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RESUMO GERAL

A utilizacdo de cloreto de sédio em produtos carneos como o charque, além do seu efeito
sensorial e conservante confere a eles uma estabilidade prolongando a vida de prateleira do
produto. Apesar de conservante, o sal ndo estéril pode conter microrganismos adaptados a altas
concentracdes salinas, denominados halofilos, estes podem ocasionar problemas de
deterioracdo, como odores e aromas desagravaveis nos produtos. Objetivou-se isolar,
caracterizar, avaliar parametros de crescimento e producdo de exoenzimas hidroliticas como
também aferir a sensibilidade a conservantes acidos organicos (latico, citrico e glucona-delta-
lactona) em cepas isoladas a partir a partir do charque em estado de deterioracdo. Duas cepas
foram isoladas, a cepa C11 de colbnia creme branca e cocoide, e a V22 pigmentado de vermelho
e morfologicamente pleoforfica. Ambas foram neutréfilas, gram-negativas, catalase e oxidade
positivas e apds um planejamento experimental fatorial 2x3, avaliando a influéncia de
diferentes concentracfes de NaCl, MgCI2 e extrato de levedura. Observou-se que para ambas
as melhores condicBes de crescimentos das variaveis estudadas foram de 25 a 35 g L de
MgCI2, 5 g L de extrato de levedura, mas que em relagdo ao NaCl a cepa C11 ndo cresceu em
meio contendo 300 (idealmente a 200) g L™ de NaCl e a cepa V22 ndo cresceu em meio
contendo 100 (idealmente a 300) g L™* de NaCl. Quanto a producdo enzimatica testadas em
meios sélidos especificos com diferentes subtratos, os resultados mostram que as duas cepas
foram negativas quando a producdo das exoenzimas, exceto a cepa V22 que apresentou um
bom indice enzimatico (4,5) para producdo de gelatinase. Na avaliacdo da suscetibilidade das
cepas deteriorantes aos devidos acidos utilizou-se a técnica de disco difuso em agar (método de
Kirby-Bauer) com diferentes &cidos variando suas concentracdes de 0,5 a 5% diluidos em
salmoura a 20% de NaCl e os resultados mostram que em geral a utilizacdo da concentracédo 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 relacdo a inibicdo do crescimento das
cepas testadas in vitro nas diferentes concentracgdes.

Palavras-chave: Caracterizacdo; Halofilos; Charque; Deterioracdo; Controle



ABSTRACT

The use of sodium chloride in meat products such as beef jerky, in addition to its sensory and
preservative effect, gives them stability, prolonging the shelf life of the product. Despite being
a preservative, non-sterile salt may contain microorganisms adapted to high saline
concentrations, called halophiles, which can cause deterioration problems, such as unpleasant
odors and aromas in the products. The objective was to isolate, characterize, evaluate growth
parameters and production of hydrolytic exoenzymes, as well as assess the sensitivity to organic
acid preservatives (lactic, citric and glucone-delta-lactone) in strains isolated from jerked beef
in a state of deterioration. Two strains were isolated, the C11 strain of cream white and coccoid
colony, and the V22 red-pigmented and morphologically pleophoric. Both were neutrophils,
gram-negative, catalase and oxidative positive and after a 2x3 factorial experimental design,
evaluating the influence of different concentrations of NaCl, MgCI2 and yeast extract, it was
observed that for both the best growth conditions of the variables studied were of 25to0 359 L-
1 of MgCly, 5 g L of yeast extract, but in relation to NaCl the C11 strain did not grow in a
medium containing 300 (ideally 200) g L™ and the V22 strain did not grow in medium
containing 100 (ideally 300) g L. As for the enzyme production tested in specific solid media
with different substrates, the results show that the two strains were negative when producing
exoenzymes, except for the V22 strain that showed a good IE (4.5) for gelatinase production.
In the evaluation of the susceptibility of the deteriorating strains to the due acids, 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 and the Results show 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
the growth of the strains tested in vitro at different concentrations.

Keywords: Description; Halophiles; Beef jerky; Deterioration; Control
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1 INTRODUCAO GERAL

Um novo tipo de organismo celular procarioto foi encontrado no final da década de
1970, onde sua parede celular se diferenciava das demais bactérias por ndo conter
peptideoglicano, como também ndo compartilarem inimeras sequencias de rRNA as quais eram
sequencias diferentes das bactérias e dos eucariotos, impulsionando os cientistas a reclassificar
0s seres vivos em trés dominio (Archaea, Eubacteria e Eukarya) em grupos taxondémicos
semelhantes (TORTORA et al., 2017).

No final da década de 1990 Woese et al. definiram o Dominio Archaea, que do grego
significa antigo ou primitivo, como células procariéticas, com predominancia de lipidios na
membrana, diéteres de glicerol isoprendide ou tetraéteres de diglicerol, com ribossomos
contendo um tipo de archaeal de rRNA, diferenciando-se quando comparadas ao dominio
bactéria em relacdo as caracteristicas moleculares, fisiologicas e estruturais (MADIGAN et al.,
2016).

Nas primeiras tentativas em caracterizar as descobertas sobre o dominio archaea,
erroneamente foram denominados de ancestrais das bactérias (reino Archaeabacteria),
entretanto ao logo da evolucdo da biologia celular e molecular e com a descoberta de
caracteristicas peculiares e exclusivas foi evidenciado que as archaea compartilham um
ancestral comum entre Eucarya e a Bacteria (PIRES, 2012).

As archaeas sdo comumente encontradas em ambientes extremos, por isso, de modo
geral sdo classificadas em trés como os halofilicos que sobrevivem em ambientes hipersalinos,
0s metanogénicos produzem metano como resultado da respiracdo, e por fim os termofilicos,
organismos que suportam sobreviver em aguas sulfurosas e quentes. Apesar de serem
microrganismos extemdfilos até o momento nédo foi relatado espécie patogénica aos humanos
(TORTORA et al., 2017).

A habilidade de habitarem ambientes com altas concentracdes de NaCl é visto em
organismos membros do dominio bactéria como também da archaea, e séo distinguidos como
“halobacteria” e “haloarchaea” (KRZMARZICK et al., 2018). Logo ambientes hipersalinos séo
habitats colonizados por uma diversidade microbiana em funcdo de fatores ambientais,
incluindo a concentracdo de sal. Podem existir em lagoas, bacias submarinas, desertos de sal, e
em salinas solares construidas pelo homem para a exploracdo comercial de sal para uso
alimenticio (GHANMI et al., 2020).



Assim, alimentos salgados se tornam um ambiente propicio para o desenvolvimento
de organismos haldfilos, visto que archaea extremamente halo6filas sdo onipresentes na natureza
e quando o sal ndo estéril é utilizado para conservar produtos alimenticios, a contaminacao se
torna inevitavel ocasionando a deterioracdo, conhecida e caracterizada pelo aparecimento de
coldnias pigmentadas de vermelho a rosa e por serem fortemente proteoliticas produzindo
odores e aromas nesses produtos (MOSCHETT] et al., 2006).

