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RESUMO

Avaliac&o micoldgica ao longo do processamento de salames e
influéncia da umidade relativa sobre a producéo de ocratoxina A

por Aspergillus westerdijkiae

AUTOR: Gilson Parussolo
ORIENTADORA: Marina Venturini Copetti

O salame é um derivado carneo fermentado introduzido no Brasil pelos primeiros
imigrantes italianos e que suas caracteristicas organolépticas sdo muito
influenciadas por fungos que crescem na parte externa do embutido. Se ndo forem
adotados os devidos cuidados higiénicos durante sua produgcao e maturacdo, estes
poderdo ser colonizados por fungos toxigénicos. O objetivo deste trabalho foi
investigar micologicamente matérias-primas, ar ambiente da area de producédo e
maturacdo e fungos presentes na superficie de salames além de analisar a
producdo e migracdo de ocratoxina A em salames inoculados com fungo produtor.
Foram utilizadas duas industrias para o estudo, das quais foram obtidas amostras de
matérias-primas (pimenta-preta, noz moscada, envoltorio, alho, mix de especiarias e
carne) para se analisar micologicamente. Também foi realizada, em dois periodos, a
amostragem do ar das areas de producdo e maturacdo e coleta de salames para
andlise dos fungos presentes na superficie do envoltdrio ao longo da maturacdo. As
analises micoldgicas foram feitas em meio Dicloran Glicerol 18% (DG18) utilizando-
se diluicdo e plaqueamento em superficie, para anélise das matérias-primas e a
técnica de esfregaco com swab em uma area de 25cm? para avaliagéo da superficie
dos salames. DG18 também foi o0 meio de cultura utilizado para recuperacdo dos
fungos do ar. Para os estudos de producdo de ocratoxina A, foi realizada a
inoculacdo de Aspergillus westerdijkiae (10" esporos) na superficie de salames, os
quais foram incubados em diferentes umidades relativas (maturacdo normal,
decrescendo de 95 a 75% ao longo de 35 dias; e umidades relativas fixas de 79%,
85% e 95% durante 21 dias), fazendo-se amostragens semanais para verificar a
presenca e distribuicdo da ocratoxina A no envoltorio, borda externa e miolo do
salame. As matérias-primas apresentaram baixa contaminacdo fangica, com
excecao da pimenta-preta. Para os salames verificou-se uma ampla variedade
fungica nas duas industrias, com predominancia de Aspergillus (sobretudo espécies
xerofilicas), Penicillium e Cladosporium. Na industria B foi observada a presenca de
Aspergillus westerdijkiae, fungo conhecido como produtor de ocratoxina A em
produtos carneos. O ar ambiente apresentou alta contaminac@o principalmente por
Cladosporium sp. seguido de Penicillium sp. e Aspergillus sp., ficando em alguns
casos, acima do limite de quantificacdo do aparelho (>10* UFC/cm?®). Cerca de
metade das espécies presentes no ar também foi isolada dos salames. Na



amostragem de ar também foi identificado A. westerdijkiae na industria B. Visto que
A. westerdijkiae ndo foi isolado de matérias-primas, o ar ambiente pode ser
considerado um ponto critico no que se refere a contaminacdo e propagacdo de
fungos em areas de processamento de alimentos. Em salames inoculados com A.
westerdijkiae ndo foi possivel detectar ocratoxina A nos 7 primeiros dias tanto na
maturacdo normal quanto nas umidades relativas fixas. A maior quantidade de
toxina foi detectada no envoltério, sendo a quantidade maxima identificada no 14°
dia na umidade relativa de 79% (1135 pg/kg) enquanto que na maturacdo normal foi
aos 21 dias (676,5 pg/kg). A toxina foi capaz de migrar para a borda externa (87,4
ug/kg em 0,79; 1,55 pg/kg na maturacdo normal). Nao foi verificada migracdo da
toxina para o miolo dos salames. Ao término desta pesquisa, concluiu-se que a
presenca de fungos toxigénicos superficiais em salames é de relevancia para a
salude publica devido a sua capacidade de producdo de micotoxinas ao se
desenvolver no envoltério com difusdo da mesma para o produto.

Palavras-chaves: Deterioracdo fungica; Seguranca alimentar; Fungo toxigénico;

Micotoxina; Embutido carneo fermentado.



ABSTRACT

Mycological evaluation along salami processing and influence of
relative humidity on the production of ochratoxin A by Aspergillus

westerdijkiae

AUTHOR: Gilson Parussolo
ADVISOR: Marina Venturini Copetti

The salami is a fermented meat product introduced in Brazil by the first Italian
immigrants. The organoleptic characteristics of this product are influenced by fungi
growing on the sausage surface. If production and maturation is not carried out under
hygienic conditions, they can be colonized by toxigenic fungi. The objective of this
study was to investigate mycological quality of raw materials, ambient air from the
area of production and maturation and surface of salami, as well as to analyze the
production and migration of ochratoxin A in salami inoculated with a producer
species. Two industries were used for the study, from which samples of raw material
(black pepper, nutmeg, wrapper, garlic, spice mix and meat) were obtained for
mycological analysis. It was also carried out, in two periods, the sampling of air from
the production and maturation areas and the collection of salamis to analyze the
fungi present on the surface of the wrapping during maturation. The mycological
analyzes were done in 18% Dichloran Glycerol medium (DG18) using surface
plating, for analysis of the raw materials and swab smear technique in an area of
25cm” to evaluate the salami surface. DG18 was also the culture medium used for
recovering airborne fungi. For the production of ochratoxin A, Aspergillus
westerdijkiae (10* spores) was inoculated on salami surface, which were incubated in
different relative humidity (normal maturation, decreasing from 95 to 75% over 35
days; relative humidity of 79%, 85% and 95% for 21 days). Weekly samplings were
carried out to verify the presence and distribution of ochratoxin A in the casing, outer
border and salami crumb. The raw materials presented low fungal contamination,
with the exception of black pepper. For salami, a wide fungal variety was verified in
the two industries, predominantly Aspergillus (mainly xerophilic species), Penicillium
and Cladosporium. In industry B the presence of Aspergillus westerdijkiae was
observed, fungus known as ochratoxin A producer in meat products. The ambient air
presented high contamination mainly by Cladosporium sp. followed by Penicillium sp.
and Aspergillus sp., being in some cases, above the limit of quantification of the
apparatus (>10* CFU / cm®). About half of the species present in the air were also
isolated from the salami. A. westerdijkiae has also been identified in industry B. A.
westerdijkiae has not been isolated from raw materials. In the case of A.
westerdijkiae, ambient air can be considered a critical point in terms of contamination
and propagation of fungi in processing areas of food. In salami inoculated with A.



westerdijkiae it was not possible to detect ochratoxin A in the first 7 days in both
normal maturation and fixed relative humidities. The highest amount of toxin was
detected in the casings, with the maximum amount detected at day 14 at the relative
humidity of 79% (1135 ug/kg). Under normal maturation the maximum was detected
at 21 days (676.5 pg/kg). The toxin was able to migrate from casing into the outer
border (87.4 ug / kg at 0.79, 1.55 pg/kg at normal maturation). No migration of the
toxin into the salamis core was observed. In conclusion, the presence of toxigenic
fungi in salami surface is of public health concern due to their ability to produce
mycotoxins as it develops in the casing with diffusion of toxin into the product.

Keywords: Fungal spoilage; Food safety; Toxigenic fungi. Mycotoxin; Fermented
meat sausage.
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1. INTRODUCAO

O salame é um derivado carneo fermentado introduzido no Brasil pelos
primeiros imigrantes italianos, sendo sua fabricacdo de grande importancia para a
regido Sul (TERRA, 2004). Conforme a Instrucdo Normativa 22/2000, que aprova o
regulamento técnico de identidade e qualidade de produtos carneos, entende-se por
salame, um produto carneo industrializado obtido de carne suina ou suina e bovina
adicionado de toucinho, ingredientes, embutido em envoltério naturais ou artificiais,
fermentado, maturado, defumado ou ndo e dessecado. A mesma legislacdo
considera a presenca de fungos caracteristicos, uma consequéncia natural do seu
processo tecnolégico de fabricacdo (BRASIL, 2000).

O crescimento de fungos e leveduras na parte exterior (sobre o envoltério)
durante o periodo de maturacdo dos salames desempenhara um papel de grande
relevancia em relacdo as caracteristicas sensoriais produzidas, sendo em geral,
considerado um fator de qualidade. Entre os efeitos desejaveis, tem-se a formacéo
de aroma e sabor através da oxidacdo do lactato, da protedlise e da lipolise,
degradacdo de aminoacidos, diminuicdo da rancidez oxidativa, diminuicdo da
migracdo do oxigénio e reducdo da penetracdo da luz no produto (GRAZIA et al.,
1986; BRUNA et al., 2001). Dentre os efeitos indesejaveis da presenca fungica,
destaca-se a possibilidade de producdo de compostos antibidticos e/ou toxicos, por
algumas espécies (SAMSON et al., 2004).

Dentre as toxinas produzidas por fungos, a ocratoxina A (OTA) é a de maior
incidéncia em produtos carneos, onde se destacam como fungos produtores o
género Aspergillus (por exemplo, Aspergillus ochraceus, Aspergillus westerdijkiae e
Aspergillus carbonarius), sobretudo em paises de clima tropical e o género
Penicillium (por exemplo, Penicillium verrucosum e Penicillium nordicum), em paises
de clima temperado (IACUMIN et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2012; MONTANHA
et al., 2018). Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancer (IARC), a
OTA é considerada como possivel agente carcinogénico (nefrocarcinogénica) em
humanos, classificada no grupo 2B, sendo também considerada hepatotoxica,
imunossupressora, teratogénica e nefrotoxica (IARC, 1993).

Os fungos que se desenvolvem na superficie do salame, tradicionalmente tem

origem do ambiente de processamento e maturacao deste derivado carneo (ASEFA
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et al.,, 2010), havendo retro-alimentacdo, poderd ser proveniente da adicdo de
culturas starter (GOICOECHEA, 2010) ou ingredientes.

Alguns estudos demonstram que o ar ambiente influencia a contaminacéo de
varios alimentos (SALUSTIANO, 2001; MEDEIROS et al., 2012). Poeira, ventilacao e
ocupacao, tipo de atividade exercida e estigio da atividade em que os colaborados
exercem dentro de um determinado local, podem ser considerados como fatores
determinantes do nivel de contaminacdo fungica do ar ambiente (LUOMA e
BATTERMAN, 2001). Dentre os problemas relacionados a contaminacdo ambiental
gue poderéa afetar o ser humano, tém-se as alergias, infec¢des, sinusite, sindrome
de hipersensibilidade, doencas reuméaticas e outras doencas imunes, problemas
psiquiatricos e respiratorios decorrentes da aspiracdo de fungos e micotoxinas
(SCHIRMER et al., 2008; KHAN e KARUPPAYIL, 2012).

Tanto paises europeus como na Ameérica Latina investigaram a contaminacao
superficial e também do ar ambiente das areas de processamento de diversas
industrias (GRAZIA et al., 1986; TOSCANI et al., 2007; CASTELLARI et al., 2010;
GALVALISI, 2012; PERRONE et al., 2015). Alguns destes trabalhos avaliaram
também a capacidade toxigénica dos isolados provenientes de produtos carneos,
como por exemplo, o salame. No Brasil existem poucas pesquisas, onde, em geral,
sdo descritos apenas 0s géneros fungicos e algum método de controle aplicado
(LAPPE et al., 2004; BRUSTOLIN, 2009; VIEIRA et al., 2013; SANTOS et al. 2016).

