do género
Penicillium pode ser justificada pela temperatura das salas de maturacdo dos salames (10 -
22°C). A presenca de OTA nos salames foi analisada através de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas e foi detectada em 13 das 133 amostras analisadas. Com
o intuito de averiguar a relacdao dos fungos isolados com a presenca de OTA nos salames, os
pesquisadores realizaram a extracao do DNA de 19 isolados de Aspergillus, de 94 isolados de

Penicillium e de 19 tripas de salames (sendo 12 tripas coletadas de salames positivos para
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OTA e 7 negativos). Os marcadores moleculares universais ITS1 e ITS2 foram utilizados para
amplificacdo da regido ITS e os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel
de agarose. Através de PCR em tempo real, foi realizada a amplificacdo do fragmento do gene
do peptideo sintetase ndo ribossomal, chamado otanpsPN, responsavel por codificar uma
enzima chave na biossintese de OTA. Eles observaram que nenhuma das amostras de DNA
oriunda dos fungos isolados testou positivo para a sequéncia alvo do gene otanpsPN e que dos
trés isolados de A. westerdijkiae, apenas um produziu ocratoxina A quando submetido a
condicOes ideais de temperatura, aw, pH e disponibilidade de nutrientes. Tal fato deixa claro
que nem todas as cepas com potencial para producdo de OTA sdo, de fato, capazes de
produzir a micotoxina quando as condi¢oes 6timas ndo sao alcancadas. Ja das 19 amostras de
DNA coletadas diretamente das tripas de salame, 14 obtiveram resultado positivo para a
presenca do gene otanpsPN, sendo que 11 positivaram tanto para o gene otanpPN quanto para
a um fragmento denominado otapks, que é especifico de P. nordicum, fungo produtor de
OTA. O gene otanpsPN foi detectado em dez salames onde a OTA foi quantificado acima de
1 pg/kg de carne. Ja em dois salames que apresentaram OTA, o gene otanpsPN nem o otapks
foi detectado, o que sugere que a OTA presente é derivada dos tecidos de suinos utilizados no
preparo dos salamente, proveniente da alimentagdo dos animais com ra¢Oes contaminadas.
Dentre os 7 salames analisados que testaram negativos para a presenca de OTA, 4
apresentaram resultados positivos para a amplificacdo do gene otanpsPN. A desconformidade
entre a auséncia da micotoxina e a amplificacdo dos gene otanpsPN pode ser explicada pela
necessidade de condi¢Ges especificas para a sintese de OTA, bem como temperatura,
atividade de agua, pH e nutrientes disponiveis no meio. Além disso, o estudo ndo detectou
nenhum isolado de P. nordicum, entretanto, 11 tripas testaram positivas para otapks, sendo
que uma delas testou positivo para ambos os genes (otanpsPN e otapks), mas ndo foi possivel
detectar a espécie porque o fungo ndo apresentava estruturas reprodutivas, o que inviabilizou
a sua classificacdo por método cultura-dependente. Levando em consideracao que as amostras
analisadas foram de salames com pelo menos 30 dias de maturacdo e que P. nordicum é
adepto de meios com alta atividade de agua, sugere-se que este é um microrganismo presente
no estagio inicial de maturacdo, ndo estando viavel para ser isolado em estdgios mais
avancados. Perante ao exposto, entende-se que seria interessante a aplicacdo de métodos
independentes de cultivo para a identificacdao completa da micobiota das amostras analisadas,

incluindo as cepas ndo ativas de P. nordicum.