As espécies haldfilas podem variar principalmente quando se considera a diversidade
de ambientes no qual se estuda tais organismos, entdo dependendo da fonte de sal usado para
salga, o tipo de microrganismo hal6filos podem ser diferente de um local para outro e o
conhecimento acerca das espécies envolvidas na deterioracdo € essencial para elaborar
estratégias de controle (CAGLAYAN et al., 2017).

Atrelado aos fatos explanados acima, sugere-se assim que esses microrganismos
detenham grande valor comercial seja pela sua acdo deteriorante como também para producéao
de moléculas estaveis de interesse biotecnoldgico, tornando-se assim a sua identificacdo e
caracterizacdo de grande importancia para diversas areas industriais como alimenticia,
farmacéutica e para tratamento de efluentes. A maioria dos estudos foram concentrados no
estudo de archaea hal6filas isoladas de solo e lagos salinos (SINGH e SINGH, 2018, SAHLI et
al., 2020).

Neste contexto esse estudo teve como objetivo isolar, caracterizar, avaliar os
parametros no crescimento, estima-se a producdo de exoenzimas hidroliticas e avaliar a
sensibilidade de cepas halofilas isoladas a partir de charque frente a acidos organismos em

diferentes concentragdes.



2 CAPITULO 1: ARTIGO 1*

Halofilos deteriorantes em produtos carneos salgados
Deterioration halophils in salty mear products

RESUMO

A utilizagdo de cloreto de sodio em produtos carneos além do seu efeito sensorial e conservante
confere a eles uma estabilidade, pois diminui o crescimento microbiano e as reagGes quimica
de degradacao, prolongando a vida de prateleira. Apesar de ser utilizado para conservacao de
varios produtos, o sal quando ndo estéril pode conter microrganismos adaptados a altas
concentragfes salinas, denominados haléfilos, estes podem ocasionar problemas de
deterioracdo, como odores e aromas desagravaveis. Sdo popularmente conhecidos como
vermelhdo por sua pigmentacdo colonial, e podem ser um problema econdmico a industrias de
carnes e derivados salgados. O objetivo deste estudo é apresentar as principais caracteristicas e
medidas de controle de archaeas haldfilas deteriorantes em produtos carneos salgados por meio
de um levantamento bibliografico. Os procariotos pertencentes ao dominio Archaea e ao filo
Euryarchoaeota sdo relatados como os principais organismos halofilicos descritas
primeiramente como Halobacterium crescendo idealmente de 2 a 4 Mmol L de NaCl. Ndo
sofrem desidratacdo, pois possui elevada concentracao intracelular de sais (KCI) maior que a
concentracdo de NaCl no seu habitat, sdo organismos de morfologia variada, maioria € gram-
negativas, neutrofilas e mesofilas, havendo excecdes. Para prevenir o aparecimento barreiras
fisico-quimicas podem ser utilizadas destacando-se a embalagem a vacuo como também a
utilizacdo de &cidos organicos. A maior parte dos estudos sobre archaeas halofilicas tem se
concentrado em pesquisas ambientais e ecoldgicas e poucos estudos sao concentrados no
isolamento e identificacdo a partir de alimentos salgados, nem tdo pouco em medidas de
controle que podem ser utilizadas para combater espécies deteriorantes.

Palavras-chaves: hal6filos; archaea; alimentos carneos salgados; deterioragéo; controle

! Artigo publicado: Guedes, E. H. S., dos Santos, A. L., da Silva Soares, C. M., de Aguiar, A. O., Junior, A. F. C,,
Scheidt, G. N., & Chagas, L. F. B. (2021). Hal6filos deteriorantes em produtos carneos salgados. Journal of
Biotechnology and Biodiversity, 9(4), 410-421.
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ABSTRACT

The use of sodium chloride in meat products, in addition to its sensory and preservative effect,
gives them stability, as it reduces microbial growth and chemical degradation reactions,
prolonging shelf life. Despite being used for the conservation of several products, when non-
sterile salt can contain microorganisms adapted to high salt concentrations, called halophiles,
which can cause deterioration problems, such as unpleasant odors and aromas. They are
popularly known as vermilion for their colonial pigmentation, and can be an economic problem
for meat and salty byproducts industries. The aim of this study is to present the main
characteristics and control measures of deteriorating halophilic archaea in salted meat products
through a bibliographic survey. Prokaryotes belonging to the Archaea domain and the
Euryarchoaeota phylum are reported as the main halophilic organisms first described as
Halobacterium growing ideally at 2 to 4 Mmol L of NaCl. They do not suffer from
dehydration, as they have a high intracellular concentration of salts (KCI) greater than the
concentration of NaCl in their habitat, they are organisms of varied morphology, most are gram-
negative, neutrophilic and mesophilic, with exceptions. To prevent the appearance of
physicochemical barriers, they can be used, highlighting the vacuum packaging as well as the
use of organic acids. Most studies on halophilic archaeas have focused on environmental and
ecological research and few studies are focused on isolation and identification from salty foods,
nor on control measures that can be used to combat spoilage species.

Key-words: halophiles; archaea; salty meat foods; spoilage; control

INTRODUCAO

Relatos historicos evidenciam a utilizacdo do sal cloreto de sodio, (NaCl), desde a
idade antiga, como meio de conservacgdo para alimentos. Sabe-se que sua principal utilidade era
a salga de carne crua de animais domésticos, sobretudo suinos e peixes, assim de forma
empirica 0 homem descobriu os efeitos favoraveis desse processo (Ordofiez et al., 2005).

A técnica da salga em produtos de origem animal € um dos métodos mais longinquos
para conservacgdo desses alimentos, e consiste na retirada de uma quantidade de 4gua da por¢édo
muscular com substituicdo de sal no processo conhecido por osmose, desencadeando a
diminuicdo da atividade de agua do produto e consequentemente ocorre um ganho da
estabilidade microbiana, bioquimica e quimica além de contribuir nas alteracdes desejaveis de
sabor e aroma do produto (Aiura et al., 2008; Reboucas et al., 2020).

O NaCl é um dos ingredientes que proporciona o sabor salgado disponivel nas dietas,

consiste em um elemento indispensavel na formulacdo de produtos carneos salgados tendo
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efeito direto nos componentes quimicos da carne, principalmente nas proteinas, e influéncia
positivamente a suculéncia, maciez, o sabor e a vida util do produto (Rios-mera et al., 2020;
Zhao et al., 2020). Segundo Armenteros et al. (2012), outros sais podem substituir o cloreto de
sodio na salga de carnes, como o cloreto de potassio (KCI) que exibe caracteristicas fisicas
semelhantes ao NaCl e apresenta melhores resultados em termo de qualidade sensorial e fisico-
quimicos quando comparados a outros sais como o cloreto de célcio (CaCly) e o cloreto de
magnésio (MgCl.).