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos avaliando a producéo e
migragdo de ocratoxina A por A. westerdijkiae ao longo da maturacdo do salame.
Diante desta necessidade, o presente trabalho se prop6és a isolar e identificar fungos
presentes no ar do ambiente de producdo e maturacdo, nas matérias-primas e
salames em diferentes estagios de maturacao. Verificar a producédo de ocratoxina A
por A. westerdijkiae e a difusdo da micotoxina no salame maturado em diferentes

condi¢ces de umidades relativas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Produtos carneos curados

Os produtos cérneos curados sdo produtos ndo submetidos a tratamento
térmicos e sua temperatura do processamento nao deve ultrapassar os 37°C. Para
alcancar o objetivo de conserva-los sem que haja a necessidade de aplicacdo de
métodos complementares, o0s produtos carneos curados devem sofrer uma
desidratacdo. Durante a etapa de maturagédo, perderdo a umidade contida no seu
interior para o ambiente (PEREZ-ALVAREZ et al., 1997; SHIMOKOMAKI et al.,
1998), limitando a variedade de micro-organismos capazes de se multiplicar.

Acredita-se que esse processo tenha surgido ha mais de 2000 anos na China
(GOICOECHA, 2010). A producgdo industrial de derivados carneos na Europa
comecou no Mediterraneo com a utilizacdo de pequenas fabricas, e, anos mais
tarde, espalhou-se para o norte e oeste do continente europeu. Na Hungria essa
técnica foi introduzida no ano de 1851, sendo dispersa nos Estados Unidos através
de imigrantes da Europa Central que passaram a utilizar industrias automatizadas de
grande escala a partir do século XX (GOICOECHA, 2010). No Brasil, a técnica foi
introduzida com a vinda de imigrantes europeus (TERRA, 2004) e atualmente a
producdo e consumo sdo expressivos no Sul do Brasil.

A esses produtos carneos curados podem ser adicionadas culturas starter, as
quais, além da padronizacdo sensorial do produto, tém por objetivo inibir micro-
organismos patogénicos, além de aumentar a vida de prateleira, sem que haja
alteragbes na composicdo fisica do produto (LUCKE, 2000). As culturas starter
comercializadas para aplicacdo em produtos carneos geralmente sdo oferecidas
através de um mix de micro-organismos que ir4 potencializar a agdo microbiana para
atingir o objetivo pretendido ao término do processo. Dentre 0s micro-organismos
mais empregados estdo os géneros Lactobacillus e Pediococcus (bactérias acido
laticas) em associacdo com Micrococcus e Staphylococcus (BRUSTOLIN, 2009). No
entanto, estes micro-organismos poderdo afetar o desenvolvimento fungico,
incluindo a producao de micotoxinas (MEFTAH et al., 2018).

Os produtos céarneos curados podem ser classificados em dois grupos
diferentes: produtos com integridade anatomica (Presunto Parma, bacon curado,
presunto curado, copa, etc.) e produtos picados e embutidos (salame, salaminho,
salame tipo Alemao, tipo Hamburgués, etc.) (BRASIL, 2000; HUI et al., 2012).
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Em virtude da importancia para este trabalho, serd discutido com maior

detalhamento o salame.
2.1.1 Salame: definicdo e processamento

Segundo a IN n° 22, de 31 de julho de 2000, salame é um produto carneo
industrializado obtido de carne suina ou suina e bovina adicionado de toucinho,
ingredientes, embutido em envoltério naturais ou artificiais, fermentado, maturado,
defumado ou nao e dessecado (BRASIL, 2000).

Tecnologicamente, ap0s o0 preparo, a matéria-prima €é moida em
granulometria desejada. A carne deve estar a temperatura de -1 °C e o toucinho a -7
°C, pois em temperaturas altas pode ocorrer a formagao de uma “pseudo-emulsédo”
gue pode permanecer, ap6s 0 embutimento, entre a carne preparada e a tripa
prejudicando a desidratacdo e aparéncia do produto final (TERRA, 2004).
Posteriormente a isso, serdo acrescentados aditivos e condimentos. Essa massa
entdo é embutida em tripa natural ou de colageno. Apds o embutimento, 0 processo
da producédo seguira em uma camara de maturacdo com controle da temperatura
(entre 18 °C e 26 °C), velocidade do ar (0,4 m/s por 2 a 4 dias) e umidade (85% a
90%) (LUCKE, 1998; LUCKE, 2000).

As transformacdes ocorridas durante a maturacdo do salame podem ser
divididas em duas fases. Na primeira fase, durante os sete primeiros dias ap0s o
embutimento, acontece acidificacdo e a formacéo de cor. Nesta fase fermentativa,
0s carboidratos presentes serdo metabolizados pelas bactérias éacido laticas
presentes, causando uma reducao do pH, provocando a inibicdo das bactérias Gram
negativas, dando espaco para as Gram positivas no interior do embutido (géneros
Lactobacillus, Micrococcus, Pediocuccus, Leuconostoc e Bacillus) e fungos no
exterior do embutido (Penicilium sp. e leveduras). As proteinas miofibrilares
coagulardo em funcdo do acumulo de acidos e estabilizardo a emulsdo que atingira
0 ponto isoelétrico da proteina e, por conseguinte, diminuira a capacidade de reter
adgua (ORDONEZ et al., 2005). Esta desidratac&o sofrida pelo produto determinara o
inicio da segunda fase ou a maturacao propriamente dita. Nesta fase os sabores e
aromas de produto curado serdo acentuados (ORDONEZ et al., 2005). Ao final das
duas fases de maturacdo o produto devera apresentar pH entre 52 e 54
(FERNANDEZ et al., 2001).
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A vida util de um salame é maior se comparado com a de uma carne fresca,
isso se relaciona a inibicdo sofrida por micro-organismos patogénicos e
deteriorantes durante a fermentacdo e maturacdo do produto, devido aos valores
reduzidos de pH e atividade de agua, além da producdo de compostos com acgao
antimicrobiana (4cidos organicos e bacteriocinas), permitindo sua conservagdo a
temperatura ambiente (FERNANDEZ et al., 2001; HUGAS e MONFORT, 1997). O
crescimento de fungos na superficie do salame ocorre em ambas as fases, mas se
torna mais evidenciado na etapa de maturacdo. Os géneros Penicillium e Aspergillus
sdo os predominantes e contribuem para a formagdo das caracteristicas sensoriais
do embutido. Esse recobrimento da superficie é, em geral, considerado positivo, pois
ajudara no controle da incidéncia de luz e oxigénio, além de atuar cataliticamente na
rancificagdo da gordura. Quando houver um recobrimento excessivo de fungos,
poderdo surgir problemas no aroma e sabor devido & acdo exagerada de enzimas
proteoliticas e lipoliticas (TERRA, 2004).

2.2 Contaminacéo fungica e producéo de micotoxinas em alimentos

Sabe-se que os fungos séo habitantes universais do solo, agua e ar podendo
chegar ao alimento como deteriorantes ou até mesmo como produtores de
micotoxinas, metabdlitos esses, que ao serem ingeridos causardo enfermidades
graves ao consumidor (TANIWAKI e SILVA, 2001).

Segundo Samson e Frisvad (2004), fungos e bactérias quando se
desenvolvem em alimentos poderéo provocar sua deterioracdo, ocasionando perdas
econbmicas no setor produtivo, além de representarem um perigo para a saude do

consumidor quando ingeridos.

2.2.1 Fontes de contaminacéo fungica

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de apontar fatores
predisponentes a contaminacdo de alimentos por fungos durante seu preparo ou
industrializacdo. A atividade de agua do produto final e temperatura de
processamento e armazenamento S80 0s principais fatores que definirdo o

crescimento fangico em produtos carneos, mas a qualidade da matéria-prima e do ar
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ambiente tem sido mencionada como fator primordial para a instalacdo microbiana,
ou seja, fontes de contaminacéo (PITT e HOCKING, 2009).

O requerimento de agua para o crescimento fungico ird depender do género e
espécie. Em uma atividade de 4gua de 0,95-0,99 o crescimento fangico é favorecido
desde que nado haja competidores bacterianos. Em 0,65-0,90 fungos xerofilicos séo
favorecidos enquanto que em 0,88-0,99 leveduras se sobressairdo (LEONG et al.,
2011).

Referente a temperatura de armazenamento, os fungos possuem uma 6tima
temperatura de desenvolvimento em torno de 25° C. Abaixo dessa temperatura n&o
h& a completa inibicdo de crescimento, apenas um aumento no tempo de geracao
(HOANG et al., 2010).

A contagem inicial de fungos em um substrato alimenticio influencia o tempo
até a deterioracdo do produto, sendo este mais curto quanto maior for o nimero de
micro-organismos em alimentos conservados sob as mesmas condicbes (BURGAIN
et al., 2013).

Em relagéo a qualidade do ar ambiente, esta dependera de diversos fatores,
dentre eles a umidade relativa e ventilagdo. Quando a umidade relativa do ar se
apresentar com altos valores, havera transferéncia de agua para o produto (RAO et
al., 2016), o que favorecerd o desenvolvimento de micro-organismos que serao
responsaveis por fazer a emissdo de ceélulas, fragmentos, compostos volateis e
também esporos para o ar ambiente. (AGENCIA PORTUGUESA DO AMBIENTE,
2009; TERRA, 1998). Sodré (2006) afirma que em ambientes fechados, a
contaminacdo pode ser proveniente de infiltracées ou também da ma conservacao
do sistema de ventilacao.

O Brasil possui a legislacdo n° 09, de 16 de janeiro de 2003 que apresenta
padrbes referentes a qualidade do ar interior em ambientes climatizados e de uso
publico e coletivo. Nesta norma apresenta-se o0 valor maximo recomentado em
Unidades Formadoras de Colénia (UFC) por m® de fungos (Valor Médio
Recomendavel -VMR- 750 UFC/m®). Nessa resolucdo ainda possui uma relacéo
I/E<1,5, sendo “I” a quantidade de fungos no ambiente interior e “E” em ambiente
exterior. Nesta, o0 VMR nao deve ultrapassar do limite estipulado, caso contrario,
deverd ser feito um diagnostico e subsequentemente uma acao corretiva devera ser
adotada. Nessa norma ainda consta que ndo devem ser encontrados fungos

patogénicos e toxigénicos.
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Ainda néo existe uma legislacdo que estabeleca pard@metros de qualidade do
ar em industrias de alimentos. Pensando nisso, Al-Dagal e Fung (1993) publicaram
alguns estudos relacionados com testes rapidos de analise e qualidade
microbioldgica do ar ambiente de areas processadoras de alimentos surgindo assim
a Escala Fung. Essa escala estabelece limites em Unidades Formadores de Colbnia
(UFC) tanto para alimentos liquidos, quanto para solidos, em superficie e no ar
ambiente. Quando se refere ao ar ambiente, a escala possui trés classes, sendo
satisfatorio, aceitavel e insatisfatorio (Quadro 1) podendo ser empregado tanto para
fungos quanto para bactérias (AL-DAGAL e FUNG, 1993; FUNG, 2008).

Quadro 1: Escala Fung, relativa a contaminacao fangica no ar do ambiente de
industria alimenticias.

Valores Classificacdo e recomendacao
0 a 100 UFC/m® Ar limpo / nenhuma preocupacao
100 a 300 UFC/m® Ar aceitavel / ligeira preocupagéo
> 300 UFC/m?® N&o aceitavel / acdes corretivas

Adaptado de: Al-Dagal e Fung, 1993.

A higienizacdo do ar ambiente é, portanto um fator que deve ser levado a
sério. Existem varias alternativas para reducédo da contaminacao do ar em indudstrias,
mas devido a alta complexidade da induastria alimenticia, cada caso deve ver
observado cuidadosamente para decidir sobre a metodologia mais adequada para
ser empregada (SALUSTIANO, 2001). De modo geral, a desinfec¢do quimica do ar
ambiente requer agentes germicidas que consigam facil ingresso aos bioaressois,
com isso aqueles em forma de gas ou névoa fina sdo os mais seguros (WILSON,
1958).