49

Em paralelo com Merla et al. (2018), um estudo mais recente avaliou a relacdo entre a
sintese de OTA por P. nordicum com os parametros de processamento (interacao de umidade
relativa (UR) x temperatura x tempo de maturacdo) no progresso de pH e atividade de agua
(aw) ao longo dos estagios de maturacao de embutidos carneos fermentados produzidos na
Espanha (DELGADO et al., 2021). Os autores inocularam cepas de P. nordicum em 27
amostras de embutidos, acomodaram em camaras de maturacao durante 26 dias, variando a
temperatura e a UR do ar e verificaram as alteracoes na expressao dos genes otapks e otanps
por PCR em tempo real de transcri¢ao reversa (RT-gPCR). Observou-se que a aw foi um fator
impactante na producdo da micotoxina, sendo que as duas maiores concentragoes de OTA
foram detectadas no décimo oitavo dia de maturagdo, quando a aw chegou a 0,92 e a UR era
de 84%, e ao fim do tempo de maturacdo, quando a aw era de 0,87. Estudos relatam que ha
mais de uma condi¢do 6tima para a sintese de OTA por P. nordicum, sendo: 10-20°C e aw
0,90; 25°C e aw 0,90 em embutidos carneos fermentados ou ainda a aw 0,93 em carne suina
curada a seco (RODRIGUEZ et al., 2015; BATTILANI et al., 2010), o que vai de encontro
ao primeiro pico de OTA encontrado por Delgado et al. (2021). Estudos revelaram que P.
nordicum é capaz de crescer e produzir micotoxina em ambientes ricos em NaCl e com baixa
atividade de agua, assim como é o meio dos embutidos carneos fermentados ao fim da
maturacdao (DELGADO et al., 2018; RODRIGUEZ et al., 2014; SCHMIDT-HEYDT et al.,
2012), o que explica o segundo pico de producao de OTA nos embutidos verificado por
Delgado et al. (2021). Além disso, observou-se uma diminuicdo da concentracao de OTA do
dia 20 ao dia 24 de maturacao, indicando que durante a adaptacdo ao estresse hidrico e
osmotico, P. nordicum tem menor capacidade de producdo da toxina. Dessa maneira, o
controle de temperatura das camaras de maturacdo e o encurtamento do processo de
maturacdo podem ser alternativas para evitar o desenvolvimento dessa espécie de
microrganismo (DELGADO et al., 2021). E importante ressaltar que outras possibilidades
estdo sendo exploradas como medidas de controle para o desenvolvimento de micotoxinas,
incluindo OTA, em produtos carneos fermentados. Uma delas é a utilizacao de P. nalgiovense
como cultura protetora para diminuir os riscos de contaminacao por OTA, pois estes
microrganismos sdo capazes de controlar a aw e a expressao do gene otapks, deixando P.
nordicum em desvantagem para seu desenvolvimento (BERNALDEZ et al., 2013). Outras
pesquisas abordam alternativas de antifingicos naturais, como utilizacdo de 0leos essenciais

(OE) de diversas origens, sendo que o OE de manjericio e de cominho demonstraram bons
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resultados na inibicdao de bolores isolados da superficie de embutidos fermentados (KOCIC-
TANACKOV et al., 2020).