No mundo e também no Brasil, a utilizacdo de métodos de conservacdo combinado
com a salga, como secagem por estufa e sol, refrigeracdo e embalagens a vacuo proporciona a
elaboracdo de diversos produtos alimenticios cérneos salgados como linguicas, salames,
presuntos, carne de sol e o charque, diferenciando-se pelo processo de obtencdo e as
quantidades de sal utilizadas na elaboragédo do produto (Silva et al., 2013).

Apesar do NaCl ser um 6timo inibidor de microrganismos, produtos carneos salgados
ndo estdo insetos de sofrerem processos de deterioracdo microbiana, pois existe certas espécies
capazes de sobreviverem em altas concentracBes de sal, os haléfilos, que quando presentes
deterioram as carnes salgadas provocando alteracfes indesejaveis, a sua aparicdo pode ser
caracterizada pelo surgimento de manchas avermelhadas ou rasadas além do forte odor de
putrefacdo pois produzirem enzimas proteoliticas e ainda se desenvolverem idealmente em
temperatura ambiente, tornando-se assim um problema econémico as industrias que processam
carnes e seus derivados salgados (Moschetti et al., 2006; Enquahone et al., 2020).

Neste contexto, o objetivo deste artigo € apresentar as principais caracteristicas e
medidas de controle de archaeas haldfilas deteriorantes em produtos carneos salgados por meio

de um levantamento bibliogréfico.

PRODUTOS CARNEOS SALGADOS

A utilizagcdo de NaCl em produtos alimenticios de origem animal (POA) além do seu
efeito conservante conferem a eles uma estabilidade em temperatura ambiente, o0 que se torna
importante nas regides com dificuldades de conservagéo pela utilizagdo de temperaturas de
refrigeracdo e congelamento (Nunes e Pedro, 2011).

Como ingrediente principal no preparo de carnes secas, 0 sal pode ser aplicado a carne
de duas maneiras, em salga Umida onde ocorre a inje¢do ou imersdo dos cortes em salmouras e
na salga seca que consiste na formacao de pilhas de carnes intercaladas por camadas de sal,
acarretando alteragBes desejaveis nas propriedades texturais, arométicas e conservantes

(Shimokomaki et al., 2006; Brasil 2020). A desidratacdo do tecido muscular, devido a difuséo


https://onlinelibrary-wiley.ez6.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1111/jfs.12347#jfs12347-bib-0025
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do sal nos tecidos, promove a redugdo da atividade de agua levando a perda de agua livre por
osmose, que implicaré na inibigdo do crescimento microbiano e diminuigo de rea¢fes quimicas
de degradacédo (Aykin-Dinger e Erbas, 2018).

A Biltong produzida na Africa do Sul, o Jerky e a Pemmican na América do Norte e 0
charque, Jerked beef e carne de sol encontradas no Brasil sdo exemplos de carnes salgadas,
diferenciando-se na fabricacdo (Petit et al., 2014).

Além de proporcionar elevada eficiéncia proteica, excelente valor bioldgico e facil
digestdo, no mercado mundial, diversos sdo os POA que utilizam o sal como ingrediente
indispensavel, tendo sua concentracdo varidvel de acordo com o produto: em almdndegas
contém 0,62 g de NaCl por 100 g de produto, linguica suina com 1,18 g por 100 g, embutidos
fermentados com 1,5 g por 100 g, presunto maturado com 2,2 g por 100 g e o charque que com
5,85 g por 100 g de produto nao dessalgado (Garcia et al., 2013).

O charque é um importante produto produzido desde a antiguidade em muitos paises
de importancia econdmica que utiliza como técnica de conservacao a tecnologia das barreiras,
a reducdo da atividade de agua por adi¢do de sal, secagem e embalagem a vacuo (Vidal et al.,
2019). Segundo Brasil (2020) charque € o produto carneo obtido de carne bovina, com adi¢éo
de sal e submetido a processo de dessecacao seguindo as etapas de desossa e manteacdo, salga
umida ou salmouragem, salga seca, remocao do excesso de sal, secagem e embalagem.

Além de proporcionar alteracfes desejaveis no sabor e odor dos produtos carneos a
utilizacdo do sal primitivamente foi utilizada para conservacdo a fim de evitar o
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes nos alimentos (Ordofiez et al., 2005).

Eventualmente os microrganismos estdo presentes por todo planeta habitando
diferentes ambientes, inclusive em ecossistemas salinos, e muitas dessas espécies ainda nao
foram identificadas e estudadas. Organismos extremofilos tem ganhado notoriedade nos
ultimos tempos tendo seu metabolismo e filogenia cada vez mais pesquisado, como é 0 caso
dos organismos haldfilos (do grego halo - sal + filo — amigo) que podem causar deterioragdo
em produtos carneos salgados. Produtos alimenticios salgados e fermentados geralmente
contém archaea halofilicas que se desenvolve na presenca de NaCl e conseguem ocasionar a
deterioracdo do produto mesmo em altas concentracOes de sal (Moschetti et al., 2006; Lee, 2013;
Lorentzen et al., 2015; Tortora et al., 2017).

DETERIORACAO MICROBIANA EM PRODUTOS CARNEOS SALGADOS
Por possuir fatores intrinsecos tais como pH favoravel, alta atividade de agua, elevado

teor de nutrientes e ndo possuir constituintes antimicrobiano, a carne in natura é meditada como
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um excelente meio de cultivo microbiano, divergindo-se das carnes salgadas que a tornam um
ambiente pouco propicio para a proliferagdo microbiana por possuir barreiras como a alta
concentracdo de sal, assim apenas organismos considerados extremofilos, com afinidade salina,
consegue prosperar nesse habitat (Franco e Landgraf, 2008; Lee, 2013).

Organismos extremofilos sdo aqueles que vivem em ambientes com condigfes
extremas de pH (>pH 8,5, <pH 5,0 5,0<pH<8,0), temperatura (>45 °C, <15 °C15<°C<45),
pressdo (>500 atmosferas), em altas concentracbes de metais pesados e compostos
recalcitrantes e salinidade (>58,4 g L™ de NaCl). Por suportarem essas condigcbes sio
considerados produtores de biomoléculas de potencial biotecnoldgico devido a sua estratégia
de adaptacéo e a capacidade de biossintese de diversos metabolitos (De Carvalho e Fernandes,
2010).

Os haldfilos sdo classificados em trés categorias, quanto a concentracdo 6tima de NaCl
que necessitam para o seu crescimento, 0s ndo haléfilos tem crescimento 6timo em menos de
1% (0,2 Mmol. L) de NaCl, halotolerantes com crescimento 6timo a 1-3% (0,2-0,5 Mmol. L-
1) de NaCl, halofilicos com crescimento 6timo a 3-15% (0,5-2,5 Mmol. L) de NaCl e os
hal6filos extremos com crescimento 6timo a 15-30% (2,5-5,2 Mmol. L™?) de NaCl. Os
procariotos pertencentes ao dominio bactéria e archaea sdo relatados como os principais
organismos com afinidade ao NaCl (Amoozegar et al., 2017).