Para que o controle fungico seja eficiente, deve-se saber a natureza da
sujidade que se deseja remover e 0 método que sera empregado para a remocao,
sempre levando em consideracdo qual a forma que sera realizada a avaliacdo da
eficiéncia do método empregado (TELLES, 2011). Além disso, é importante que o

agente sanitizante tenha um principio ativo que seja eficiente contra os fungos
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problemas de cada indUstria alimenticia (‘BERNARDI et al., 2018; BERNARDI et
al., 2018).

2.3 Fungos e micotoxinas em produtos carneos

O desenvolvimento de fungos em superficies de produtos carneos é tido de
certa maneira como inevitdvel, sendo o crescimento de algumas espécies
considerado como um aspecto de qualidade durante o processo de maturagao e
secagem. Eles auxiliam na formacédo de aroma e sabor quando as condi¢des das
areas de producdo e da camara de maturacdo forem adequadas, caso contrario,
podera favorecer uma micobiota indesejavel (BRUSTOLIN, 2009). Nos produtos
carneos curados, os géneros Aspergillus e Penicillium sdo os mais isolados quando
comparados com outros géneros (LARSEN et al., 2001).

As alteracdes positivas, incrementadas pelo desenvolvimento de bolores
desejados, sobretudo P. nalgiovense, sdo: o sabor tipico mediado por oxidacdo do
lactato, protedlise, degradacdo de aminoacidos, lipdlise (GRAZIA et al., 1986;
LEISTNER, 1984; LUCKE, 1998), a protecdo contra colonizagbes espontaneas de
bolores ndo desejaveis e bactérias (LUCKE e HECHELMANN, 1987), o
retardamento da rancificacdo e estabilizacdo da cor por atividade de catalases, o
consumo de oxigénio e protecdo contra luz (BACUS, 1986; BRUNA et al., 2001,
LUCKE e HECHELMANN, 1987), perda de agua uniforme devido a evaporacéo de
agua mais lenta (LUCKE, 1998) e facilidade na retirada da tripa (GRAZIA et al.,
1986). A cobertura com bolores deve ser uniforme, esbranquicada ou acinzentada, e
isenta de manchas esverdeadas, marrons ou negras.

Por outro lado, dentre a biota indesejavel, tem-se os fungos deteriorantes nao
micotoxigénicos e as espécies micotoxigénicas capazes de produzir, por exemplo,
ocratoxina A (OTA) em derivados carneos quando em condicdes favoraveis de
ambiente e substrato. Nesta descricdo, destacam-se as espécies o0 Aspergillus
ochraceus e espécies relacionadas como A. westerdijkae, Penicillium nordicum e P.
verrucosum (IACUMIN et al., 2009). Em paises de clima tropical, a ocorréncia de P.
verrucosum e P. nordicum é incomum, e a presenca de OTA em alimentos se deve

principalmente ao desenvolvimento de A. ochraceus e espécies correlatas como A.
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westerdijkae, A. carbonarius e A. niger, ndo sendo frequente a presenca de OTA em
cereais utilizados para racédo animal (MARQUES, 2006).

JA em paises de clima temperado frequentemente 0s cereais, sao
contaminados com OTA. Com isso, durante a producao de ra¢gdes animais, a OTA
podera ser introduzida através desses cereais utilizados nas formulacdes e
permanecera estavel durante o processamento. A ingestdo pelos suinos de racdes
contaminadas também é considerada uma fonte de OTA e, como consequéncia,
havera a contaminacao dos derivados carneos (GUILLAMONT et al., 2003).

Segundo Van der Merwe et al. (1965), a OTA possui uma meia vida longa
devido a sua facil ligacgdo com as proteinas plasmaticas, sua circulacéo
enterohepatica e posterior reabsorcdo renal. Devido a sua alta estabilidade em
alimentos contaminados e armazenados, 45% da OTA pode ser recuperada de
amostras previamente contaminadas apos trés meses de armazenamento (TRENK
etal. 1971).

A OTA possui um maior risco para humanos apresentando uma meia vida de
35 dias quando comparado com algumas outras espécies, onde para ratos € de 55-
120 horas, para porco € de 72-120 horas e para macacos a meia vida encontra-se
em 510 horas (O BRIEN et al., 2001).

O Brasil possui a resolucdo n° 7 de 18 de fevereiro de 2011 regulamentada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA que dispdem sobre os
Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em alguns alimentos, porém os
produtos carneos e seus derivados ndo estdo contemplados. Na Comunidade
europeia nao esta estipulado LMT de OTA em carnes e produtos derivados carneos,
porém a legislacéo italiana estabelece 1 pug/kg de OTA como LMT para carnes de

porco e derivados e na Dinamarca o0 maximo tolerado para rins de suinos é de 25

ug/kg.

2.3.1 Efeito de culturas starter no controle de fungos em produtos carneos

Uma das maneiras de se prevenir o desenvolvimento de fungos toxigénicos
em embutidos carneos fermentados € a utilizacdo de culturas starter, seja na massa
carnea ou na superficie do envoltério. A adicdo de culturas fangicas como starter
surgiu no ano de 1830, quando dois acougueiros da Hungria utilizaram fungos em

linguicas fermentadas. A inoculacao fangica na superficie de linguicas era feita com
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os proprios fungos presentes nos locais de maturagédo (“houseflora”) (LEISTNER,
1986). A variedade dos fungos que compdem a “houseflora” varia, principalmente,
de acordo com o local onde é processado o embutido e as condi¢cdes climaticas
(LEISTNER, 1986).

Meftah et al. (2018) testaram in vitro o efeito de uma cultura starter comercial
(Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus,
Staphylococcus xylosus e Debaryomyces hansenii) e duas leveduras (Candida
zeylanoides e Rhodotorula mucilaginosa) sobre o crescimento de fungos produtores
de OTA (Penicillium nordicum e Aspergillus westerdijkiae) bem como a producéo da
mesma em um meio a base de carne. P. nordicum conseguiu produzir OTA em
presunto. C. zeylenoides conseguiu reduzir a producado de OTA quando comparada
com as outras culturas inoculadas no meio. Para A. westerdijkiae houve estimulacéo
na producdo de OTA através das culturas inoculadas quando comparado com o
controle, principalmente pela cultura starter comercial.

Outros trabalhos focaram no estudo da micobiota de salames, na busca de
espécies de fungos filamentosos capazes de imprimir caracteristicas sensoriais
agradaveis e com potencial para competir com espécies indesejaveis e assim
possibilitar seu emprego como culturas starter na superficie de embutidos céarneos.

Em 1986, Grazia et al. realizaram suas pesquisas com industrias que
produziam salame em pequena e grande escala isolando as cepas fungicas
presentes. Verificou-se que os fungos geralmente encontrados em salames sao
altamente toxigénicos, e P. verrucosum var. cyclopium foi encontrado com maior
facilidade em industrias de pequena escala e Aspergillus candidus em industrias de
grande porte. Com isso, recomendaram a utilizacdo de culturas em salame para
evitar o crescimento de uma micobiota indesejavel visando assim uma melhora no
produto e evitando a contaminagao por micotoxinas.

Castro et al. (2000) utilizaram cepas de P. nalgiovense como cultura starter
em salames defumados, observando que quando este fungo era adicionado durante
a producdo, mostrou-se capaz de fazer o biocontrole de fungos filamentosos
presentes em camaras de maturacdo de salames tendo um desenvolvimento
acelerado e recobrindo a maior parte da peca. O P. nalgiovense promoveu ainda um
pequeno aumento de acidos graxos livres e nitrogénio ndo proteico, sem percepcao
de diferenca em relacdo a aspectos organolépticos quando comparado com salames

sem inoculagéo.
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Bruna et al. (2001) adicionou cepas de Penicilium aurantiogriseum em
salames para verificar a producdo de volateis em relacéo a aceitacdo sensorial. Foi
verificado niveis maiores de produtos de oxidacéo lipidica em salames com adicéo
de extrato do fungo pesquisado além de producéo de aldeidos, alcoodis ramificados e
ésteres em salames com inoculagédo superficial de extrato fungico. Em relacdo ao
atributo sensorial foi verificado que os dois tratamentos receberam notas mais altas
em todas as propriedades avaliadas mostrando que P. aurantiogriseum possui
efichcia em combinacdo aos tratamentos. Porém deve-se ter cautela no uso desta
espécie, visto que podem produzir algumas micotoxinas, como acido penicilico e
verrucosidina (FRISVAD e SAMSON, 2004).

No ano de 2009, lacumin investigou a contaminacéo fungica e presenca de
OTA na superficie de salames artesanais e industriais do norte da Italia. As espécies
fungicas mais presentes foram: Penicillium nalgiovense, P. oxalicum, Aspergillus
montevidensis (Eurotium amstelodami), P. olsonii, P. chrysogenum, P. verrucosum,
P. viridicatum e Eupenicillium crustaceum sendo que em um lote houve presenca de
A. ochraceus. Em torno de 45% das amostras apresentaram ocratoxina A (minima
de 3 e maxima 18 ug/kg). Quando esses salames passaram por uma lavagem e
esfregaco antes de irem para o consumidor final, a concentracdo de ocratoxina foi
reduzida para baixo do limite de detec¢do. Dessa forma, concluiu-se que a presenca
de ocratoxina em tripa de salame nao seria um indicativo de risco para saude do
consumidor, visto que a mesma aparentemente néo se dissemina pela carne.

Em 2010, Sonjak et al. analisou a micobiota superficial de trés produtos
carneos curados (pescoco suino curado, presunto defumado e seco e salame)
provenientes da Eslovénia durante as fases de maturacdo. Penicillium foi o género
mais predominante aonde 8 espécies foram identificas. Ja Aspergillus spp.
Aspergillus versicolor e Cladosporium spp. foram recuperados em apenas dois dos
produtos. P. nalgiovense apareceu com menor frequéncia quando comparado com
P. nordicum, com maior frequéncia. Ainda foram identificados 5 outros géneros
possivelmente produtores de micotoxinas (A. versicolor, P. brevicompactum, P.
chrysogenum, P. nordicum e P.polonicum).

Na América do Sul, Goicoechea (2010) caracterizou a micobiota da superficie
de salame produzidas em Balcarce, Argentina em duas estacfes do ano além de
medir a capacidade toxigénica das cepas. Foram isolado cinco géneros de fungos

filamentosos: Penicillium, Aspergillus, Eupenicillium, Eurotium, Mucor; e também
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duas leveduras: Candida e Debaryomyces. Em relagdo a produgcdo de micotoxinas,
tanto no outono quanto no inverno P. verrucusum (maior frequéncia) e A. flavus
produziram toxinas sendo que 27% dos isolados de P. verrucosum no outono e 72%
no inverno produziram OTA.

Em seu trabalho, Galvalisi et al. (2012) isolou e identificou espécies de
Penicillium em salames italianos produzidos no Uruguai e avaliou a capacidade de
utilizacdo como culturas iniciadoras. Os autores verificaram que todas as espécies
isoladas que o P. expansum e P. griseofulvum produziram patulina e &cido
ciclopiazénico, respectivamente. J& P. nalgiovense, P. minioluteum, P.
brevicompactum e P. puberulum ndo produziram nenhuma toxina dentre as
avaliadas, sendo uma possibilidade seu uso como culturas no fabrico de salames.

No Brasil as pesquisas realizadas sdo basicamente focadas na avaliagcado de
métodos para o controle do desenvolvimento fungico em salames (LAPPE et al.,
2004; BRUSTOLIN, 2009; VIEIRA et al.,, 2013; SANTOS et al.,, 2016), havendo
limitacdo de informacdes quanto as espécies presentes na superficie destes
produtos, bem como no ar de producdo. Também ha uma lacuna internacional
guanto a estudos para avaliar tanto a producdo in situ de ocratoxina A por A.
westerdijkiae quanto sua migracdo do envoltdrio ao interior do produto ao longo da

maturacao do salame.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar os fungos presentes nas matérias-primas, no ar ambiente e na
superficie de salames ao longo de sua maturacdo em duas industrias de Santa
Maria-RS e avaliar a producdo de ocratoxina A por Aspergillus westerdijkiae
inoculados na superficie e sua difusdo em salames mantidos sob diferentes

umidades relativas.

