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RESUMO

Este estudo teve por objetivo estimar-se a producdo de exoenzimashidroliticas e avaliar a sensibilidade
de duas cepas de haloarchaea deteriorantes isoladas a partir do charque em relagdo a conservantes
acidos organicos (latico, citrico e glucona-delta-lactona). Quanto a producdo de amilase, celulase,
lipase, gelatinase e caseinase, utilizou-se meios solidos especificos com incubagéo a 37 °C no periodo
de 15 dias e apds observou-se o Indice Enzimatico (IE), ¢ para avaliar a suscetibilidade das cepas
deteriorantes aos devidos 4cidos utilizou-se a técnica de disco difuso em agar (método de
Kirby-Bauer) com diferentes acidos variando suas concentracdes de 0,5 a 5% diluidos em salmoura a

20% de NaCl. Os resultados dos ensaios enzimaticos mostram que as duas cepas foram negativas
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quando a produgdo das exoenzimas, exceto a cepa V22 que apresentou um bom IE (4,5) para producdo
de gelatinase. Em relagdo a sensibilidade dos acidos organicos testados observou-se que em geral a
utilizagdo da concentracdo a partir de 2,5% pode ser utilizada para aumentar a vida util do charque,
mas que os acidos laticos e citrico apresentaram maiores valores significativos em relagdo a inibigao
do crescimento das cepas testadas in vitro nas diferentes concentragoes.

Palavras-chave:Atividade enzimatica; Acidos; Haloarchaea; Sensibilidade.

ABSTRACT

This study aimed to estimate the production of hydrolytic exoenzymes and to evaluate the sensitivity
of two spoilage haloarchaea strains isolated from jerked beef in relation to organic acid preservatives
(lactic, citric and glucone-delta-lactone). Amylase, cellulase, lipase, gelatinase and caseinase, specific
solid media were used with incubation at 37 °C for a period of 15 days and after the Enzymatic Index
(EI) was observed and to evaluate the susceptibility of the deteriorating strains to the due acids used
the technique of diffuse disk in agar was used (Kirby-Bauer method) with different acids varying their
concentrations from 0.5 to 5% diluted in brine to 20% of NaCl. The results of the enzymatic assays
show that both strains were negative when producing exoenzymes, except for the V22 strain that
showed a good IE (4.5) for gelatinase production. Regarding the sensitivity of the organic acids tested,
it was observed that, in general, the use of a concentration from 2,5% can be used to increase the shelf
life of the jerky, but that lactic and citric acids presented higher significant values in relation to the
inhibition of growth of the strains tested in vitro at different concentrations.

Keywords: Enzymatic activity, Acids;Haloarchaea; Sensitivity.

RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo estimar la producciéon de exoenzimas hidroliticas y evaluar la
sensibilidad de dos cepas de haloarchaea de deterioro aisladas de carne seca en relacion con los
conservantes de acidos organicos (lactico, citrico y glucona-delta-lactona). En cuanto a la produccion
de amilasa, celulasa, lipasa, gelatinasa y caseinasa, se utilizaron medios soélidos especificos con
incubacion a 37 °C durante 15 dias, luego de lo cual se observo el Indice Enzimético (IE), y para
evaluar la susceptibilidad de las cepas al deterioro. a los 4cidos debidos se utilizo la técnica de disco
difuso en agar (método Kirby-Bauer) con diferentes acidos variando sus concentraciones desde 0.5 a
5% diluidos en salmuera hasta 20% de NaCl. Los resultados de los ensayos enzimaticos muestran que
ambas cepas fueron negativas a la hora de producir exoenzimas, excepto la cepa V22 que mostroé un
buen IE (4,5) para la producciéon de gelatinasa. En cuanto a la sensibilidad de los acidos organicos

ensayados, se observo que, en general, el uso de una concentracion a partir del 2,5% puede ser util
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para aumentar la vida til de la cecina, pero que los acidos lactico y citrico presentaron valores
significativos superiores en relacion con la inhibicion del crecimiento de las cepas probadas in vitro a
diferentes concentraciones.