Segundo Lorentzen et al. (2015), no sal para uso alimentar pode haver a existéncia de
microrganismos viaveis, onde Petter (1931) utilizou o sal de qualidade alimentar da Trapani,
Sicilia (Italia), sendo o primeiro produto alimentar a partir do qual um membro da familia
Halobacteriaceae foi isolado, conhecido originalmente como Halorubrum trapanicum.

Alguns exemplos de microrganismos em relagdo a salinidade tolerada podem ser vistos

na Figura 1.

Figura 1: Taxa de crescimento de microrganismos em relacéo a salinidade
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Fonte: Madigan et al. (2016).
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Alimentos elaborados com altas concentra¢Ges de sal se tornam um ambiente propicio
para o desenvolvimento de organismos haldfilos, visto que archaea extremamente haldfilas séo
onipresentes na natureza onde a presenca de NaCl é alta, como em lago salinos, salinas e
alimentos salgados. Assim quando o sal ndo estéril é utilizado para conservar produtos
alimenticios, a contaminagdo por microrganismos halofilos é inevitavel e assim podem
ocasionar diversos problemas de deterioragdo como em carnes salgadas e produtos pesqueiros.
Essa deterioracdo é conhecida e caracterizada pelo aparecimento de col6nias pigmentadas de
vermelho a rosa e por serem fortemente proteoliticas produzindo odores e aromas nesses
produtos (Moschetti et al., 2006).

O autor supracitado elucida que na maior parte dos estudos estd voltado com o
envolvimento desses microrganismos na deterioracdo de carnes salgadas e produtos pesqueiros,
mas estudos sistematicos sobre a ocorréncia de tais microrganismos em ecossistemas
alimentares sdo raramente encontrados. Como € observado o frequente isolamento de cepas da
familia Halobacteriaceae, mas seu papel na salga destes produtos ainda é pouco investigado.

Segundo Akpolat et al. (2015), a coloracdo vermelha em produtos alimenticios
salgados vem chamando a atencdo desde 1880, onde manchas em bacalhau salgado, couro
salgado e peixe salgado ja era examinados, e devido ao seu valor comercial alguns cientistas
propuseram a estudar a causa, efeito e prevencdo do vermelhdo nesses produtos que sdo
comumente observados na por¢ao exposta ao oxigénio e podendo variar a coloragdo, como
manchas vermelhas brilhantes, marrom-alaranjadas, violeta-azuladas, manchas extensas e
estrias, presentes em areas geralmente Umidas e pegajosas. A Figura 2 apresenta a contaminacao

de organismos haléfilos pigmentados de vermelho em charque.

Figura 2: Charque bovino em estado de deterioragdo ocasionado por microrganismos halofilos.
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Diversos procariotos hal6filos veem sendo descoberto ap6s a evolugéo da filogenética,
aumentando continuamente o nimero de géneros e espécies conhecidos tanto no dominio
bactéria quanto no archaea. A maior parte sdo as archaeas que sdo altamente halofilicas
necessitando de 1,5 M a 2,5 M de NaCl para seu desenvolvimento (Lee, 2013; Amoozegar et al.,
2017).

A descoberta e as ideias propostas por Woese et al. (1990), dos trés dominios, fizeram
com que o dominio archaea se tornasse um campo de pesquisa fascinante para microbiologia
moderna pela sua peculiaridade metabolica e de sobrevivéncia, atrelada ao dificultoso trabalho
em cultivar archaea em laboratério. Antimicrobianos, enzimas, pigmentos solutos compativeis
e lipideos estaveis podem ser fornecidos por esses archaea hal6filos e podem apresentar
potencial biotecnoldgico (Brochier-Armanet, 2011; Quadri et al., 2016).

DOMINIO ARCHAEA

Um novo tipo de organismo celular procarioto foi encontrado no final da década de
1970. O fato espantoso foi descobrir que sua parede celular se diferenciava das demais bactérias
por ndo conter peptideoglicano, como também eles ndo compartilhavam inimeras sequencias
de rRNA as quais eram sequencias diferentes do dominio bactéria e dos eucariotos. Com essas
novas descobertas significativas, os cientistas propuseram a criacdo de um novo dominio para
incluir esses novos organismos em grupos taxonémicos semelhantes, criando o Dominio
Archaea (Tortora et al., 2017).

Dominio Archaea, do grego significa antigo, primitivo, sdo células procarioticas, com
predominancia de lipidios na membrana, diéteres de glicerol isoprendide ou tetraéteres de
diglicerol, com ribossomos contendo um tipo de archaeal de rRNA, diferenciando-se quando
comparadas ao dominio bactéria em relacdo as caracteristicas moleculares, fisiologicas e
estruturais (Woese et al., 1990).

Nas primeiras tentativas em caracterizar as descobertas sobre o dominio archaea,
erroneamente foram denominados de ancestrais das bacterias (reino Archaeabacteria),
entretanto ao logo da evolucdo da biologia celular e molecular e com a descoberta de
caracteristicas peculiares e exclusivas foi evidenciado que as archaea compartilham um
ancestral comum entre Eucarya e a Bacteria (Pires, 2012).

Segundo Madigan et al. (2016), a cerca de 2,8 bilhdes de anos, ocorreu uma bifurcacéo,
quando archaea e eukarya divergiram como dominios distintos e assim mediante a evolugdo das
linhagens diversas caracteristicas bioldgicas fixaram-se especificadamente em cada grupo

originando diferengas genéticas entre os trés dominios. Apesar de mais de 4 bilhdes de anos de
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evolucdo, hoje evidencia-se a semelhanca celular entre os dominios, mas por outro lado tém
historias evolutivas distintas e proprias.
A Figura 3 apresenta um esquema da arvore filogenética universal dos trés dominios

proposta na década de 1990.

Figura 3: Arvore filogenética universal na forma enraizada dos trés dominios primeiramente
proposta por Woese et al. (1990).

Bacteria Archaea Eucarya
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Fonte: Woese et al. (1990).

As archaea apresentam caracteristicas metabdlicas extraordinérias e filogenia
particular, sendo considerados Unicos a sobreviverem em condi¢des extremas de temperatura,
pH, osmolaridade e outros, assim por apresentar determinadas fun¢des de organizacdo do
genoma, expressao génica, composicao celular e filogenia sdo organismos evolutivamente
distintos das demais bactérias do dominio Bactéria (Paix&o et al., 2015). A Tabela 1 apresenta

as principais caracteristicas celulares dos trés dominios.

Tabela 1: Diferencas celulares entre os trés dominios.