Considerando que linguicas coloniais sdo muito consumidas na regidao sul do Brasil e
que, devido a forma como sdo fabricadas e comercializadas (maior aw), apresentam uma
maior propensdo ao desenvolvimento de microrganismos com potencial patogénico,
Degenhardt et al. (2021) analisaram a micobiota desses produtos oriundas de diversos
municipios de Santa Catarina (Quadro 2). Para isso, eles utilizaram métodos dependentes e
independentes de cultivo. As analises fenotipicas de bolores e leveduras foram realizadas
através da inoculacdo das amostras em agar DG18 e incubacdo das placas a 25°C durante 5 - 7
dias. A observacdo da morfologia das colonias permitiu identificar a presenca de bactérias
acido laticas, leveduras, enterococos e bolores em todas as amostras, entretanto, ndo foram
identificadas espécies com potencial patogénico. Através de andlises fisico-quimicas,
observou-se que o pH das amostras foi maior que 5.0, o que permite inferir que as linguigas
eram de baixa acidez. Este fator explica a alta umidade desse tipo de embutido carneo
fermentado ao longo da maturacao, pois o pH elevado ndo favorece a desnaturacdo proteica,
fazendo com que essas moléculas retenham agua ao invés de eliminar. Para a identificacdo
taxondmica da microbiota das linguicas coloniais, os autores utilizaram a plataformaMiseq
[llumina utilizando as regides V3 e V4 do gene 16S rRNA para bactérias e as regioes ITS1 e
ITS2 para fungos. A nivel de levedura, Debaryomyces hanseni, Candida zeylanoides,
Yarrowia galli e Kodamaea ohmeri foram as espécies predominantes nas amostras. Enquanto
aos fungos filamentosos, as trés espécies predominantes nas amostras foram Aspergillus
cibarius, Penicillium thymicola e Geotrichum candidum. Debaryomyces hanseni é uma
espécie que vem sendo bastante estudada nos ultimos anos devido ao seu potencial probiotico,
nutricional e biotecnolégico, entretanto, algumas pesquisas mostram que essa levedura pode
estar envolvida em processos inflamatorios dos tecidos da mucosa e na doenca de Crohn
(PRISTA et al.,, 2016; ANGULO et al.,, 2020; JAIN et al., 2021). Com excecdao da
Debaryomyces hanseni, que é identificada em grande parte dos estudos envolvendo andlise
metagendmica de embutidos carneos fermentados, o restante dos fungos predominantes nas
linguicas coloniais sdao espécie menos abundantes ou até mesmo incomuns nos embutidos
carneos fermentados oriundos de outras regioes. Tal fato reafirma que a micobiota destes
alimentos tem uma relacdo direta com fatores extrinsecos, como ambiente, ingredientes e

modo de preparo.
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Sabendo que os embutidos carneos artesanais tém sabor e aromas variados de acordo
com a regido onde sdo fabricados, Wen et al. (2021) analisaram a ecologia flingica de
linguicas oriundas de cinco diferentes localidades da China através do sequenciamento de
amplicons de alto rendimento, utilizando espacador transcrito interno (ITS) como marcador a
fim de relacionar os fungos com os compostos volateis presentes nas amostras (Quadro 2).
Foram detectados um total de 272 espécies de fungos nos embutidos carneos fermentados
sendo que Candida zeylanoides, D. hansenii, Trichosporon asahii, Pichia kudriavzevii,
Alternaria alternata e Aspergillus pseudoglaucus foram as mais representativas. Observou-se
que a prevaléncia dos fungos variou conforme a regido produtora do embutido carneo
fermentado. C. zeylanoides foi detectado em maior abundancia relativa em linguicas da
cidade Daging (DQ), D. hansenii foi a espécie predominante na linguica de Harbin (HG), T.
asahii foi a espécie predominante na linguica de Mudanjiang (MDJ) enquanto que P.
kudriavzevii foi detectado em maior abundancia relativa na linguica MDJ. Ja Alternaria
alternata e Aspergillus pseudoglaucus prevaleceram em todas as amostras, entretanto a da
regidao Suihua (SH) apresentou maior abundancia de Alternaria alternata enquanto que A.
pseudoglaucus foi mais abundante na linguica MDJ. Ao considerar que as caracteristicas
fisico quimicas e as formulagdes dos embutidos carneos fermentados artesanais se
diferenciam de regido para regido, os fungos encontrados podem ser provenientes de diversas
fontes, como da propria carne crua, das especiarias utilizadas, das instalacoes onde ocorre o
processamento ou do proprio ambiente onde ocorre a fermentagdo. Além das identificacdo dos
fungos, o estudo constatou que 8 espécies (D. hansenii, C. zeylanoides, T. asahii, A.
pseudoglaucus, A. sydowii, P. expansum, A. alternata e A. tenuissima) estdo relacionados com
os compostos volateis presentes, sendo que o D. hansenii pode ser considerado o fungo
funcional central porque foi correlacionado com a formacoes 8 diferentes compostos volateis
(hexanal, 1-octen-3-ol, acetato de etila, hexanoato de metila , etil hexanoato, metil butirato,
metil heptanoato e etil heptanoato).