3.2 Objetivos especificos

- Quantificar, isolar e identificar fungos presentes nas matérias-primas
utiizadas para a fabricacdo salames e na superficie deste ao longo de sua
maturacao;

- Quantificar, isolar e identificar fungos presentes no ar da éarea de
processamento e camara de maturacdo durante a producéo de salames;

- Verificar a influéncia da umidade relativa sobre a produgcéo de ocratoxina A
por Aspergillus westerdijkiae inoculado na superficie de salames e sua migragédo no
produto ao longo do tempo quando mantidos em umidades relativas de 95% - 75%

(decrescente), 79%, 85% e 85% (constante).
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4. MANUSCRITO |

Avaliacdo de fungos presentes no ar ambiente, matérias-primas e
superficie de salames produzidos no Sul do Brasil

Manuscrito submetido a revista FOOD RESEARCH INTERNATIONAL.
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Evaluation of fungi present in ambient air, raw materials and surface of salami

produced in southern Brazil

Highlights

e A microbiota fungica de salame, matérias-primas e ar ambiente das
instalacdes foi avaliada;

e A superficie dos salames e o ar ambiente apresentaram alta contaminacao
fungica;

e Cladosporium, Penicillium e Aspergillus foram os géneros mais comumente
encontrados;

e A. westerdijkiae ocratoxigénico estava presente no ar e em produtos da

industria B.
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Resumo

A presenca de fungos na superficie de produtos carneos pode ser considerada
normal, e até um fator de qualidade, uma vez que as espécies presentes nao sejam
capazes de produzir micotoxinas ou antibiéticos, apenas incrementando
caracteristicas sensoriais tipicas de um produto curado. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os fungos presentes nas matérias-primas, na superficie de salames e no ar
ambiente das areas de producdo e maturacdo. As amostras foram coletadas em
duas industrias (A e B) localizadas em Santa Maria, RS, aos 0, 7 e 14 dias de
maturacdo, em dois periodos. Com excec¢do de algumas especiarias, as matérias-
primas apresentaram baixa contaminacdo em ambas as industrias. Nos salames
houve ampla diversidade fangica, com destaque para espécies de Aspergillus e
Penicillium. A contaminacdo do ar foi elevada em ambas as industrias, sendo
incontaveis (>10* UFC/ m3) em 2/14 das coletas na industria A e 8/14 na industria B.
Na indastria B houve presenca de Aspergillus westerdijkiae, espécie produtora de
ocratoxina A e problemética para a industria carnea, tanto nos salames quanto no ar
ambiente nos dois periodos de coleta. Cerca de metade das espécies presentes no
ar também foram isoladas dos salames. A retroalimentacdo do sistema (ar-salame-
ar) pode ser responsavel pela manutencdo tanto de espécies desejaveis, quanto
indesejaveis em uma determinada fabrica de salames. Visto que A. westerdijkiae
nao foi isolado de matérias-primas, a higienizacdo do ambiente (com auséncia de
salames em maturacédo no ambiente) seria fundamental para sua eliminacdo e assim
prevenir a contaminacéo de novos lotes. Com base nas observagdes deste trabalho,
ar ambiente pode ser considerado um ponto critico quando se refere a contaminagao

e propagacao de fungos em areas de processamento de alimentos.

Palavras-chave: Aspergillus westerdijkiae; Salame; Fungos no ar; Diversidade

fungica; Fungo ocratoxigénico.
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1. Introducéo

O salame do tipo italiano € um derivado carneo produzido com carne suina
e/ou bovina, com adicdo de toucinho, embutido em envoltério natural ou artificial,
posteriormente fermentado, maturado e dessecado (BRASIL, 2000). Esse produto
carneo foi introduzido no Brasil juntamente com a vinda de imigrantes italianos que
se instalaram principalmente na regido Sul do pais, e desde entdo a producdo de
salame apresenta um segmento de relevancia para a industria carnea (CASTRO et
al., 2000).

Durante a maturacdo do salame podera haver a formagédo de uma camada de
fungos filamentosos e leveduras na parte exterior, sendo considerada por alguns
como um fator de qualidade, visto que algumas espécies atribuem caracteristicas de
aroma e sabor ao produto curado (BRUNA et al., 2001). Contudo, dependendo das
espécies que se desenvolverem, a formacgdo desta camada fungica poder& acarretar
efeitos indesejaveis, como producdo de antibiéticos e/ou micotoxinas, ambos
representando perigo a saude do consumidor (LARSEN et al., 2001).

A micobiota que se desenvolve na superficie de produtos carneos
fermentados pode ser influenciada por diversos fatores como nivel de contaminagao
e diversidade de espécies presentes na matéria-prima e com a qualidade do ar
ambiente onde é realizada a producao e a maturacao do produto (PITT, 2004).

Trabalhos indicam o ar como importante fonte de contaminagdo fungica em
alimentos processados (SAMSON et al., 2004; BATTILANI et al., 2007; SORENSEN
et al., 2008; ASEFA et al., 2010). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, mais
da metade dos ambientes de producédo de alimentos possuem a qualidade do ar
precéaria devido a ma higienizacdo de equipamentos de ar condicionado e a falta de
supervisao periédica para identificacdo de possiveis focos que estdo contaminando
0 mesmo (WHO, 1984).

Dentre os fungos presentes na superficie dos salames geralmente tem-se a
predominancia de Penicillium sp. (Penicilium brevicompactum, P. glabrum, P.
griseofulvum, P. nalgiovense, P. verrucosum, dentre outros) dos quais muitos sao
benéficos, ajudando no processo de cura através da producao de odor caracteristico
de produto curado enquanto que outros apresentam a capacidade de producéo de
micotoxinas, como é o caso do P. brevicompactum, P. griseofulvum e P. verrucosum

(Grazia et al., 1985; Galvalisi et al.,, 2012). Quando em ambiente propicio, estas
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espécies poderdo produzir acido micofendlico, acido ciclopiazbnico e ocratoxina A,
respectivamente (lacumin et al., 2009; Ndagijimana et al., 2008).

N&o foram encontrados trabalhos avaliando a presenca e diversidade de
fungos na superficie de salames e no ar do ambiente de maturacéo no Brasil, sendo
os dados disponiveis na literatura concentrados em paises de clima temperado.
Com isso, objetivou-se investigar os fungos filamentosos que se desenvolvem na
superficie de salames e encontram-se dispersos no ar ambiente da area de
producdo e da sala de maturacdo em duas industrias processadoras localizadas no
Sul do Brasil.

2. Materiais e métodos

A amostragem dos salames foi realizada em Santa Maria, RS, em dois
periodos (nov / 2016 e mar / 2017, ago / 2017 e nov / 2017), em duas industrias (A e
B). Ambas as empresas apresentaram desenvolvimento de fungos na superficie de
salame.

Foram coletadas amostras de matérias-primas utilizadas para producdo dos
salames [pimenta preta (2 amostras), alho (4 amostras), noz moscada (1 amostra),
mix de condimentos e conservantes (2 amostras), envoltorios (4 amostras) e carne
(4 amostras)], ar do ambiente da area de producéo e da camara de maturacado, além
de 60 salames (aos 0, 7 e 14 dias de maturacdo). As amostras coletadas foram
conduzidas ao Laboratério de Micologia de Alimentos da Universidade Federal de
Santa Maria e mantidas sob refrigeracéo até o momento da analise, feita no mesmo

dia da coleta.

2.1 Andlise das matérias-primas

Assepticamente, pesou-se 10 gramas de cada amostra em um recipiente
asséptico, adicionou-se 90 mL de agua peptonada a 0,1% e entdo se fez a
homogeneizacdo em Smasher (Biomérieux®) seguindo por diluicbes seriadas.
Retirou-se uma aliquota de 100 pL e inoculou-se, em duplicata, na superficie de
placas de Petri contendo Agar Dicloran Glicerol 18% com cloranfenicol (DG18). As

placas foram incubadas em estufa a 25 °C por 7 dias para crescimento flngico.
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2.2 Andlise dos salames

Para andlise dos salames utilizou-se a técnica do esfregaco com swab na
superficie da amostra, em uma area delimitada de 25 cm? Umedeceu-se o swab
estéril em agua peptonada a 0,1%, estéril, e esfregou-se o0 mesmo dentro da area a
ser amostrada, homogeneizou-se 0 mesmo em tubo contendo 9 mL em &gua
peptonada a 0,1%, estéril, realizando-se diluicbes seriadas na sequéncia. Retirou-se
uma aliquota de 100 pL e inoculou-se, em duplicata, na superficie de placas de Petri
contendo DG18. As placas foram incubadas em estufa a 25°C por 7 dias para

posterior contagem e isolamento fangico.

2.3 Andlise do ar ambiente

Para amostragem do ar ambiente da area de producéo e dentro da camara de
maturacdo utilizou-se um amostrador de ar do tipo Andersen, Samplair
(Biomérieux®) onde se acondicionou uma placa de Petri contendo meio DG18. A
amostragem de ar foi feita em duplicata e a quantidade de ar aspirada foi de 50 litros
(média de 30 segundos de exposicao).

As placas foram incubadas em estufa a 25°C por 7 dias para enumeracao
fungica. ApGs esse periodo, realizou-se a contagem das Unidades Formadoras de
Colénia (UFC) e calculou-se a média da duplicata amostrada (n) bem como a
identificacdo dos géneros predominantes.

Para expressar o resultado, utilizou-se um fator de corregcdo descrito no
manual do equipamento. Substituiu-se o “n” por um numero equivalente a “N”
(apresentado na tabela que acompanha o equipamento). Calculou-se o volume (V
onde V = duracdo da amostragem X 0,1m° e por fim, aplicou-se a férmula

apresentada pelo equipamento:

N
Nivel de contaminagéo do ar = v

Onde, N: nimero correspondente a contagem "n"

V: volume

Foi realizada ainda a amostragem do ar de fora da induUstria para fins de

comparacao seguindo a mesma técnica e incubacao.
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2.4 I1solamento e identificagdo de fungos filamentosos

Apos a incubacao, as coldnias foram isoladas em meio Czapeck Yeast Extract
Agar (CYA) e identificadas de acordo com as recomendacdes para cada género. A
identificacdo de Aspergillus spp. seguido Klich e Pitt (1988) e Aspergillus da sec¢éao
Circumdati foram identificados segundo Frisvad et al. (2004). Manuais de
identificacdo propostos por Pitt (2000) e Frisvad e Samson (2004) foram utilizados
para identificacdo de Penicillium sp.

Resumidamente, os fungos foram inoculados em trés pontos em diferentes
meios de cultura e, apés um periodo de cultivo em diferentes temperaturas (5, 25 e
37°C), a identificacdo dos diferentes fungos foram realizadas macroscopica
(diametro da colbnia, cor, exsudato, producdo de pigmentos) e exame microscopico

(morfologia e tamanho), seguindo os esquemas propostos em cada chave.

3. Resultados
3.1 Matérias-primas

Em geral a microbiota dominante dos ingredientes é composta por leveduras,
Cladosporium sp. e fungos xerofilicos. Os fungos isolados das matérias-primas das 2
industrias estudadas podem ser visualizados na Tabela 1. Foram identificados
apenas 4 géneros de fungos filamentosos: Aspergillus, Cladosporium, Penicillium e
Wallemia.

As maiores contagens fungicas das matérias-primas foram encontradas nas
especiarias. As amostras de especiarias (pimenta preta e noz moscada)
apresentaram espécies xerofilicas de Aspergillus e Wallemia o que néo foi
observado mix de especiarias. A pimenta preta foi a que apresentou maior
contaminac&do (média de 1,75X10* UFC/g).