Caracteristicas Nucleo Parede celular Lipideos Cromossomos Plasmideos  Ribossomos
membrana
Bactéria Né&o Pepitideoglicano Ligacéo éter Circular sim 70S
Archaea Néo Né&o contém Ligacéo éter Circular Sim 70S

peptideoglicano

Eukarya Sim Varia na composigao; Ligagdo éter Linear Né&o 80S
contém carboidratos.

Fonte: Adaptado de Madigan, et al. (2016).

Os microrganismos pertencentes ao dominio archaea sdo comumente encontradas em
ambientes extremos, por isso, de modo geral sdo classificadas em trés grupos principais por
suas caracteristicas peculiares: os halofilicos sdo aqueles que sobrevivem em ambientes onde

as concentracdes de NaCl sdo altas, os metanogénicos produzem metano como resultado da
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respiracao, e por fim os termofilicos (termo = quente), organismos que suportam sobreviver em
aguas sulfurosas e quentes. Apesar de serem microrganismos extemofilos até 0 momento nédo
foi relatado espécie que cause nenhuma patologia aos humanos (Tortora et al., 2017).

Quando propbs o dominio archaea Woese et al. (1990), sugeriram a divisdo desse
dominio em dois filos, Euryarchaeota e Crenarchaeota, mas com o advento da ciéncia
atualmente os organismos desse dominio séo classificados dentre os filos o Euryarchaeota,
Crenarchaeota e 0s novos, Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2008), Korarchaeota
(Barns et al., 1996; Elkins et al., 2008) e Nanoarchaeota (Hohn et al., 2002). Com isso
periodicamente novos organismos veem sendo descobertos e incluidos a um desses filos a partir
da andlise filogenética moleculares. Vale ressaltar que os filos Euryarchaeota e Crenarchaeota
sdo aqueles onde ocorre a maioria das espécies descritas e estudadas, enquanto apenas algumas
espécies nos filos Nanoarchaeota, Korarchaeota e Thaumarchaeota. A Figura 4 apresenta uma
atual arvore filogenética do dominio archaea baseada na comparacdo das sequéncias de
proteinas ribossomais (Madigan et al., 2016).

Figura 4: Arvore filogenética detalhada de Archaea, baseada na comparacdo de proteinas
ribossomais provenientes de genomas sequenciados.

Euryarchaeota Crenarchaeota Thaumarchaeota
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Pyrodictium

Thermoproteus

Fonte: Madigan et al. (2016).

Os filos Korarchaeota e Nanoarchaeota sdo representados por uma Unica espécie
conhecida de cada (Madigan et al., 2016). O filo Korarchaeota foi proposto por Barns et al.
(1996), ap6s uma analise filogenética de sequéncias de RNA ribossomal obtidas de um
organismo ndo cultivado de uma fonte termal no Parque Nacional de Yellowstone (EUA), onde

seus resultados revelou um novo grupo de archaea, que pode ter divergido antes da divisao das
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linhagens de Crenarchaeota e Euryarchaeota. Elkins et al. (2008), relatam primeiramente a
caracterizagcdo de um membro da Korarchaeota com o nome proposto Candidatus Korarchaeum
cryptofilum, que exibe uma morfologia filamentosa ultrafina anaerdbios hipertermofilicos. Até
o momento, membros desse filo foram encontrados apenas em ambientes com altas
temperaturas como fontes termais terrestres.

O Nanoarchaeota que inicialmente foi relatado pela primeira vez por Hohn et al.
(2002), como um unico organismo simbionte ou parasita obrigatério (de genoma altamente
reduzido, e capacidade biosintética reduzida) tendo como hospedeiro um organismo do filo
Crenarchaeota hipertermofilico marinho o Ignicoccus hospitalis. Segundo Munson-Mcgee et
al. (2015), a inclus&o desse novo filo foi parcialmente aceita e relatam no seu manuscrito que
os organismos do filo Nanoarchaeota habitam diferentes ambientes além das fontes termais
marinhas, onde outros autores expGem a evidéncia deste filo em fontes termais terrestres e
ambientes hipersalinos mesofilos.

J& o Filo Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2008), os organismos estdo
presentes em aguas marinhas e doces, solos e ambientes quentes, e tiveram bastante atencéo
apos a descoberta de que alguns deles sdo capazes de oxidar aerobiamente a amdnia
demostrando ser o primeiro organismos do dominio archaea no processo de nitrificacdo,
habilidade anteriormente restrita e conhecida a algumas linhagens proteobacterianas, como
principal género tem-se o Nitrosopumilus, Nitrososphaera (Brochier-Armanet et al., 2012).

Os microrganismos pertencentes ao filo Crenarchaeota sdo extemofilos e sdo
caracterizados por incluir espécies com temperaturas étimas de crescimento préximo a 100 °C,
os hipertermofilos, que podem ser quimiolitotroficos e autotréficos, sem nenhum fototrofico.
Sao capazes de metabolizar o enxofre e viverem em ambientes tanto alcalinos ou &cidos,
entretanto a maioria vive em ambientes neutros ou moderadamente acidos como 0s géneros
Sulfolobus e Acidianus. Por fim, tem-se o filo com maior quantidade de organismos conhecidos,
e englobam individuos fenotipicamente heterogéneos, o filo Euryarchoaeota que consiste em
um grupo diverso onde acomoda organismos hipertermdfilos Thermococcus e Pyrococcus, 0
metanogénico hipertermofilo Methanopyrus e Thermoplasma, um organismo desprovido de
parede celular, fenotipicamente similar aos micoplasmas, como também archaeas
extremamente halofilas, que crescem bem em altas concentragdes de sal (Woese et al., 1990;
DelLong, 1992; Madigan et al., 2016).
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ARCHAEA HALOFILAS EXTREMOFILAS

A habilidade de habitarem ambientes com altas concentracfes de NaCl é visto em
organismos membros do dominio Bactéria como também da Archaea, e sdo distinguidos como
“halobacteria” e “haloarchaea” (Krzmarzick et al., 2018). Logo ambientes hipersalinos sdo
habitats colonizados por uma diversidade microbiana em fungdo de fatores ambientais,
incluindo a concentragdo de sal. Podem existir em lagoas, bacias submarinas, desertos de sal, e
em salinas solares construidas pelo homem para a exploracdo comercial de sal (Ghanmi et al.,
2020).

Pertencente ao filo Euryarchoaeota as archaeas haldfilas foram descritas
primeiramente como Halobacterium, esse termo foi utilizado anteriormente ao descobrimento
das archaea, assim além do termo haloarchaea, essas archaea sdo comumente denominadas
“halobactérias”, género este bem mais estudado dentre o dominio. Eles estdo incluidos na classe
Halobacteria, dividida em trés ordens: Halobacteriales, Haloferacales e Natrialbales, e uma das
espécies mais estudadas é Halobacterium salinarum e é usada como modelo em varios estudos
de archaea (Gupta et al., 2015). Os géneros Natribaculum, Halosiccatus, Halocalculus e
Halovarius ainda ndo foram categorizados de acordo com os marcadores filogenéticos
(Amoozegar et al., 2017). Na Tabela 2 sdo descritos a ordem, familia e principais géneros da
classe Halobacteria atualmente conhecidos.