Outro estudo realizado pelos mesmos autores analisou as propriedades tecnologicas e
o potencial de sabor de leveduras em linguicas fermentadas artesanais de diferentes regides da
China (WEN et al., 2022) (Quadro 2). As cepas foram identificadas e a tipagem foi realizada
utilizando métodos genotipicos dependentes de cultivo. Como resultado foram identificadas
46 cepas, sendo que 34 linhagens foram selecionadas para mais estudos. O estudo identificou
um total de 56 compostos volateis e, levando em consideracio que o sabor ndo esta

relacionado somente com o teor de compostos volateis mas também com os valores limiares



52

destes compostos, a cepa D. hansenii SH4 foi eleita como a melhor produtora de sabor, uma
vez que foi relacionada com os maiores valores de atividade de odor (OAV, do inglés Odour
Activity Value) associados as caracteristicas sensoriais desejadas em linguicas fermentadas,
como 3-metil-butanal, butirato de etila, isovalerato de etila, hexanoato de etila, heptanoato de
etila, caprilato de etila, 2-metilbutirato de etila e 3-fenilpropionato de etila. Em paralelo com
estes resultados, estudos mais antigos também destacaram D. hansenii como grande
responsavel pelas caracteristicas sensoriais de embutidos carneos fermentados. Cano-Garcia,
Flores, Belloch (2013) isolaram D. hansenii de linguicas fermentadas naturalmente a fim de
estudar a relacdo de tal microrganismo com os compostos volateis. O estudo foi realizado
utilizando técnicas moleculares cultivo dependente: as cepas foram isoladas em meio GPY
(2% de glicose, 0,5% de peptona e 0,5% de extrato de levedura), as regides ITS 1, 5.8S rRNA
e ITS2 foram amplificadas por PCR e os fragmentos foram separados por eletroforese em gel
de agarose. Eles relataram que sete linhagens de D. hansenii produziram diferengas no perfil
sensorial aromatico das linguicas, sendo que os principais compostos gerados foram
compostos ésteres, ésteres etilicos e metilicos, enxofre, alcoois, aldeidos e cetonas. D.
hansenii tém papel fundamental para o sabor dos embutidos carneos fermentados fabricados
na China, uma vez que os estudos detectaram a sua relacdo direta com a producdo de
compostos volateis caracteristicos nas linguicas dessa regido. Dado a importancia dos
atributos sensoriais regionais e a necessidade de padronizacdo de alimentos fermentados
artesanais, o uso de D. hansenii como cultura starter é bastante interessante, pois auxilia na
manutencdo do sabor e aroma desejado e possibilita que o processo fermentativo seja
padronizado, conservando as caracteristicas do produto preparado artesanalmente.

Tendo em vista que 0s compostos responsaveis pelas caracteristicas sensoriais dos
embutidos carneos se formam ao longo do processo de fermentacdo e maturacdo, e que a
ecologia de tais produtos se modifica no decorrer deste periodo, Zwirzitz et al. (2021), em
uma pesquisa recente, estudaram quatro diferentes tipos de embutidos carneos fermentados ao
longo do periodo de maturacdo a fim de compreender as mudangas que ocorrem na ecologia
microbiana durante este processo (Quadro 2). As amostras foram coletadas de duas diferentes
instalacdes localizadas na Austria no periodo de novembro de 2018 (amostras A.1, A.2) e
abril de 2019 (amostras B.1 e B.2). Os autores utilizaram os genes 16S rRNA para bactérias e
ITS2 para fungos e realizaram o sequenciamento genético completo na plataforma MiSeq
[Nlumina. Foram encontrados uma média de 26.163 sequéncias bacterianas e 35.494