3.2 Andlise de ar ambiente

Nas Figuras 1A e 1B pode-se observar a diversidade fangica no ar da
industria A. A figura 1C mostra numeros incontaveis de col6nias sugestivas de
Cladosporium sp. (sombra verde escura) da industria B na area de producdo e na
figura 1D presenca de muitas colbnias fungicas sugestivas de A. westerdijkiae
(sombra amarelo/ocre) recuperadas do ar ambiente da industria B no primeiro
periodo de amostragem, bem como o predominio de colonias sugestivas de

Penicillium sp. (sombra cinza) na area de maturacao.
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Nas Figuras 2 e 3 observa-se que o numero de fungos presentes no ar foi
superior ao limite méximo quantificavel pelo amostrador de ar (10* UFC/m®) em 2/14
coletas realizadas na industria A, enquanto isso, ocorreu em 8/14 amostragens de ar
da industria B.

Quanto a diversidade de fungos filamentosos nas amostragens de ar
ambiente, na industria A foram identificados 7 géneros e 22 espécies, enquanto na B
foram identificados 6 géneros e 10 espécies.

Cladosporium foi o género predominante tanto no ar do ambiente interno
guanto externo, em ambas as industrias avaliadas, na maioria das amostragens
realizadas, incluindo as incontaveis.

Confirmou-se a presenca de A. westerdijkiae no ar do ambiente interno nos
trés dias de coleta no 1° periodo na inddstria B, tanto na camara de maturacao
guanto na area de producado. No segundo periodo de coleta, A. westerdijkiae apenas
foi detectado no ar da camara de maturacdo no 14° dia, ainda que em baixas

guantidade.

3.3 Analise dos salames

Para os salames da industria A foram identificados um total de 5 géneros e 15
espécies fungicas; enquanto que para a industria B foram identificados 5 géneros e
10 espécies distintas (Tabelas 2 e 3).

Na primeira coleta de amostras da industria A, Cladosporium sp. e Penicillium
glabrum foram recuperados de todas as superficies de salames avaliadas. Para esta
industria, a diversidade de fungos, tanto em espécies de Aspergillus quanto em
Penicillium, foi maior no final do periodo de maturacdo dos salames na primeira
amostragem, se comparada a segunda. O oposto foi observado em relacdo as
contagens de fungos. Isso poderia estar relacionado a um novo procedimento
adotado, onde a industria A comecou a borrifar uma solugdo de 10% de sorbato de
potassio na superficie dos salames ap6s 3 dias de maturacdo para controlar o
crescimento de fungos. Reduziu a diversidade de fungos na segunda coleta de
amostras, no entanto, as contagens totais aumentaram.

No segundo periodo de amostragem dos salames na indastria A verificou-se
gue as contagens fangicas obtiveram um aumento, em contrapartida, houve
diminuicdo da diversidade da micobiota. Leveduras e Cladosporium sp. apareceram

em todos os dias de coleta. No dia 7 P. brevicompactum (60%), P. polonicum (20%)
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e P. spinulosum (80%) estavam presentes sendo que P. spinulosum se fez presente
em menor frequéncia de ocorréncia no 14° dia de coleta (20%).

Na industria B no segundo periodo de analise Cladosporium sp., leveduras e
P. griseofulvum estavam presentes em 100% das amostras nas trés coletas.

P. viridicatum se fez presente nos dias 7 e 14 (80% e 20%, respectivamente).
A. westerdijkiae estava presente em 20% dos salames ao final da maturacéo,
demonstrando que o processo de higienizacdo do local de maturacdo nao foi
suficiente para a completa eliminacdo de fungos potencialmente toxigénicos da
indastria B.

4. Discussao

Intensa presenca fungica, sobretudo composta por espécies xerofilicas, tem
sido relatada em especiarias. Os resultados micoldgicos obtidos com amostra de
pimenta preta foram semelhantes ao reportado por GARCIA (2018) em avaliacédo de
especiarias, no qual este produto foi o mais contaminado entre todas analisadas
(média de 7,35X10° UFC/g).

Em relacdo a noz moscada, DHARMAPUTRA et al. (2015) verificou presenca
de Aspergillus niger e Endomyces fibuliger em amostras coletadas de agricultores,
enquanto que para grdos armazenados o fungo dominante foi A. pseudoglaucus
seguido de A. chevalieri onde esse fez-se presente nesta pesquisa.

A frequente presenca de Cladosporium sp. e leveduras em alimentos, muitas
vezes decorrentes de contaminacéo do ar, tem sido relatada por autores. Sousdaleff
(2016) encontrou Cladosporium sp. e leveduras, em trabalho sobre identificagdo de
fungos anemofilos, em 100% das amostras de ar analisadas, similar aos resultados
de avaliacdo de ar nos ambientes de producdo e maturacdo de salame desta
pesquisa.

Cladosporium sp. é considerado um dos géneros aéreos mais frequentes em
ambientes internos e externos em todo o mundo (Samson et al., 2004), isso pode
ser explicado pela facilidade de disseminacéo pelo vento, consequéncia atribuida ao
tamanho dos conidios (2 a 4 um) (Pasanen et al., 1991). E também bastante
frequente no ambiente de processamento de produtos carneos (Leistner e Ayres,
1967; Racovita et al., 1969; Grazia et al., 1986; Kaur et al., 1992; Andersen, 1995;
Mizakova et al., 2002; Sgrensen et al., 2008). No passado, esse fungo esteve

relacionado com a ocorréncia da coloragdo negra na superficie de presuntos
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curados (Leistner e Ayres, 1967; Racovita et al., 1969). Apesar desses relatos de
Cladosporium sp. como fungo de deterioracdo, a presenca deste género pode ser
benéfica em certas situacdes. O Cladosporium € considerado como GRAS
(Generally Regarded as Safe) e tem sido investigado como agente de controle
bioldgico de fungos fitopatogénicos em pinus (Moricca et al., 2001) e café (Chalfoun
et al., 2007), e com acao promissora na inibicdo de espécies toxigénicas (Angélico,
2012). Cladosporium cladosporioides foi capaz de germinar e se desenvolver
normalmente, retardando o inicio da germinacdo dos conidios de Aspergillus
ochraceus, Aspergillus niger e Fusarium verticilioides, isolados de café, por até 20
dias em teste de competicédo in vitro (Angélico, 2012).

Se essa dinamica também for valida em embutidos carneos, sua presenca
poderia inibir a colonizacdo dos produtos por espécies indesejadas, em especial 0
fungo ocratoxigénico A. westerdijkiae. Esse fungo pode ser facilmente confundido
com A. ochraceus e outros da sessdo Circumdati devido as caracteristicas da
coldnia serem muito parecidas, sendo que muitos fungos anteriormente identificados
como A. ochraceus na realidade tratam-se de A. westerdijkiae (Frisvad et al., 2004). .

A. westerdijkiae € considerado um dos principais fungos produtores de
ocratoxina A em diferentes alimentos (Frisvad et al., 2004; Pitt & Hocking, 2009).
Recentemente foi relatado como produtor desta micotoxina em presunto curado
(Vipotnik, Rodriguez e Rodrigues, 2017).

Uma vez que a presenca de A. westerdijkiae representa um perigo no que
concerne a producado de ocratoxina A, considerada a micotoxina de maior relevancia
em produtos carneos, recomendou-se que fosse feita uma cuidadosa higienizacdo
do ambiente de producédo e maturacdo da industria B. Os proprietarios optaram pela
sanitizacdo com hipoclorito de sodio, incluindo aplicacdo de agente de difusdo aérea
baseado em ortofenilfenol. Acredita-se que este procedimento tenha influenciado os
resultados da segunda amostragem de ar desta industria.

A presenca frequente de Penicillium spp. em areas que processam alimentos
carneos foi relatada por Sgrensen et al. (2008). Estes pesquisadores observaram
gue Penicillium foi o género predominante em uma fabrica de embutidos carneos
fermentados dinamarquesa, enquanto que Cladosporium sp. predominou em outra.

P. brevicompactum foi isolado de produtos céarneos em diferentes estudos,
embora nunca como espécie dominante (LEISTNER & AYRES, 1967; GRAZIA et al.,
1986; ANDERSEN, 1995; GALVALISI et al.,, 2012), sendo capaz de produzir a
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micotoxina acido micofendlico (FRISVAD & SAMSON, 2004). Em contrapartida,
Galvalisi et al. (2012) demonstrou que P. brevicompactum isolado de salame tipo
italiano uruguaio ndo foi capaz de produzir micotoxinas quando testado. P.
chrysogenum tem sido frequentemente isolado de embutidos carneos fermentados e
curados (LEISTNER & AYRES, 1967; RACOVITA et al., 1969, GRAZIA et al., 1986;
ANDERSEN, 1995; LOPEZ-DIAZ et al., 2001; FRISVAD et al., 2004; IACUMIM et al.,
2009) , apresentando como inconveniente a possibilidade de contaminacdo do
produto com antibidtico (penicilina) e micotoxinas (roquefortina C e penitrem A)
(Frisvad e Samson, 2004). Os autores destacaram que a composi¢cao da micobiota
pode afetar a qualidade final do produto e é de grande importancia que os fungos
produzam enzimas apenas durante o processo de maturacdo e que nunca sejam
capazes de produzir compostos toxicos ao longo do processo.

Casado, Borras e Aguilar (1991) observaram que a micobiota de presunto
espanhol curado apresentou-se mais baixa no primeiro periodo de maturacdo, onde
as leveduras foram isoladas com maior frequéncia em todo o processo, resultados
parecidos com o obtido neste estudo. Asefa et al. (2010) verificou que em produtos a
base de carne, as leveduras dominaram a superficie desde o inicio até no estadio de
secagem e maturacdo sendo interrompido o0 seu crescimento apenas quando
empregado processo de defumacéo.

GALVALISI et al. (2012) demonstrou que P. griseofulvum isolado de salame
italiano uruguaio foi capaz de produzir a micotoxina acido ciclopiazénico. Os autores
destacam que a composicao da micobiota podera afetar a qualidade final do produto
sendo de grande importancia que os fungos produzam enzimas apenas durante o
processo de maturacdo e que jamais sejam capazes de produzir compostos toxicos
ao longo de todo processo.

Em relacdo a lavagem dos salames para remocdo de fungos da superficie,
essa pratica é frequente no Brasil no final da maturacdo, sendo também comum na
Italia (lacumin et al., 2009). Esses autores demonstram que um método no qual o
revestimento do salame € escovado e lavado para remocdo de fungos poderia
reduzir a ocratoxina A e eliminar o risco potencial & saide do consumidor (lacumin et
al., 2009). Por outro lado, lavar o salame no meio do processo de maturacdo podera
prejudicar o processo. Além disso, esta préatica deve ser realizada com cautela, pois
durante a lavagem, uma alta carga de esporos fangicos serda liberada no ar. Esses

esporos podem atuar como fonte de contaminagcdo para salames. Atuando como
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uma espécie de cultura inicial, eles poderiam dominar a superficie desses produtos
no final da maturacéao.

Maior similaridade foi encontrada entre a diversidade de espécies isoladas do
ar ambiente e a superficie de salames do que com as matérias-primas. A mesma
analogia é valida para a presenca da espécie A. westerdijkiae, que foi isolada
apenas na superficie dos salames e do ar interno. Observacdes semelhantes foram
feitas por Sgrensen (2008) sobre a presenca de Penicillium em plantas e produtos

derivados cérneos dinamarqueses.

5. Concluséo

Este trabalho avaliou a diversidade de fungos no ambiente de producéo,
matérias-primas e superficie de salames elaborado por duas industrias no Sul do
Brasil. Foi possivel observar variacdo nos fungos encontrados nas duas industrias,
localizadas na mesma cidade. Destaca-se a presenca intensa de Aspergillus
westerdijkiae na industria B (tanto na superficie do produto quanto no ar ambiente),
o fungo é potencialmente produtor de ocratoxina A, sendo a principal micotoxina
relacionada a produtos carneos. Os dados desta pesquisa permitem inferir que o ar
ambiente tem papel relevante na contaminacdo de produtos e na manutengcao de
uma espécie no ambiente de producdo e maturacdo. As matérias-primas parecem

nao ter um papel importante na contaminacéao de salames.
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Tabela 1. Fungos isolados de matérias-primas de duas indlstrias produtoras de

salame artesanal.