Descriptores:Acidos; Actividad enzimatica; Haloarquea, Sensibilidad.
INTRODUCAO

Adaptados as altas concentragdes de sal, os halofilos extremos necessitam de no minimo 1,5 M
(9%), mas em concentracdes de 2 a 4 M de NaCl (12-23%) s@o valores 6timos para seu crescimento,
entretanto algumas espécies sdo capazes de crescer em 5,5 M de NaCl, destacando-se os organismos
pertencentes ao dominio archaea pois sdo unicos a se desenvolverem em ambientes extremos de
salinidade como lagoas, bacias submarinas, desertos de sal, e em salinas solares construidas pelo
homem para a exploragdo comercial de sal para uso alimenticio (TORTORA et al., 2017; GHANMI et
al., 2020;MADIGAN et al., 2016).

Assim quando o sal ndo estéril é utilizado para conservar produtos alimenticios como carnes
secas, pode haver o desenvolvimento dos halofilos acarretando diversos problemas de deterioragdo que
comumente ¢ conhecida e caracterizada pelo aparecimento de coldnias pigmentadas de vermelho a
rosa e por apresentarem enzimas proteoliticas produzindo odores e aromas nesses produtos
(MOSCHETTI et al., 2006).

Por ser fortemente proteolitica e conseguir sobreviver em ambientes com altas concentragdes
salinas, o charque quando contaminado pode sofrer alteracdes indesejadas por esses organismos que
produzem limosidade e odor extremamente desagradavel. A principal técnica utilizada para
conservagdo do charque frente a archaeahaléfilas ¢ a utilizagdo do envase a vacuo, visto que tais
microrganismos sdo aerdbicos, entretanto qualquer deficiéncia na embalagem e porventura as
concentra¢des de oxigénio aumentarem possivelmente ocorrera seu desenvolvimento (PENHA, 2017;
SINGH e SINGH, 2018).

Deste modo, Lin et al. (2018) relatam que o estudo do emprego de acidos orgéanicos em
produtos carneos salgados, como antimicrobianos veem sendo largamente pesquisado com a finalidade
de inibir a proliferacdo de deteriorantes e patogénicos para aumentar a vida de prateleira de produtos
alimenticios. Para charque uma nova barreira (teoria dosobstaculos) ficou autorizado que ¢ a utilizagao
de aditivos intencionais com acidulante pela sua Instrugdo Normativa n® 92, de 18 de setembro de
2020 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que até entdo era proibido o
uso. Segundo a Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 272, de 14 de margo de 2019 da Agéncia

Nacional de Vigilancia sanitaria (ANVISA) para industrializados secos sdo permitidos o uso de
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acidulantes como acido latico, acido citrico e glucona-delta-lactona (GDL) tendo como limite maximo
quantum satis, assim para o charque ndo ha estudo quanti-qualitativos do sucesso do uso desses
acidulantes em relacdo a essas cepas deteriorantes.

Apesar da sua agdo deteriorante em produtos carneos salgados, biotecnologicamente os
halofilos podem ter a capacidade de servir como uma extensa gama de substancias, como suas
enzimas, que podem suportar as diversas condi¢cdes em processos industriais devido a sua estabilidade
(AMOOZEGAR et al.,2017; GILL et al., 2021).

Assim como os supracitados, outros pesquisadores como Singh e Singh (2018), Menasriaet al.
(2018), Xuet al. (2019) e Sahliet al. (2020) relatam a producdo de enzimas extracelulares hidroliticas,
principalmente proteases, por diversas espécies de archaeahalofilas.

Segundo Gibtaner al. (2017), pesquisas microbiologicos e ecologicos de sais para fins
alimentares sdo necessarias porque podem fornecer informagdes sobre a dindmica microbiana correlata
entre ambientes hipersalinos e alimentos salgados e fermentados. No entanto, toda a microbiota de sais
comerciais ainda permanece obscura. Até onde se sabe, ndo ha estudos sobre a ocorréncia e
diversidade de comunidades microbianas em sais comerciais no Brasil.