Tabela 2: Principais géneros pertencentes a classe Halobacteria.

Classe: Ordem Familia Género
Halobacteriaceae Halobacterium
Halobacteriales Haloarculaceae Haloarcula
Halococcaceae Halococcus
Halobacteria
Haloferacales Haloferacaceae Haloferax
Halorubraceae Halorubrum
Natrialbales Natrialbaceae Natrialba

Fonte: Adaptado: Gupta et al. (2015) e Euzéby (2021).

Os halofilos extremos sdo aqueles adaptados as altas concentracGes de sal,
denominados hal6filos obrigatorios, pois s6 se desenvolve em elevadas concentracdes de sal.
Esses organismos requerem concentracdes de no minimo 1,5 Mmol.Lt (9%), mas em
concentragdes de 2 a4 Mmol.L™ de NaCl (12-23%) séo valores 6timos para seu crescimento,
entretanto algumas espécies sdo capazes de crescer em 5,5 Mmol.L* de NaCl (Madigan et al.,
2016).



20

A desidratacdo e o estresse osmotico sdo os principais desafios para microrganismos
haléfilos extremos, entretanto sua adaptacéo ocorre pelas proteinas permanentemente expostas
a baixa atividade de dgua e com condicOes i6nicas extremas. Os halofilos extremos tém uma
elevada concentracgdo intracelular de sais (KCI), tdo alta quanto a concentracéo de NaCl no seu
habitat, tal fato previne a desidratacdo e mantem o equilibrio osmoético ao seu redor. Assim , as
adaptacGes bioguimicas das proteinas da membrana dos hal6filos extremos sdo adaptadas para
suportar altas concentracdes salina, influenciando diretamente os mecanismos de resisténcia a
diferentes efeitos deletérios encontrado nesses ambientes salinos (Oren, 2014).

A elevada concentragdo de NaCl e sais de magnésio € muito importante para
desenvolvimento e manutencéo celular. Quando ocorre a reducdo nas concentragfes menor que
2 mol L ocorre o processo de lise celular que é a destruicdo ou dissolucéo da célula por ruptura
da membrana plasmatica. Dessa forma, as altas concentragdes intracelulares de K* sdo mantidas
pela célula (4 mol L) o qual é andlogo a concentragdo de Na® que exerce uma funcio
importante na manutencdo do equilibrio osmoético. Nesses organismos as proteinas e
ribossomos sdo estabilizados pelo bombeamento de K* do meio extracelular para o citoplasma,
diferentemente do que ocorrem em organismos nao haléfilos por ndo exigir K+ para estabilizar
o ribossomo, e possivelmente ocorrer a agregacao de proteinas, precipitacdo e desnaturacao
qguando submetidos a altas condicdes salinas (Klein et al., 2005; Falb et al., 2008; Madigan et
al., 2016).

Haloarchaea exibe enorme diversidade em termos de sua morfologia, fisiologia e
outras caracteristicas, sdo relatados como bastonetes no género Halobacterium, cocos em
Halococcus, discos achatados no Haloferax e outras formas que variam de tridngulos achatados
em Haloarcula a quadrados em Haloquadratum e Natronorubrum. Seu habitat pode variar de
alcalifilicos a acidofilicos e ou psicrotolerantes e eles podem ser moéveis ou ndo maveis, e ser
gram-negativos ou gram-positivos. Metabolicamente sdo, em sua maioria, aerébios obrigatorios
e quimioheterotréficos oxidando compostos como acidos carboxilicos, agucares, alcoois e
aminoacidos, mas existem espécies autotroficas fotossintéticos providos de bacteriorodopsina,
uma proteina da membrana pigmentada, que age como uma bomba de prétons acionada pela
luz como a espécie Halobacterium salinarum (Oesterhelt e Krippahl, 1983; Grant et al., 2001;
Oren, 2002).

Em relacdo a temperatura 6tima de crescimento diversos autores como Lee (2013), Cui
et al. (2017) e Sahli et al. (2020) relatam a temperatura de 37 a 42 °C, podendo variar de 20 a

56 °C em algumas espécies segundo Amoozegar et al. (2017).


https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.63776-0#R23
https://en.wikipedia.org/wiki/Halobacterium
https://en.wikipedia.org/wiki/Halococcus
https://en.wikipedia.org/wiki/Haloferax
https://en.wikipedia.org/wiki/Haloarcula
https://en.wikipedia.org/wiki/Haloquadratum
https://en.wikipedia.org/wiki/Natronorubrum
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.63776-0#R11
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A parede celular das haloarchaea é constituida por subunidades de glicoproteinas, em
vez de peptidoglicano que é caracteristico das bactérias, entretanto alguns organismos podem
ter parede celulares quimicamente constituida por polissacarideos complexos ou por unidades
repetidas de L-glutamina e por essas diferencas podem exibir coloragdo gram-negativa (a
maioria), mas essa coloracdo € varidvel em algumas espécies (Grant et al., 2001; Oren, 2006;
Guan et al., 2012). A Figura 5 apresenta a microscopia de algumas espécies de Haloarchaea.

Figura 5: Micrografia de Haloarchaea: (A) Halobacterium salinarum, (B) Halococcus, (C)
Haloferax, (D) Haloarcula e (E) Haloquadratum walsbii.

Fonte: (A) Disponivel em: <https:/sites.google.com/site/groupaprokaryoticdiversity/home/halobacterium-
salinarum>. Acesso em 02 ago. 2021. (B) Namwong et al, (2007), (C) Disponivel em:
<https://alchetron.com/Haloferax>. Acesso em 02 ago. 2021, (D) Oren et al., (1999), (E) Disponivel em
<https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Haloquadra>. Acesso em 02 ago. 2021.

H& mais de 100 anos os membros dessa classe foram identificados, pois habitam em
ambientes aquaticos, e em alguns alimentos salgados de origem animal (Figura 6), e com
resultado da colonizagdo apresentam coloracdo que pode variar entre vermelho, rosa e roxa
(Capes et al., 2012).

Figura 6: Exemplos naturais de ambientes hipersalinos colonizados por haloarchaeas.