INDUSTRIA A INDUSTRIA B
Amostragem | Amostragem Il Amostragem | Amostragem I
Levedura,
Pimenta- Cladosporium sp.; . .
preta (n=2) A. pseudoglaucus; Mycelia sterilia. - )
W. sebii.
. . . I i
Envoltério Cladosporium sp.; Cladosporium sp.; Cladosporium
ND sp.;
(n=4) Levedura. Levedura. -
P.citrinum
Cladosporium sp.;
F
Alho (n=4)  ND ND Hngos ND
dematiaceos;
Levedura.
Carne Cladosporium sp.;
moida P P p griseofulvum ND ND
Levedura.
(n=4)
Noz- A. chevalieri;
moscada A ruber - - -
(n=1) '
Misturade ;
. Cladosporium sp.
especiarias - - ND
Levedura,
(n=2)

ND: Nao detectado.
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Tabela 2. Fungos isolados da superficie de salame coletados da industria A durante a maturacdo de acordo com o periodo de

amostragem.
INDUSTRIA A AMOSTRAGEM | AMOSTRAGEM Il
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 0 Dia7 Dia 14
MEDIA 7X10" UFClem® 9.8X10* UFC fem® 7.3X10° UFC /om® 2.8X10" UFC fem® 5.3X10° UFC fem® 1.2X10° UFC /om®
<10 para 1.5X10° 7.8X10° para 2.22X10° 4.5X10" para 2.8X10* <10 para 6X10" 2.2X10° para 9,4X10° 2.1X10* para 2.8X10°
VARIACAO UFC /cm® UFC /cm® UFC/cm® UFC/cm? UFC/cm® UFC /cm?
FUNGOS FO (%) VI (%) FO (%) VI (%) FO (%) VI (%) FO (%) VI (%) FO (%) VI (%) FO (%) VI (%)

Aspergillus candidus - - - - 40 0-63.3 - - - - - -
Aspergillus montevidensis - - - - 20 0-33 - - - - - -
Aspergillus niger complex - - - - 20 0-7.54 - - - - - -
Aspergillus pseudoglaucus - - 80 0-79.1 - - - - - - - -
Aspergillus sp. - - - - 20 0-14.3 - - - - - -
Cladosporium sp. 20 0-25 40 0-2.67 20 0-10.7 20 0-100 40 0-135 20 0-0.87
Levedura 60 0-40 - - - - 40 0-100 100 10.81-93.9 100 92.8 - 100
Mycelia sterilia - - 20 0-6.89 - - - - 20 0-0.9 20 0-7.14
Penicillium carneum - - 40 0-22.7 - - - - - - - -
Penicillium
brevicompactum - - 80 0-66.9 80 0-14.7 - - 60 0-73.9 - -
Penicillium chrysogenum - - - - 40 0-52 - - - - - -
Penicillium corylophilum 20 0-60 - - - - - - - - - -
Penicillium crustosum - - - - 20 0-1.3 - - - - - -
Penicillium glabrum 20 0-25 40 0-29.5 40 0-84.9 - - - - - -
Penicillium polonicum - - 20 0-10.3 - - - - - - - -
Penicillium raistrickii - - - - 20 0-10 - - 20 0-5.73 - -
Penicillium sp. 20 0-20 - - 20 0-28.6 - - - - - -
Penicillium spinulosum - - 20 0-36.4 60 0-50 - - 80 0-10.2 20 0-23

Talaromyces sp. 20 0-20
Wallemia sebi 40 0-25

FO: Frequéncia de ocorréncia / VI: Variacdo da infecgdo / -: Espécies de fungos ndo estavam presentes. * N&o tipico.
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Tabela 3. Fungos isolados da superficie de salames coletados da industria B durante a maturagéo de acordo com o periodo de

amostragem.
INDUSTRIA B AMOSTRAGEM | AMOSTRAGEM Il
Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 0 Dia7 Dia 14
MEDIA 5.64X10" UFC/cm® 1.6X10" UFC/cm? 5.1X10° UFC/em? 5.8X10" UFC/cm? 3X10° UFC/cm? 6.9X10" UFC/cm?
) 6X10" para 1.16X10° 4.4X10° para 2.5X10’ 3X10° para 6.6X10° 3.4X10" para 8.8X10* 3.9X10* para 7.6X10° 3X10° para 1.5X10’
VARIACAO UFC /cm? UFC /cm? UFClcm’® UFC/cm® UFC /cm? UFC /cm?
FUNGOS FO (%) VI (%) FO (%) VI (%) FO (%) VI (%) FO (%) VI (%) FO (%) VI (%) FO (%) VI (%)

Aspergillus
montevidensis - - 20 0-1.58 20 0-10.6 - - - - - -
Aspergillus niger
complex - - - - - - - - - - 40 0-0.47
Aspergillus
pseudoglaucus - - - - 60 0-4.53 40 0-5.88 - - 20 0-0.43
Aspergillus ruber - - 20 0-4.54 80 0-5.55 - - - - - -
Aspergillus
westerdijkiae - - 40 0-6.66 20 0-0.29 - - 20 0-0.23 - -
Cladosporium sp. 80 0-27.3 40 0-6.66 - - 60 0-115 20 0-0.23 40 0-1.33
Curvularia sp. 20 0-33.3 - - - - - - - - - -
Levedura 100 66.7 - 95 100 86.7 - 100 100 80.1-94.9 100 17.6 - 454 100 18.9-98.1 100 2-94
Mycelia sterilia - - 20 0-3.92 - - - - - - - -
Penicillium
griseofulvum* - - - - - - 100 50-81.5 100 0.95-79.7 100 4.74-95.3
Penicillium italicum - - - - - - - - - - 20 0-0.43
Penicillium roqueforti - - - - - - - - - - 20 0-5.21
Penicillium
viridicatum* - - - - - - - - 80 0-1.39 20 0-2
Wallemia sebi - - 20 0-1.96 100 0.64 — 5.55 40 0-13.6 - - - -

FO: Frequéncia de ocorréncia / VI:

Variagdo da infecgéo / -: Espécies de fungos ndo estavam presentes. * N&o tipico.
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Figura 1. Fungos recuperados do ar interno de instalagfes artesanais de salame. A = area de producéo da industria A; B =
area de maturacao da industria A; C = Area de produc¢do da industria B, incontavel; D = area de maturacéo da industria B,
com presenca de Aspergillus westerdijkiae (fungos amarelo / ocre).
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Figura 2. Distribuicdo de géneros fungicos organizados de acordo com a prevaléncia em cada amostragem de ar (I e Il), durante a
producdo de salames na industria A.

* Incontavel => 10* UFC / m®.

Aspergillus spp. recuperados do ar ambiente (A. candidus, A. chevalieri, A. pseudoglaucus, A. montevidensis, complexo A. versicolor e A. niger).

Penicillium spp. recuperados do ar ambiente (P. olsonii; P. corylophilum; P. fellutanum; P. citrinum; P. glabrum; P. paxilli; P. meatum; P. brevicompactum e P.
aetiopicum)
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Figura 3. Distribuicdo de géneros fungicos organizados de acordo com a sua prevaléncia em cada amostragem de ar (I e Il) ao

longo da produ

¢

ao de salames na industria B.

* Incontavel => 10* UFC / m’.
Aspergillus spp. recuperado do ar ambiente (A. versicolor; A. westerdijkiae e A. montevidensis)
Penicillium spp. recuperado do ar ambiente (P. fellutanum; P. paxilli; P. brevicompactum; P. griseofulvum e P. viridicatum)
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5. MANUSCRITO Il

Efeito da umidade relativa de maturacdo sobre a producédo de

ocratoxina A por Aspergillus westerdijkiae em salame

Manuscrito submetido a revista INTERNATIONAL JOURNAL OF FOOD
MICROBIOLOGY.



51

Influence of relative humidity on the production of ochratoxin A by Aspergillus

westerdijkiae on salami

Highlights

e A producado e difusdo de ocratoxina A (OTA) em salames superficialmente
inoculados com Aspergillus westerdijkiae foi investigada;

¢ Quantidades elevadas de OTA podem ser produzidas por A. westerdijkiae em
salame;

e A producéo de OTA por A. westerdijkiae é influenciada pela umidade relativa;

e A maior parte da OTA se acumula no envoltério do salame;

¢ Foi observada difusdo da OTA para a borda, mas nao foi detectada OTA no
centro dos salames;

e Poucos séo os dados disponiveis na literatura sobre a migracdo de OTA em

salame.
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Resumo

A ocorréncia de ocratoxina A (OTA) em produtos carneos pode ser atribuida a
micotoxina proveniente de matérias-primas e / ou fungos que se desenvolvem na
superficie dos produtos durante sua maturagdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a producdo de OTA por Aspergillus westerdijkiae inoculado artificialmente na
superficie do salame e avaliar sua difusdo no produto ao longo de sua maturacao,
bem como estudar o efeito da umidade relativa do ar (UR) sobre a producdo desta
micotoxina. Salames foram inoculados superficialmente com um mix de 3 cepas de
A. westerdijkiae isolados de salames e dois experimentos distintos foram realizados.
No primeiro, o salame foi maturado em camara com UR decrescente (de 95% para
75%) por 35 dias. No outro, os salames foram incubados em caixas com UR
controlada (79%, 85% ou 95%) por 21 dias. Amostragens foram feitas no inicio dos
experimentos e a cada 7 dias, subdividindo-se os mesmos em envoltério, borda
externa e miolo para analises. Nao foi detectada OTA até 7 dias de maturacdo. A
maior quantidade desta toxina se concentrou no envoltério (maximo de 676,5 ug/kg
aos 21 dias de maturacdo em camara e 1135 ug/kg aos 14 dias, quando incubados
a 79%). Detectou-se OTA na borda externa (1,55 a 87,35 pg/kg) e nao foi detectada
no miolo dos salames. Este trabalho demonstrou que o desenvolvimento de A.
westerdijkiae em salames permite a difusdo da OTA para o interior do produto e que

a UR do ambiente de maturacéo exerce influéncia sobre a producdo de OTA.

Palavras-chave: Micotoxina; Embutido carneo fermentado; Aspergillus ochraceus;

Difusdo da ocratoxina.
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1. Introducéo

A ocratoxina A (OTA) € uma micotoxina que possui elevada toxicidade e
segundo a Agéncia Nacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC) é considerada como
possivel agente carcinogénico em humanos, com acdo hepatotdxica,
imunossupressora, teratogénica, nefrotdxica e nefrocarcinogénica (IARC, 1993). A
Organizacdo Mundial da Saude (FAO/WHO, 2007) estabelece que a Ingestédo
Semanal Toleravel Proviséria (PTWI) de OTA € de 112 ng/Kg p.c./semana. A
ingestao de alimentos com niveis elevados podera causar degeneracdo do tubulo
proximal renal e nefropatia intersticial (FAO/WHO, 2007).

A OTA estruturalmente consiste de um grupo para-clorofendlico contendo
uma molécula de di-hidroisocoumarina que esta amido-ligada a L-fenilalanina. Seu
nome foi atribuido em funcédo do isolado fungico do qual primeiramente foi detectada
por Van der Merwe (1965), Aspergillus ochraceus CBS 263.67. ApOs estudos
polifasicos na secdo Circumdati, Frisvad et al. (2004) verificaram que o entéo
denominado A. ochraceus CBS 263.67 se tratava de uma espécie distinta, e que
passou a se denominar Aspergillus westerdijkiae CBS 263.67/ NRRL 3174.
Atualmente acredita-se que muitos fungos identificados como A. ochraceus possam
ser A. westerdijkiae (Samson et al., 2006), cuja principal distincdo €& sua
incapacidade de crescer a 37°C e produzir esclerécios de coloragdo branca a creme
(Frisvad et al.,, 2004). A. westerdijkiae, em geral, produz OTA em maiores
guantidades e de maneira mais consistente que A. ochraceus (Samson et al., 2006).