Mediante os fatos explorados acima neste estudo objetivou-se realizar a avaliagdo da producao
de enzimas hidroliticas extracelulares (exoenzimas) e avaliar a sensibilidade das cepas deteriorantes
em relagdo a conservantes acidos organicos (acido latico, acido citrico e glucona-delta-lactona) em

diferentes concentra¢des em testes in vitro.
MATERIAIS E METODOS

Avaliacao da atividade enzimatica extracelular

Foram utilizadas neste trabalho duas cepas (C11 e V22) de haloarchaea previamente isoladas e
estudadas pelos proprios autores (CHAGAS JUNIOR et al. 2022) a partir de charque em estado de
deterioracdo. Antes de realizar os experimentos, as cepas congeladas foram reativadas em agar MEC
pela técnica de estriamento.

O meio MEC era composto por 5 g L™ de peptona, 5 g L' de extrato de levedura, 200 g L' de
NacCl, 30 g MgCl,6H,0, 30 g MgS0O,.7H,0, 0,5 g de CaCl,.2H,0, e 7 g de KCl, o pH foi ajustado para
7,2. Para meio solido foi adicionado 17 g L' de 4gar.

Para a avaliagdo da atividade enzimatica extracelular foram utilizados meio MEC com
diferentes fontes de carbono requeridas nos ensaios enzimaticos, uma cepa por placa foi inoculada

com o uso de palitos de dente estéreis.
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A avaliagdo da capacidade lipolitica das cepas foi realizada em meio MEC suplementado com
1% de Twen-80 e pH ajustado para 6,0 com acido acético de acordo com o método de Sierra (1956) e
Stamford et al. (1998) com modificagdes. As placas foram incubadas a 37 °C por 15 dias, apds esse
periodo as placas com as colonias foram mantidas durante 24 h sob refrigeracdo para induzir a
formacao de cristais de calcio, caracterizado pela presenga de halo transparente em volta da colonia

Para avaliar a atividade proteolitica (gelatinase e caseinase) foi utilizado meio MEC com
modificagdes utilizando 1% de gelatina e leite desnatado como fonte de carbono. As placas foram
incubadas por 15 dias a 37 °C. A hidroélise de gelatina e caseina foi determinada observando a olho nu
a formacao de zonas claras em torno das colonias em meio MEC (HOLDING e COLLEE, 1971).

Para avaliar a capacidade aminolitica as cepas foram cultivadas em agar MEC suplementado
com 1% de amido soluvel, incubadas a 37 °C por 15 dias. Apos o periodo de incubagdo as placas
foram tratadas com vapor de iodo para a revelagdo os halos de hidrdlise segundo a metodologia de
Kasana (2008).

Os didmetros dos halos de hidrélise (H) e do crescimento das colonias (C) foram aferidos com
auxilio de paquimetro (mm) e os resultados foram dados como indice Enzimatico (IE), que é a relagdo
H/C, segundo proposto por Hankin e Anagnostakis (1975). Assim, quanto maior o indice maior ¢ a

atividade enzimatica no meio.

Teste de sensibilidade a conservantes acidos organicos

O regulamento técnico de identidade e qualidade publicada em 18 de setembro de 2020,
passou a autorizar o uso de aditivos intencionais para charque com as seguintes funcgdes: estabilizantes,
acidulantes, regulador de acidez e antioxidante, até¢ entdo o uso de aditivos em charque era proibido.
Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 272, de 14 de margo de 2019 da ANVISA para
industrializados secos sdao permitidos o uso de acidulantes acidos latico, &cido citrico e
glucona-delta-lactona tendo como limite quantum satis.

Para avaliar a suscetibilidade das cepas deteriorantes isoladas do charque aos devidos acidos
utilizou-se a técnica de disco difuso em agar (método de Kirby-Bauer). As cepas halofilas foram
crescidas em caldo MEC por 15 dias a 37 °C para a obtengdo do pré-indculo na concentragdo final 10
UFC mL™.