sequéncias flingicas. Como resultado, foi observado que em todas as amostras analisadas
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houve um decréscimo da comunidade bacteriana ao longo da maturacdo enquanto a
comunidade flngica se manteve estavel ou até mesmo aumentou. O microbioma central dos
embutidos foi definido através da comparacdo entre as comunidades microbianas das
diferentes amostras, ou seja, verificou-se quais sequéncias tnicas (ASVs, do inglés amplicon
sequence variants) foi encontrado em todos os embutidos e quais foram exclusivos de
determinada amostra. Constatou-se como micobioma central as espécies Alternaria alternata,
Mycosphaerella tassiana, Cladosporium cladosporioides, Candida zeylanoides, Tausonia
pullulans, Debaryomyces hansenii e Vishniacozyma victoriae. E importante ressaltar que cada
amostra obteve uma micobiota individual, sugerindo que a populacdo fingica é inerente a
diferentes locais e formas de produgdo, entretanto, ha espécies comuns a todos os tipos de
embutidos. Além disso, os autores observaram que as maiores mudancas na comunidade
microbiana ocorreu durante os primeiros dias de maturacdo, sendo que, de modo geral, a
comunidade fungica se mostrou mais heterogénea ao longo do periodo de maturagao frente a
comunidade bacteriana, que revelou uma tendéncia a se tornar homogénea com o decorrer do
tempo. Essa diversidade flingica pode ser atribuida ao fato de que grande parte dos fungos sao
xerofilicos e, por isso, sdo capazes de adaptar-se bem a diminuicao de aw decorrente do
processo de maturacio (LOPEZ DIAZ et al., 2002). De modo geral, as espécies mais
relatadas foram Calophoma sandfjordenica, Itersonilia perplexans, Alternaria alternata e
Debaryomyces hansenii, sendo que Calophoma sandfjordenica foi encontrada em maior
concentracdo nas amostras “B” enquanto Alternaria alternata predominou nas amostras “A”.
E importante ressaltar que a espécie Alternaria alternata foi detectada em diversos estudos
com derivados carneos, entretanto é um patogeno comum em plantas (DORN-IN et al., 2013;
WEN et al., 2021). Ha relatos de que este microrganismo produz metabdlitos que afetam
negativamente a microbiota intestinal dos seres humanos e que é capaz de produzir uma série
de proteinas alergénicas, capazes de potencializar problemas respiratérios (CRUDO et al.,
2021; Gabriel et al., 2016). Ja Debaryomyces hansenii foi identificada de forma abundante em
todos os embutidos carneos fermentados analisados e manteve uma taxa crescente de
multiplicacdo desde o inicio do processo até o periodo médio de maturagao, seguido por um
decréscimo ao fim do periodo. Observou que Itersonilia perplexans se fez presente em maior
abundancia nos primeiros dias de maturagdo, diminuiu no periodo médio e aumentou
novamente ao fim da maturacdo. Enquanto isso, Candida zeylanoides diminuiu ao longo da
maturacdo, ao contrario de Mycosphaerella tassiana, que aumentou durante todo o processo.

Os resultados observados permitem inferir que a comunidade fingica foi mais estavel e mais
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heterogénea frente a comunidade bacteriana e que o papel dos fungos no processo de
embutidos carneos fermentados ainda é subestimado (ZWIRZITZ et al.,, 2021). Tal
observacao € pertinente uma vez que os fungos ainda sdo pouco estudados através da
metataxonomica, o que deixa uma lacuna para a compreensdo completa da ecologia
microbiana de embutidos carneos fermentados.