Considerando alimentos em geral, em climas temperados as principais
espécies produtoras de OTA em géneros alimenticios sdo Penicillium verrucosum e
Penicillium nordicum, enquanto em clima tropical se destacam A. ochraceus, A.
westerdijkiae, Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger (Pitt & Hocking, 2009).

A OTA é a micotoxina de maior incidéncia em produtos carneos curados. Sua
presenca nestes produtos é atribuida a micotoxina oriunda das matérias-primas [ex.
especiarias (Gareis & Scheuer, 2000; Pleadin et al., 2015) e carry over em carne de
animais expostos a OTA pela dieta (Dall’asta et al., 2010; PerSi et al., 2014)], e
principalmente aos bolores que se desenvolvem na superficie dos produtos durante
a maturacao (lacumin et al., 2009; Dall'asta et al., 2010; Serensen et al., 2010;
Rodriguez et al., 2012).
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Os principais fungos produtores de OTA reportados em produtos carneos tem
sido P. verrucosum e P. nordicum, em maior quantidade, e A. ochraceus e A.
westerdijkiae em algumas ocasifes (lacumin et al., 2009, 2011; Castellari et al.,
2010).

Vérios fatores ecofisioldgicos influenciam a multiplicagéo fangica e producéo
de OTA. Pesquisas tém destacado importantes diferencas no comportamento de
espécies produtoras de OTA (P. verrucosum, P. nordicum e A. westerdijkiae) quando
cultivadas em substratos baseados em produtos carneos sob diferentes condi¢des
de atividade de 4gua (aw) do substrato e temperatura de incubac¢éo (Battilani et al.,
2007; Rodriguez et al., 2015, Vipotnik et al., 2017). A. westerdijkiae se mostrou
capaz de produzir OTA em maiores quantidades e em condicbes mais amplas,
guando comparado ao P. nordicum em meio de cultura baseado em presunto curado
(Vipotnik et al., 2017).

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos avaliando a producdo de OTA
por Aspergillus westerdijkiae diretamente em salames. Com isso, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a producéo de OTA por A. westerdijkiae inoculado na superficie
de salames e sua migra¢ao no produto ao longo do periodo de maturagéo, e estudar
o efeito da umidade relativa do ambiente sobre a producdo e migracdo desta

micotoxina.

2. Materiais e métodos
2.1Preparacéao dos salames

Um total de 32 salames (com um comprimento médio de 16 cm e um diametro
de 50 mm) foram elaborados artesanalmente em envoltério de colageno. Os
mesmos foram adquiridos prontos com um produtor local da cidade de Sana Maria —
RS onde foram conservados over night sob refrigeracdo e conduzidos ao Laboratério
de Micologia de Alimentos, da Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil para

a inoculacao fungica e inicio dos experimentos.

2.2Inoculagao

Para a inoculagcdo, foram selecionadas trés cepas de A. westerdijkiae
conhecidamente ocratoxigénicas e isoladas de salames. Preparou-se um mix
contendo 10 conidios por mL e 1 mL desta solu¢éo foi inoculado na superficie de

cada salame, espalhando-se com uma alga estéril.
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Foram separados 2 salames sem inoculagéo e 2 salames inoculados para se
verificar a influéncia dos esporos na contaminacdo por OTA antes da incubacéo
(TO). Os demais salames foram separados em 2 grupos para realizacdo dos

diferentes experimentos.

2.3Producéo de OTA ao longo da maturacao de salames em camara

Dez salames foram conduzidos para maturagdo em camara com parametros
controlados (Menoncin Ind. Com. Ltda., Erechim, Brasil) a 20°C por 35 dias. Os
parametros de umidade relativa (UR) adotados seguiram segundo Cichoski, Zis e
Franceschetto (2009), com adaptacdes, sendo: Nos 5 primeiros dias UR= 95%, no
6° dia UR= 93%, no 7° dia UR= 90 %, no oitavo dia UR= 87%, no nono dia UR=
84%, no décimo dia UR= 81%, no 11° dia UR= 78% e do 12° ao 35° dia de
maturacdo RH= 75%.

Dois salames foram retirados aleatoriamente apés 7, 14, 21, 28 e 35 dias de

maturacao para analises de OTA e aw.

2.4 Influéncia da UR sobre a producao de OTA em salames

Para avaliar o efeito da umidade relativa sobre a producdo de OTA em
salame, solucBes com diferentes concentracdes de cloreto de sddio (23,5%, 19% e
8%) foram preparadas de modo a atingir aw 0,79, 0,85 e 0,95. As solucbes foram
colocadas em trés caixas plasticas transparentes de 30L e mantidas hermeticamente
seladas por 24 horas antes do inicio do experimento.

Apobs o periodo de 24 horas, foram verificadas as aw da solucdo e s6 assim
seis salames foram suspensos em vardes dentro das caixas contendo a solucéo,
sendo conduzidas para dentro de uma camara com temperatura constante de 20°C.

Dois salames foram retirados aleatoriamente de cada caixa apés 7, 14 e 21

dias para analises de OTA e aw.

2.5Particdo do salame para analises
Apés cada amostragem, os salames eram congelados para facilitar a particao

do mesmo (envoltério, borda externa e miolo), como mostra na Figura 1.
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Envoltério
Borda

externa

Figura 1: Porcdes de particdo do salame para analises.

Para realizar a extracdo do miolo, criou-se uma ferramenta, cujo esquema

pode ser visualizado na Figura 2.

A

Figura 2: Esquema explicando o corte e a extracdo do centro (miolo) do salame: (A)
Ferramenta de extracao; (B) Ferramenta de extracdo com amostra em seu interior;
(C) Ferramenta de extracdo com amostra e cilindro (20 mm) para corte do salame;
(D) Cilindro cortando amostra de um lado a outro; (E) cilindro de corte com amostra

sendo retirada; (F) Cilindro de carne retirado do centro do salame.
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As amostras de envoltorio, borda externa e miolo obtido com a particdo do
salame foram codificadas e enviadas para o Laboratério de Analises
Micotoxicolégicas - LAMIC, da Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil,

para deteccéo e quantificacao de OTA.

2.6 Andlise de ocratoxina (OTA)

As amostras foram codificadas e encaminhadas ao Laboratorio de Analises
Micotoxicolégicas — LAMIC, da Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil,
para deteccgéo e quantificacao de OTA.

Doze mililitros de solvente de extracdo (acetonitrila/ agua/ acido acético 84:
16: 1, viviv) foram adicionados a 3 gramas das amostras de salame pesadas em um
tubo de polipropileno com capacidade de 50mL. A extracao foi realizada durante 10
min em um shaker tipo vortex (MA-541, Brasil). Apds sedimentagcdo por gravidade,
cada extrato foi diluido na proporcdo 1:9 com solvente de diluicdo (acetonitrila/agua/
acido formico 49: 50: 1, viviv) e 5 mL do extrato diluido foi injetado em um sistema
LC-MS/MS.

Para os experimentos de recuperagcdo, 3 g de 3 amostras de salame e 3
amostras de envoltério foram pesadas e contaminadas em um nivel de concentracao
(5 mg/L). Apés a homogeneizacdo do material, as amostras foram mantidas over
night em temperatura ambiente.

As analises foram realizadas por método de LC-MS/MS baseado em Sulyok
et al. (2006), com adaptacdes. Brevemente, um equipamento APl 5000 LC-MS/MS
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) equipado com um uma fonte de
ionizacdo em electrospray Turbo lon Spray (ESI) e um Sistema de HPLC 1200
Series (Agilent, Waldbronn, Germany). A separacdao cromatografica foi realizada a
35°C com uma coluna Agilent Zorbax C18 150 x 4.6 mm i.d., 5 mm de tamanho de
particula, equipada com uma coluna guarda C18 4 x 3 mm i.d. (Agilent, USA).

A acetonitrila e o metanol (grau LC) e acido fosforico (p.a.) foram adquiridos
do J.T.Baker, Brasil. O padrdo analitico da OTA foi obtido da Romer Labs, Tulln,
Austria. A agua foi sucessivamente purificada por osmose reversa em um sistema
Milli-Q da Millipore (USA).
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2.7. Determinacéo da atividade da agua

Para realiar a medicédo da atividade de agua das amostras de salame retirou-
se pequenos pedacos do produto em diferente pontos (tanto exterior quanto interior)
e foi realizado uma homogeneizagao, colocou-se dentro de cubetas préprias para
medi¢cdo, tampou-se as mesmas e codificou-se cada amostra em triplicata até o
momento da analise.

A atividade da agua foi medida em AqualLab 4TE (Decagon Devices) a 25 ° C
+ 1.

3. Resultados

A Tabela 1 mostra os valores médios de aw nos diferentes tempos de
maturacdo do salame, de acordo com a UR da incubacdo. Pode-se observar uma
pequena reducdo da aw do produto ao longo do tempo, com excec¢ado dos salames
conservados em UR 95%, que permaneceu constante.

Na Figura 3 sédo apresentados salames obtidos de cada tratamento no 21° dia
de maturacdo. E possivel observar que o salame oriundo da camara de maturagio,
com UR decrescente apresentou menor cobertura fungica quando comparado aos
salames mantidos em caixas plasticas herméticas sob UR constante.

Na Figura 4 séo apresentados os valores de OTA produzidos nas diferentes
porcdes de salames superficialmente inoculados com A. westerdijkiae e incubados
em diferentes condi¢cbes de UR.

Para assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos nas analises, foram
calculados o limite de quantificacdo (1 pg/kg) e limite de deteccdo (0,25 ug/kg)
através da relacdo sinal/ruido (LOQ=10/1, LOD=3/1), respectivamente. Para o
calculo da estimativa de recuperacédo do método (95 %), foram realizadas andlises
de triplicatas de amostras fortificadas com 5 pug/kg de padrdo de OTA. A linearidade
foi avaliada através do coeficiente de determinacao (R?), calculado apés injecdo em
triplicata de curvas analiticas com sete diferentes niveis de concentracdo. Para
quantificacdo, foram utilizadas curvas analitcas com R%>0,99. Por ndo existir
material de referéncia certificada (MRC) para a matriz analisada, foi analisado
juntamente com a sequéncia de amostras, MRC de cevada (FAPAS 17173), além de
amostras de salame artificialmente contaminadas.

N&o foi detectada OTA até os 7 dias de maturacéo, independente da UR do

ambiente em que os salames foram incubados.
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Nos salames mantidos em ambientes com UR constante, o maximo de OTA
foi detectado aos 14 dias de maturacdo no envoltorio, havendo um decréscimo na
guantidade de OTA detectada aos 21 dias. Foi observada diferenca nos niveis de
OTA nos salames mantidos nas diferentes UR (79, 85 e 95%), mesmo com a aw dos
salames apresentando valores muito préoximos (Tabela 1). Isto demonstra a
influéncia da UR do ambiente sobre a producéo de OTA por A. westerdijkiae.

O maximo de OTA detectado foi de 1135 pg/kg no envoltério aos 14 dias de
incubacdo, e de 87,4 pg/kg na borda de salames aos 21 dias, ambos quando
mantidos na UR 79%. Em nenhuma das condi¢Ges foi detectada OTA no miolo dos
salames conservados sob UR constante.