Apods esse periodo imergiu-se um swab estéril na suspensdo dopré-inoculo das cepas,
retirando-se o excesso de indculo através da compressdo do swab nas paredes do tubo e semeou-se a
placa uniformemente em estrias por rotagdes a cada 60 graus.

A seguir discos de papel filtro de 6 mm foram embebidos com 10 pL das solugdes contendo

diferentes concentragdes dos acidos a serem testados e apds foram colocados sobre a superficie do
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agar inoculado. Os acidos (latico, citrico e glucona-delta-lactona) foram devidamente diluidos em
salmoura a 20% de NaCl visando a aplicabilidade deste teste a indistria no qual a solubilizagdo destes
podem ser realizados na etapa de elabora¢do da salmoura. As concentragdes variaram de 0,5 a 5%,
totalizando 10 ensaios para cada acido testado.

Foi inserido trés disco por placa, um de cada acido na mesma diluicdo e a disposi¢ao dos
discos foi tal que sua distancia até a lateral da placa fosse maior que 15 mm e de modo a ndo sobrepor
as zonas de inibi¢ao (OSTROSKY, 2008).

Apds o periodo de incubagdo, a sensibilidade foi baseada na presenca de halo de inibigdo de
crescimento, aferida utilizando-se um paquimetro manual para a obtencdo das médias do diametro de
halo de inibi¢do. Para avaliar o potencial dentre os acidos e a Concentracdo Minima Inibitoria (CIM),
os dados foram analisados por meio da analise de varidncia (Anova) e teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia para a comparagdo de médias usando o programa Sisvar. Os experimentos foram
realizados em triplicata e o delineamento experimental foi realizado em blocos inteiramente

casualizados.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacio da atividade enzimatica extracelular

Os isolados selecionados foram testados quanto a sua capacidade de produzir enzimas
extracelulares, incluindo amilase, celulase protease (caseinase ¢ gelatinase) e lipase. O screening em
meio sélido para os substratos contendo diferentes fontes de carbono revelou o potencial das cepas em
secretar enzimas, sendo que a cepa Cl1 ndo produziu nenhuma das enzimas testadas e a cepa V22
produziu apenas a gelatinase, a tabela 1 apresenta os resultados dos valores de I.E das cepas testadas

nos diferentes substratos.

Tabela 1.Valores de indice enzimatico, média das 3 repetigdes.

Substrato L.E das cepas
Cl1 V22

Amilase - -

Celulase - -
Caseinase - -
Gelatinase - 4.5

Lipase - -

(-) Indica resultado negativo para o teste em questéo.

Fonte: Elaboragdo dos proprios autores.

DOI: http://dx.doi.org/10.20873/DEZ _23 08 Revista Desafios —v.3, n.1, 2023



http://dx.doi.org/10.20873/DEZ_23_08

Chagas Junior et al, 2023 -ATIVIDADE ENZIMATICA E AVALIACAO DA
SENSIBILIDADE DE HALOARCHAEA DETERIORANTE DE CHARQUE FRENTE A
ACIDOS ORGANICOS

Como biocatalizadores, atualmente as enzimas microbianas sdo vastamente utilizadas em
diversas areas industriais pois detém uma especificidade quimica e contribui para preservagdo
ambiental frente a outros compostos quimicos. Neste contexto as enzimas extremofilicas, podem ser a
melhor opgdo para catalisar condi¢des industriais ¢ produzir novos produtos biotecnoldgicos sob
diferentes condi¢des extremas (AMOOZEGAR et al., 2017).

Segundo Lealem e Gashe (1994), apesar de todos os microrganismos produzirem enzimas,
nem todos sdo considerados como bons produtores, deste modo quando o indice enzimatico (I.LE) ¢é
maior ou igual a dois em ensaios em meios solidos sd3o considerados bons produtores de enzimas
extracelulares visto que o L.E € a habilidade do microrganismo em degradar substratos especificos.