: C
Fonte: (A) Disponivel em: < https://rotasdeviagem.com.br/descubra-o-lago-hillier-uma-surpresa-da-natureza-no-
oeste-da-australia/>. Acesso em 02 ago. 2021. (B) Disponivel em: < https://glamurama.uol.com.br/sete-
impressionantes-lagos-cor-de-rosa-que-parecem-coisa-de-outro-planeta/>. Acesso em 02 ago. 2021, (C)
Disponivel em <https://www.tripadvisor.com.br/ShowUserReviews-g187527-d3500008-r317182394-
Las_Salinas_de_Torrevieja-Torrevieja_Costa_Blanca_Province_of Alicante_Valencian.html >. Acesso em 02
ago. 2021.


https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.070136-0?crawler=true#r41
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A coloracdo vermelha dos lagos hipersalinos (Figura 6) como o lago Hillier na
Austrélia (A), Masazirgol no Azerbaijdo (B), Salinas de Torrevieja na Espanha (C) é devido a
abundancia de pigmentos carotenoides encontrados nas membranas celulares das halobactérias
(Oren, 1994).

Diversos pigmentos estdo presentes em plantas, algas e microrganismos, como 0s
carotenoides (pigmentos de cores amarela, laranja e vermelha), que s&o obtidos por via
biossintética dos terpenos e diferenciados de acordo com o nimero de estruturas de carbono
(C30, C40 e C50). Nas haloarchaea esses pigmentos estdo presentes sendo expressas na cor
rosa ou vermelho por razdo da alta producédo de carotendides C50, com bacterioruberina (BR)
e seus precursores - monoanidrobacterioruberina (MABR), bisanidrobacterioruberina (BABR)
e 2-isopentenil-3,4-desidrorodopsina (IDR) (Borowitzka, 2010; Tobias e Arnold, 2006;
Yatsunami et al., 2014).

Os carotenoides sdo produzidos como metabolico secundario pela haloarchaea e
apresenta funcdo bioldgica de reforco e rigidez a membrana celular, protecdo ao DNA contra
alta incidéncia de luz (protetores contra os danos da radiacdo ultravioleta) e ainda diminui a
permeabilidade a 4gua nas células desses organismos (Hwang et al., 2021).

Ghanmi et al. (2020), relatam que as haloarchaeas produzem compostos
antimicrobianos, entre os quais peptideos antimicrobianos chamados halocinas.

Em compara¢do com outros microrganismos, as haloarchaea representam a menor
parte dos estudos, sdo pouco difundidas, mas podem trazer avangos industriais favoraveis.
Deste modo a partir da década de 1990 diversos estudiosos centralizam suas pesquisas na
producdo de carotenoides, degradacdo de hidrocarbonetos, potencial na producéo de enzimas
hidroliticas, potencial em processos de biorremediacdo, estudo da biodiversidade das
comunidades microbianas aquéticas e de solo, e sua relagdo como contaminante em produtos
carneos salgados e suas medidas de controle (Moschetti et al., 2006; Lee, 2013; Krzmarzick et
al., 2018).

MEDIDAS DE CONTROLE

A deterioracdo de produtos alimenticios pode ocorrer por alteragdes fisicas, quimicas
e microbiologicas. As alteracdes microbioldgicas sdo agueles onde microrganismos colonizam
o0 alimento e alteram suas caracteristicas, texturas, aromas, sabor, podendo ocasionar patologia
aos humanos (Franco e Landgraf, 2008).

A conservacdo de carne por salga originou-se desde os primdrdios e vem sendo

utilizada até hoje principalmente em produtos regionais brasileiros como o jerked Beef, a carne
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de sol e o charque juntamente com alternativas para aumentar a vida de prateleira destes
produtos (Ishihara e Madruga, 2013).

Os métodos fisicos (calor, frio, embalagens com atmosfera modificada - EAM) e
quimicos (aditivos alimentares) de preservacdo tém como finalidade principal a inibicdo da
deterioracdo microbiana como também minimizar as alteracfes sensoriais e quimica (Zhou et
al., 2010).

Mantilla et al. (2010), reportam que tradicionalmente esses produtos além de contar
com barreiras como salga e dessecacdo utilizam também a EAM como a embalagem a vacuo
que reduz o nivel de O2 para menos de 1%, impedindo o crescimento de aerdbios deteriorantes
como as archaea hal6filas. Entretanto um produto embalado a vacuo que porventura sofra
alguma acdo mecanica ocasionando perfuracbes na embalagem, a proliferacdo microbiana
podera ocorrer pelo aumento das concentracfes de O2.

Assim, apesar das técnicas de conservacdo disponiveis utilizadas, a seguranca
microbioldgica ainda é uma preocupagdo, causando assim um incentivo a busca de novas
técnicas, processos e substancias (como aditivos) para garantir a inocuidade (Hayouni et al.,
2008).

Para charque, além das barreiras de salga, dessecacao e embalagem a vacuo uma nova
barreira ficou autorizado que é a utilizacdo de aditivos intencionais com acidulante pela sua
Instrucdo Normativa N° 92, de 18 de setembro de 2020, que até entdo era proibido o uso.
Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 272, de 14 de marco de 2019 para
industrializados secos sdo permitidos o uso de acidulantes: acido latico, acido citrico e glucono-
delta-lactona tendo como limite méximo quantum satis.

O é&cido latico, € um produto natural de uso industrial obtido como produto resultante
do metabolismo de microrganismos, um acido orgéanico fraco de acdo antimicrobiana (reduzir
o0 pH do meio), antioxidante que aumenta a vida de prateleira por proporcionar estabilidade
sensorial dos produtos (Campélo, 2016). O é&cido citrico é outro acido organico fraco
encontrado nos citrinos principalmente no liméo e laranja, sua acidez é devido a presenca de
trés grupos carboxilicos que em solucGes perdem prétons formando-se o ion citrato,
considerado um bom controlador de pH em solucdes &cidas. Para uso industrial sua obtencéo
se da por fermentacdo fungica aerobica (Freiberger, 2016). O acidulante glucono-delta-lactona
(GDL) e obtido em condicdes naturais a partir do mel, uva e outras frutas de sabor adocicado
encontrado em estado sdélido cristalino que em contato com a agua converte-se em 4acido
glucénico promovendo a reducdo do pH, sendo bastante utilizado em produtos carneos (Soltoft-

Jensen e Hansen, 2005).
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Assim o estudo da utilizagdo de &cidos organicos em produtos carneos salgados, como
antimicrobianos veem sendo largamente pesquisado com o intuito de inibir a presenca de
deteriorantes e patogénicos é consequentemente aumentar a vida de prateleira dos produtos (Lin
etal., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos envolvendo archaeas halofilas vem ocorrendo principalmente nas areas
ecologica e ambiental, mas novas espécies estdo sendo descoberta a partir de alimentos salgados
como também a recente descoberta da sua inter-relacdo com a vida humana, entretanto 0s
relatos das relagdes entre archaea em alimentos e humanos ainda séo escassos devido a falta de
interesse dos pesquisadores no isolamento desses organismos peculiares. Técnicas de cultivo
para archaeas halofilicas devem ser mais desenvolvidas principalmente por métodos
dependentes de cultura pura em vez de descobertas de DNA através de métodos independentes
da cultura, pois o sucesso em cultivo acarretara no melhor entendimento para compreenséo dos
mecanismos de adaptacdo desses microrganismos, além de utiliza-las para producdo de
enzimas, substancias para a industria de alimentos, e conhecimento nas medidas de controles

para inibir a contaminacao em produtos carneos salgados desde a elaboracéo até o produto final.
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3 CAPITULO 2: ARTIGO 22