Nos salames maturados em camara com UR variavel, decrescendo de 95 a
75% ao longo do tempo, a OTA foi detectada majoritariamente no envoltério, sendo
observada uma pequena migragcdo da toxina (OTA=1,55 ug/kg) para a borda do
salame no final da maturacdo. Em nenhum momento foi detectada OTA no miolo do
salame. A contaminacdo no envoltorio foi detectada a partir do 14° dia e o pico foi
observado no 21° dia (OTA média=676,5 pg/Kg), decrescendo e atingindo 419,5

Hg/kg aos 35 dias de maturacgao.

4. Discusséao

O conteudo aquoso de um substrato sofre influéncia da umidade do ambiente
em que estd inserido. Se for mantida em temperatura constante em ambiente
hermeticamente fechado, havera trocas entre a agua presente em uma amostra e o
vapor de agua no ambiente em que se encontra até que se alcance o equilibrio,
sendo entdo a umidade relativa de equilibrio numericamente igual a aw do substrato.
Em situacdes praticas a aw € o principal fator ambiental governando o
desenvolvimento de fungos em alimentos (Pitt & Hocking, 2009). As condi¢des
ecofisiolégicas 6timas (determinadas em matriz vegetal) para crescimento e
producao de OTA por A. westerdijkiae sdo aw de 0,93 a 0,99 e temperatura de 28 a
32 °C e (Gil-Serna et al., 2014).

Maior parte dos estudos disponiveis na literatura relativos a producao de OTA
em produtos carneos ou meios baseados em carne é direcionada aos fungos P.
nordicum e P. verrucosum, visto que sao tradicionalmente de maior prevaléncia em
paises europeus. No entanto, visto que a ocorréncia de A. westerdijkiae/ A.

ochraceus tem sido descrita em producbes de salame na Argentina (Vila et al.,
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2016), Italia (lacumin et al., 2009), e na superficies de outros produtos carneos
maturados em diversos paises (Strzelecki & Badura, 1972; Sutic et al., 1972; Huerta
et al., 1987, Rojas et al., 1991, Nunez et al., 1996; Comi et al., 2004; Wang et al.,
2006; Costa, 2014) maior atencdo deve ser dada a esta espécie. Adicionalmente,
trabalhos realizados em substratos com base carnea indicam que A. westerdijkiae €
capaz de crescer e produzir OTA em uma faixa mais ampla de temperatura e aw
guando comparado ao P. nordicum (Vipotnik et al., 2017).

A ndo producédo de OTA até os 7 dias de maturacdo também foi relatado por
Berni et al. (2017), em estudo conduzido com salames inoculados com P. nordicum
e maturados em UR 75-85%, entre 14-20°C.

Niveis bastante altos de OTA no envoltério e migracdo de pequena
guantidade para a camada externa do salame também foi descrita por Spotti et al.
(1999) em salames inoculados com P. verrucosum. A quantidade maxima de OTA
detectada internamente por aqueles pesquisadores foi de 2,9 pg/Kg aos 35 dias de
maturacao. Por outro lado, lacumin et al. (2009, 2011) detectou OTA apenas nos
envoltorios de embutidos carneos maturados (sem inoculagéo fungica), ndo havendo
presenca da mesma em 0,5 cm de borda dos embutidos (Limite de Detecgéo —LOD-
0,1 nug/Kg). Estes autores verificaram que a lavagem e escovacgéo da superficie dos
salames reduziu a contaminacdo de OTA para valores inferiores ao LOD. Com base
nos dados obtidos, sugerem que este procedimento poderia limitar ou eliminar
completamente o risco de exposi¢ao a esta micotoxina (lacumin et al., 2009).

Da mesma maneira que foi observado neste trabalho, o decréscimo da OTA
presente em salames ao longo da maturacédo ja foi descrita por outros autores
(Spotti et al., 1999; Berni et al.,, 2017). Em estudos conduzidos por Berni et al.
(2017), avaliando contaminacdo em envoltérios de salames inoculados com P.
nordicum, o pico de contaminagdo por OTA ocorreu aos 18 dias (média= 177,79
ug/kg), decrescendo e mantendo-se proximo a 50 pg/kg aos 29 e 45 dias de
maturacdo. Spotti et al. (1999) também avaliou producdo de OTA ao longo da
maturacdo em salames elaborados em envoltérios naturais e artificiais e inoculados
com P. verrucosum. O maior nivel de OTA em salames com envoltorio artificial foi
aos 28 dias de maturacédo (1879 ug/Kg), havendo reducéo ao longo do tempo.

Esta reducé@o pode estar relacionada & metabolizagdo microbiana, sobretudo
por bactérias acido-lacticas (Spotti et al., 1999). No ano de 2008, Fuchs et al.

fizeram a desintoxicagdo de OTA adicionando bactérias acido-laticas (BAL) e
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obtiveram como resultado uma reducdo consideravel, em torno de 95%. Quando
adicionado Pediococcus parvulus no mosto para producéo de vinho observou-se que
0 mesmo ao final do terceiro dia conseguiu uma reducéao de 50% da OTA presente e
apos o sexto dia a reducdo chegou até 80% (Abrunhosa et al., 2014). Por outro lado,
em meio de cultura cdrneo sem presenca de competidores, a produgcédo de OTA por
P. nordicum e P. verrucosum foi superior aos 12 dias de incubacédo quando
comparada aos 6 dias de cultivo (Rodriguez et al., 2015).

Por outro lado, a interagdo microbiana também pode elevar os niveis de OTA.
Meftah et al. (2018) observou que Candida krusei, Candida zeylanoides,
Rhodotorula mucilaginosa e Rhodotorula glutinis, a mistura destas leveduras e a
cultura iniciadora co-inoculadas com A. westerdijkiae em meio de cultura elaborado
com chourigo industrial, chourico tradicional e presunto (sob condi¢des de atividade
de agua, concentracdo de sal e temperatura que refletiam as condicbes de cura
destes produtos) embora tenham inibido o crescimento fangico, estimularam a
producdo de OTA. Os autores comentam que a inibicdo do crescimento pode ser
considerada um fator de estresse para o fungo, 0 que potencialmente resulta na
ativacdo do metabolismo secundario com consequente producdo de OTA. Isto
poderia justificar o menor desenvolvimento fungico na superficie do salame A
(Figura 3) e maior nivel de OTA dentre os demais salames avaliados aos 21 dias
(Figura 4).

Estudos demonstram que a velocidade de crescimento e a producédo de OTA
nao estdo diretamente relacionadas. Pesquisa realizada por Vipotnik et al. (2017)
avaliando o crescimento A. westerdijkiae e a producdo de OTA em meio de cultura
baseado em presunto seco curado mostrou que nao houve correlacdo entre o
crescimento fungico e a producdo de micotoxina em diferentes valores de aw e
temperatura. Mesma observacdo foi feita por Rodriguez et al. (2015) em estudo
realizado com P. nordicum e P. verrucosum cultivados em meio a base de

“salsichon”.
5. Concluséo
Este trabalho demonstrou que a presenca de A. westerdijkiae na superficie do

salame permite a difusdo da OTA com contaminacdo da borda externa do produto,

mesmo com a retirada do envoltorio. Da mesma forma, foi possivel observar que a
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umidade relativa influenciou a producdo de OTA por A. westerdijkiae em salame

principalmente na UR de 79%.
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Tabela 1. Atividade de agua (aw) média dos salames nos diferentes dias de

amostragem.
Umidade relativa (UR)

95 a 75% 79% 85% 95%
Dia 0 0,98 0,98 0,98 0,98
Dia 07 0,97 0,98 0,98 0,98
Dia 14 0,95 0,97 0,97 0,98
Dia 21 0,92 0,97 0,97 0,98
Dia 28 0,91 - - -
Dia 35 0,90 - - -

-: nao realizado.
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Figura 3. Salames com 21 dias de maturacdo inoculados com A. westerdijkiae e
incubados sob diferentes umidades relativas (UR). A: Maturagdo em camara com UR
variavel (decrescente de 95% a 75%); B: UR 79%; C: UR 85%; D: UR 95%.
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Figura 4. Producao de ocratoxina A em diferentes por¢cdes de salames inoculados com Aspergillus westerdijkiae e maturados em
diferentes condi¢des de umidade relativa (UR).
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6 CONCLUSAO

A andlise das matérias-primas e superficie do salame ao longo da maturacao
revelou uma ampla diversidade fungica, com predominio dos géneros Aspergillus
(sobretudo espécies xerofilicas), Penicillium e Cladosporium. Destaca-se a intensa
presenca de Aspergillus westerdijkiae, espécie relevante no que concerne a
producdo de ocratoxina A, na superficie de salames de uma das industrias avaliadas
(indastria B), embora nao tendo sido isolado das matérias-primas.

O ar dos ambientes de producdo e maturacdo de salames em ambas as
industrias avaliadas apresentou alta contaminacao fungica, estando acima do limite
de quantificacdo em algumas ocasides. Os géneros Cladosporium, Penicillium e
Aspergillus foram os mais frequentemente isolados. Cerca de metade das espécies
presentes no ar também foi isolada dos salames. Na inddstria A, a contaminacao
apresentou-se mais baixa e a diversidade fungica mais alta quando comparada a
industria B. A. westerdijkiae foi observado em altas quantidades no ar da industria B.
Mesmo ap0s uma sanitizacdo mais intensa, ndo foi possivel eliminar completamente
o fungo do ambiente, apenas reduzir sua ocorréncia no lote seguinte.

Os salames superficialmente inoculados com A. westerdijkiae e maturados
sob condicbes controladas de temperatura e umidade relativa embora
apresentassem intenso desenvolvimento fungico, ndo foi detectada ocratoxina A até
os 7 dias pos inoculacdo. Esta micotoxina foi detectada no envoltério a partir do 14°
dia, com pico aos 21 dias de maturacdo. A ocratoxina A também foi detectada na
borda de salames, ap6s remocéo do envoltério, ao final da maturacao (35 dias). Nao
foi detectada a presenca desta micotoxina na parte central dos salames avaliados.

Foi observada influéncia da umidade relativa ambiente sobre a producado de
ocratoxina A nos salames inoculados com A. westerdijkiae e mantidos sob umidades
relativas constantes a 20°C. Nestes salames também n&o foi detectada a micotoxina
até os 7 dias de maturacdo. Nas diferentes umidades relativas o pico de ocratoxina
A foi detectado no envoltorio aos 14 dias de maturacdo, sendo a maxima quantidade
produzida na umidade relativa de 79%. A toxina também foi detectada na borda dos
salames, apos remocdo do envoltério, no 14° e 21° dia de maturacdo sob as
diferentes umidades relativas avaliadas. Nao houve migracdo da toxina até o centro

dos salames ao longo do periodo observado (21 dias).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A intensa presenca de Aspergillus westerdijkiae, espécie conhecidamente
produtora de grandes quantidades de ocratoxina A, em salames é bastante
preocupante. Visto que esta espécie nado foi isolada de matérias-primas, estando
restrita ao ambiente e salames avaliados, considera-se crucial uma intensa
higienizacado dos ambientes de producdo e maturacdo, sem a presenca de salames,
com especial cuidado na aplicacdo dos agentes sanitizantes também na forma de
aerossois e adocgao programa continuado de higienizacdo da industria até o controle
do problema.

A avaliacédo da presenca de ocratoxina A em salames naturalmente infectados
por A. westerdijkiae seria de grande relevancia e merece atencéo, visto que pode se
tratar de um problema de salde publica, uma vez que foi mostrada a difusdo da
mesma desde o envoltorio até a borda deste produto carneo quando artificialmente
inoculado com A. westerdijkiae ocratoxigénico.

O desenvolvimento deste trabalho permitiu acompanhar a realidade de duas
industrias produtoras de salames em Santa Maria-RS, uma das quais é habilitada a
comercializagdo dos produtos em todo territério nacional. Os dados de diversidade
fungica obtidos séo inéditos, visto que os estudos disponiveis na literatura em sua
maioria sdo oriundos de paises europeus, com clima bastante diferente do nosso
pais ou, mais raramente, de estudos conduzidos em outros paises da América do
Sul.
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