A cepa V22 apresentou um bom potencial (I.E de 4,5) em producdo e secrecao de protease
como a gelatinase, enzima que tem como fun¢ao hidrolisar a gelatina, o colageno e alguns peptideos.
As proteases com atividade gelatinolitica vem sendo alvo de muitas pesquisas devido a sua
aplicabilidade na industria quimica, médica e processamento de alimentos, existindo assim uma alta
demanda na busca de novas cepas microbianas com novas propriedades para o desenvolvimento
principalmente ligados a formulagdes farmacéuticas (EKPENYONG et al., 2016). Tal potencial
proteolitico explica sua forte ligagdo com a deterioracdo de produtos carneos salgados como o
charque.

Os microrganismos patogénicos sdo aqueles que geralmente secretam este tipo de enzimas,
logo a busca por espécies microbianas nao patogénicas com potencial para a producdo em larga escala
de gelatinase vem sendo alvo de diversas pesquisadas (BALAN et al., 2012).

Singh e Singh (2018) e Sahlief al. (2020) reportam que a maioria das haloarchaea produzem e
secretam enzimas proteolitica e que consequentemente essas proteinas produzidas sdo eficientes para
catalisar reagdes sob condi¢des de alto teor de sal, pois sdo ativas e estdveis em meios salinos, onde
geralmente a estrutura e a funcdo de outras enzimas sdo criticamente afetados levando a precipitacao
ou desnaturacdo de outras proteinas ndo halofilicas, tornando-se adequadas para exploracdo e
aplicacdes comerciais a base de sal, como molho de peixe, preparagdes de revestimento
anti-incrustante, tratamento de residuos com alto teor de sal, elaboracdo de detergentes e industria de
couro.

A capacidade proteolitica das cepas halofilicas ¢ relatada nas pesquisas de Menasriaet al.
(2018), como também a producdo de gelatinase e caseinase reportada nos estudos de Hasan e
Mohammadian (2011) a partir de cepa isolada de sal do Ira. Sahliez al. (2020) relatam que as cepas
isoladas de ambientes hipersalinos da Argélia foram capazes de hidrolisar gelatina e Tween-80 (48% e
45% dos isolados, respectivamente), como também a hidrolise do amido foi detectado em 22% das

cepas testadas e nenhum deles hidrolisou a caseina.
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A auséncia da atividade enzimatica conforme explica Vasconcelos et al. (2003) pode ser
imposta a incapacidade de secrecdo pelas cepas testadas, seja pela insuficiéncia dos métodos de
deteccdo utilizados ou pelo direcionamento da produgdo para o metabolismo intracelular dos
microrganismos. Em seu estudo Xuet al. (2019) relatam que a espécie Haloprofundushalophilus foi
incapaz de hidrolisar caseina, gelatina, amido ou Tween 80 o que corrobora com os resultados
encontrados para a cepa C11 nesse estudo.

Na literatura ¢ evidente que as haloarchaeas sdo capazes de utilizar diversos compostos
organicos como Unica fonte de carbono e energia e produzir vérias enzimas hidroliticas, todavia ainda
ha uma escassez de estudos dessas enzimas halofilicas e que ainda ndo sdo empregados para processos
industriais conforme explica Menasriaet al. (2018).

As vantagens de se utilizar enzimas halofilicas estdo vinculadas principalmente por nao
precisar de purificagdo ou esterilizacdo para uso e aplicagdo, uma vez que proteinas contaminantes

indesejadas ou outras biomoléculas sdo inativas em condigdes salinas (Amoozegaret al., 2017).

Determinacgio da sensibilidade a conservantes acidos organicos

Na avaliagdo da sensibilidade aos acidos organicos, os resultados de modo geral demostraram
que os trés acidos conseguiram inibir o crescimento das haloarchaca examinadas a partir a
concentragdo 2,5%. Logo considera-se tal valor como uma concentragéo inibitoéria minima (CIM) no
qual é a concentragdo mais baixa de um agente antibacteriano em mg L' (ug mL™) que, sob condig¢des
in vitro estritamente controladas, impede completamente o crescimento viavel de uma cepa de teste de
um organismo conforme descrito por Kowalska-Krochmal e Dudek-Wicher (2021).