Os estudos utilizando a abordagem metataxonomica para a identificacdo da
comunidade microbiana de alimentos fermentados estdo avancando, entretanto essa
metodologia ainda é pouco utilizada. Diversos fatores, tais como o alto custo e a falta de
recursos em bioinformatica, colaboraram para que a popularizacdo das técnicas de
sequenciamento genético ainda sejam pouco utilizadas (CUNHA, 2016). Todavia, os métodos
moleculares sdao uma alternativa extremamente importante para a caracterizacdo micobiana de
diferentes tipos de produtos artesanais, incluindo dos embutidos carneos fermentados, uma
vez que a identificacdo dos fungos nestes produtos possibilita a compreensdo da
funcionalidade de tais microrganismos na matriz alimenticia (FRANCIOSA et al., 2018). E
importante ressaltar que a abordagem metataxonomica vem sendo utilizada com mais
frequéncia para a identificacdo bacteriana em embutidos carneos fermentados no mundo
inteiro (POLKA et al., 2015; GREPPI et al., 2015; FERROCINO et al., 2017; GIELLO et al.,
2018; SANTIYANO NT et al., 2019; SETTANNI et al., 2020), enquanto que os bolores e
leveduras ainda sdo vistos como papel secundario (ZWIRZITZ et al., 2021). Contudo, estudos
recentes estdo revelando que os fungos exercem fungdes tdo importantes quanto as bactérias
ao longo de todo o processo de fermentacao e maturacdo de embutidos carneos fermentados
artesanais. Notou-se que Debaryomyces hansenii e Candida zeylanoides foram espécies
recorrentes na maioria dos estudos analisados, cuja relacdio com as propriedades
organolépticas sdo bastante relevantes, podendo assim, serem consideradas cepas com
potencial para serem utilizadas como culturas starters (DEGENHARDT et al., 2021; WEN et
al., 2021; ZWIRZITZ et al., 2021; WEN et al., 2022).
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4. CONCLUSAO

A partir da revisdo realizada observou-se que a comunidade fungica tem um papel
fundamental durante todo o processo de fermentacdao e maturacao de embutidos carneos
fermentados artesanais. Ainda que a importancia de bolores e levedura seja subestimada
frente a relevancia das bactérias, estudos comprovam que tais microrganismos influenciam
diretamente as caracteristicas organolépticas dos embutidos, uma vez que estdo relacionados
com a producdo de diversos compostos volateis que colaboram significativamente para a
melhoria dos atributos sensoriais caracteristicos de linguicas e salames artesanais. A levedura
Debaryomyces hansenii pode ser considerada como um microrganismo em potencial para ser
utilizada como cultura starter, uma vez que se fez presente em mais de uma regido e foi
relacionada com a producdo de diversos compostos volateis responsaveis pela producdo de
sabor e odor de embutidos carneos fermentados artesanais.

A abordagem metataxdnomica se mostrou uma alternativa extremamente valida e de
grande importancia para o conhecimento da micobiota completa de embutidos carneos
fermentados artesanais. Tal abordagem permite compreender a inter-relacao existente entre a
comunidade fingica autéctone deste tipo de produto, as modificagbes que ocorrem na
populacgdo fungica no decorrer do processo fermentativo, a influéncia que tais microrganismos
tém sobre as caracteristicas sensoriais destes alimentos e também sobre o potencial que certas
cepas apresentam para producdo de micotoxinas quando submetidas a determinadas condic¢Ges
de temperatura, aw, pH e nutrientes. Desta forma, o estudo e aplicacdo deste tipo de andlise
microbiologica é muito vantajoso quando comparado aos métodos da microbiologia classica e
tem um papel fundamental, tanto para o controle da seguranca destes alimentos, quanto para o
desenvolvimento e aprimoramento das caracteristicas sensoriais. Entretanto, devido ao alto
custo deste tipo de andlise e a necessidade de conhecimento avangado em bioinformatica, a
aplicacdo deste tipo de metodologia ainda é bastante limitada. Em decorréncia desses fatores,
acredita-se que as analises metataxonOmicas seguirdo restritas a estudos tedricos pelos
proximos anos para que em somente em um futuro distante sejam aplicadas em larga escala e
se tornem uma realidade dentro dos laboratérios de pequenas e grandes industrias de
alimentos.

E importante ressaltar ainda que, estudos e experimentos futuros, se fazem necessarios

a fim de entender a totalidade da ecologia de embutidos carneos fermentados artesanais, com
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o intuito de formular culturas starters que conservem a individualidade caracteristica de cada

regido mas que permitam que o processo fermentativo ocorra de forma controlada e segura.
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