Estes resultados estdo de acordo com a literatura conforme descrito por Nascimento (2011)
onde descreve que a industria alimenticia j4 utiliza acidos em particular a concentragdo de 2% visto
que tal valor vem apresentando um controle e reducao eficaz de patdgenos.

Entretanto na comparagao da eficiéncia entre os trés acidos em relagdo a inibi¢ao das cepas foi
observado que para a cepa C11 o acido latico foi aquele que apresentou a melhor inibigdo seguido pelo
acido citrico e para a cepa V22 o acido citrico foi o melhor inibidor, seguido pelo latico. Entretanto na
comparacdo geral a glucona ndo apresentou resultados significativos quando comparadas com os
outros acidos, conforme € apresentado os resultados das médias dos halos de inibigdo nas tabelas 2 e 3

sdo apresentados os resultados para a analise de variancia para cepa C11 e V22 respectivamente.

Tabela 2.Valores médios e desvio padrio do halo de inibigdo em diferentes concentragdes para cepa

CI11.

Halo de inibi¢ao (cm)
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Concentracgao (%) Latico Glucona Citrico
0,5 1,0+0,216* 0,0° 0,0°
1,0 1,0 £0,29* 0,0 £0,28° 1,0 +£0,28*
1,5 1,0+0,08* 0,0 £0,08° 1,0 +£0,37*
2,0 1,0+0,21° 0,5 +£0,29¢ 1,0 £0,57°
2,5 2,0+0,35° 0,5 £0,63¢ 1,0 £0,63°
3,0 2,0+0,32° 0,5 £0,24° 2,0 +£0,24*
3,5 2,0+0,16* 1,0 £0,16° 2,0 £0,21°
4,0 2,5 +0,81* 1,0 £0,40° 2,5 +£0,40°
4,5 3,0+0,212 1,0 £0,08° 3,0 £0,14°
5,0 3,5+0,35° 1,5+0,57° 3,5 +0,80*

Meédias seguidas com a mesma letra (linha) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05%).

Fonte: Elaboragdo dos proprios autores.

Tabela 3.Valores médios e desvio padrdo do halo de inibigdo em diferentes concentragdes para cepa

V22.

Halo de inibi¢ao (cm)

Concentracao (%) Latico Glucona Citrico
0,5 0,0° 0,0° 0,5 +0,28*
1,0 0,0° 0,0° 0,9 +£0,50°
1,5 0,5+0,14° 0,0° 1,0 £0,28*
2,0 1,1+£0,92° 0,0¢ 1,0 £0,24°
2,5 1,0+0,95° 1,2 £0,08* 1,0 +£0,24*
3,0 1,5+0,21° 1,4 +0,21° 2,0 +£0,35*
3,5 2,240,21? 1,4 +£0,08¢ 1,5 +£0,24°
4,0 2,2 £0,28° 1,5 +0,29¢ 2,0 £0,48*
4,5 3,1 +0,50° 1,8 +0,08¢ 2,7 £0,40°
5,0 3,0 £0,21° 3,0+£0,57°¢ 4,0 +£0,80*

Médias seguidas com a mesma letra (linha) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05%).

Fonte: Elaboragao dos proprios autores.

Rebonattoer al. (2018), concernem que a industria alimenticia vem utilizando bastantes
conservantes mais naturais como os diversos tipos de acidos organicos existentes devido a sua a sua

rapidez, simplicidade, baixo custo e eficiéncia, entretanto apesar de difundidos seu emprego se

DOI: http://dx.doi.org/10.20873/DEZ _23 08 Revista Desafios —v.3, n.1, 2023



http://dx.doi.org/10.20873/DEZ_23_08

10
Chagas Junior et al, 2023 ATIVIDADE ENZIMATICA E AVALIACAO DA
SENSIBILIDADE DE HALOARCHAEA DETERIORANTE DE CHARQUE FRENTE A
ACIDOS ORGANICOS

mantém restrito a determinados compostos, se observar a variedade de outros antimicrobianos
disponiveis.

Por se tratarem de metabolitos primarios e/ou secundarios de microrganismos ou plantas, o uso
de substancias naturais como os acidos organicos se destacam no prolongamento de vida util dos
produtos alimenticios e garantem seguranga, além também de minimizar a oxidag¢ao lipidica, reduzir as
perdas de cor se tornando grandes aliados na chamada biopreservagdo (BARCENILLA et al., 2022).

Os acidos organicos como agentes de biopreservacdo ideais devem apresentar atividade
antimicrobiana exclusiva contra organismos deteriorantes ou patogénicos, agindo como parte de uma
abordagem da tecnologia de barreiras sendo utilizados estrategicamente com outras barreiras para que
possa culminar no sinergismo de uma series de obstaculos indesejaveis para o crescimento microbiano
0 que garantird a inocuidade do produto (PISOSCHI et al., 2018).

Estudos na literatura comprovam a eficacia na utilizacdo de acidos organicos na conservagao
de produtos carneos, como reportado por Freiberger (2016) que relata que na producao de linguicas
curadas cozidas embaladas a vacuo tiveram um aumento na vida util apds serem tratadas com uma
mistura de acidos organicos. Reis ef al. (2018) observaram em seu estudo que a utilizagdo de acido
latico a 1% foi eficiente provocando menor escurecimento das amostras como também havendo uma
reducdo da contagem de Escherichia coli apds 14 dias.

Segundo Cramer e Prestegard (1977) a capacidade de inibigdo dos acidos esta relacionada ao
valor do pH do meio que deve ser menor que o pKa do acido em questdo, pois a acdo antimicrobiana é
atribuida a forma néo dissociada do acido.

Considerado um eficiente antimicrobiano o &cido latico (4cido fraco) de cadeia curta
(CH;-CHOH-COOH), segundo Rebonattoer al. (2018), estd comumente relacionado ao controle
bacteriano, visto que ao observar os resultados obtidos em diversas pesquisa in vitro os autores
propdem que a industria realize mais testes in loco.

A ag¢do antibacteriana do acido latico ¢ atribuida a capacidade de atravessar as membranas
celulares, resultando em pH intracelular diminuido e ruptura da forca motriz do préton
transmembrana, e vem sendo utilizados para reduzir a carga microbioldgica em carcagas e, assim,
preservar a qualidade da carne fresca (PISOSCHI et al., 2018).

Ja o acido citrico ¢ geralmente reconhecido como seguro para uso como ingrediente alimentar
e ¢ frequentemente usado para inativar patégenos, podendo inibir o crescimento de E. coli O157:H7,
Listeriamonocytogenes e Salmonella spp. e seu efeito antimicrobiano é conferido pela agdo de ruptura
da membrana, inibi¢do de reacdes metabdlicas essenciais, estresse na homeostase do pH intracelular e

actimulo de anions toxicos (JEON e HA, 2020).
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Mediante os relatos supracitados ¢ evidente o grande beneficio de utilizar-se acidos organicos
em produtos alimenticios cdrneos como o charque, por serem naturais constituindo uma alternativa aos

sintéticos além de poder ter uma maior aceitagdo pelo consumidor.

CONCLUSAO

A cepa Cl11 ndo apresentou atividade enzimatica frente aos substratos testados, enquanto a
cepa V22 apresentou um bom potencial biotecnoldgico na producdo e secrecdo de gelatinase. Em
relacdo a sensibilidade dos 4cidos organicos testados observou-se que em geral a utilizacdo da
concentracdo a partir de 2,5% pode ser utilizada para aumentar a vida util do charque, mas que os
acidos laticos e citrico apresentaram maiores valores significativos em relagdo a inibicdo do

crescimento das cepas testadas in vitro.

Todos os autores declararam ndo haver qualquer potencial conflito de interesses referente a este artigo.
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