Isolamento e caracterizacdo de cepas halofilas a partir de charque
Isolation and characterization of halophilic strains from charque
Aislamiento y caracterizacion de cepas halofilas de charque

Resumo

Charque é um produto alimenticio tipicamente brasileiro que consiste na adi¢do de sal (cloreto
de sddio - NaCl) em carne bovina. O sal é utilizado como conservante principal no preparo das
carnes secas, entretanto certas espécies de microrganismos, conhecidos como haldéfilos,
desenvolvem-se de maneira ideal na presenca de altas concentracdes de sal e consequentemente
alimentos salgados podem conter hal6filos e ocasionar alteracfes indesejaveis nesses produtos.
Neste contexto esse estudo teve como objetivo isolar, caracterizar e avaliar os parametros no
crescimento de cepas halofilas isoladas a partir de charque. Duas cepas halofilicas foram
isoladas, sendo a cepa C11 com caracteristicas morfologicas de cocos de col6nia creme branca,
enquanto a cepa V22 apresentou pleomorfica pigmentada de vermelha. Ambas as linhagens
foram gram-negativas, catalase e oxidade positivas, com tempo ideal de crescimento ap6s 15
dias de incubacdo a 37 °C. As cepas eram neutrofilas, crescendo apenas em pH 7,0 e ap6s um
planejamento experimental fatorial 2x3, para avaliar e otimizar o crescimento das cepas em
diferentes concentracdes de NaCl, MgCl: e extrato de levedura observou-se que para ambas as
melhores condicdes de crescimentos das variaveis estudadas foram de 25 a 35 g L™ de MgCl,
5 g L de extrato de levedura, mas que em relacdo ao NaCl a cepa C11 néo cresceu em meio
contendo 300 (idealmente a 200) g L™ e a cepa V22 ndo cresceu em meio contendo 100
(idealmente a 300) g L. Assim sugere-se que os isolados podem ser membros da familia das
Halobacteriaceae pelas caracteristicas que apresentaram.

Palavras-chaves: Isolamento; Caracterizacdo; Archaea; halofilos

Abstract

Charque is a typically Brazilian food product that consists of salt adding (sodium chloride -
NaCl) to beef. The salt is used as the main preservative in the preparation of dried meat,
however certain species of microorganisms, known as halophiles, develop in a way ideal in the

presence of high concentrations of salt and consequently salty foods can contain halophiles and

2 Artigo publicado: CHAGAS JUNIOR, A. F.; GUEDES, E. H. S..; SOARES, C. M. da S..; CUNHA, M. G.;
SANTOS, A. L. dos; AGUIAR, A. O.; MARTINS, A. L. L. Isolation and characterization of halophilic strains
from beef jerky. Research, Society and Development, [S. I.], v. 11, n. 3, p. €21511326368, 2022. DOI:
10.33448/rsd-v11i3.26368.
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cause undesirable changes in these products. In this context, this study aims to isolate,
characterize, and evaluate the parameters in the growth of halophilic strains isolated from
charque. Two halophilic strains were isolated morphologically from white cream colony C11
strain, while V22 was red-pigmented pleomorphic. Both strains were gran-negative, catalase
and oxidade positive, with ideal growth time after 15 days of incubation at 37 °C. The strains
were neutrophils, growing only at pH 7.0 and after a 23 factorial experimental design, to
evaluate and optimize the growth of the strains at different concentrations of NaCl, MgCl. and
yeast extract, it was observed that for both the best growth conditions of the studied variables
were 25 to 35 g L of MgCly, 5 g L™ of yeast extract, but in relation to NaCl strain C11 did not
grow in medium containing 300 (ideally 200) g L™and strain V22 did not grow in medium
containing 100 (ideally 300) g L. Thus, it is suggested that the isolates may be members of the
Halobacteriaceae family due to their characteristics and knowledge of morphophysiological

Keywords: Isolation; Description; Archaea; halophiles

Resumen

El charque es un producto alimenticio tipicamente brasilefio que consiste en agregar sal (cloruro
de sodio - NaCl) a la carne de res. La sal se utiliza como conservante principal en la preparacion
de carnes secas, sin embargo ciertas especies de microorganismos, conocidos como haléfilos,
se desarrollan idealmente en presencia de altas concentraciones de sal y consecuentemente los
alimentos salados pueden contener haléfilos y provocar cambios indeseables en estos
productos. En este contexto, este estudio tuvo como objetivo aislar, caracterizar y evaluar los
pardmetros de crecimiento de cepas haldfilas aisladas de charque. Se aislaron dos cepas
halofilas, siendo la cepa C11 con caracteristicas morfoldgicas de cocos colonia crema blanca,
mientras que la cepa V22 presentd pleomorfa pigmentada en rojo. Ambas cepas fueron gran
negativas, catalasa y oxidada positivas, con un tiempo de crecimiento ideal a los 15 dias de
incubacion a 37 °C. Las cepas fueron neutrofilos, creciendo solo a pH 7.0 y luego de un disefio
experimental factorial 2x3, para evaluar y optimizar el crecimiento de las cepas en diferentes
concentraciones de NaCl, MgCl. y extracto de levadura, se observé que tanto para las mejores
condiciones de crecimiento del Las variables estudiadas fueron 25a 35 g L™ de MgClI2,5¢g L
! de extracto de levadura, pero en relacion al NaCl la cepa C11 no creci6 en medio que contenia
300 (idealmente 200) g L y la cepa V22 no crecid. crecer en un medio que contenga 100
(idealmente 300) g L. Asi, se sugiere que los aislados pueden ser miembros de la familia
Halobacteriaceae debido a sus caracteristicas y el conocimiento de las caracteristicas

morfofisioldgicas y bioquimicas
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1. Introducéo

Charque é um produto alimenticio tipicamente brasileiro que consiste na adi¢cdo de
cloreto de sédio (NaCl) em carne bonina (ou de outras espécies), submetida a processos de
dessecacdo mediante as etapas de desossa, manteacgdo, salga iUmida e seca, remocao do excesso
de sal, secagem e envase em embalagem a vacuo (Brasil 2020). E um produto de importancia
econdmica em diversos paises, pois desde a antiguidade a técnica de salga para produzir carnes
secas ja era utilizada para conservacdo de carnes in natura (Vidal et al., 2019).

O sal é utilizado como conservante principal no preparo das carnes secas, pode ser
empregado de duas maneiras, pela imersdo das carnes em salmouras (salga umida) ou na
formacdo de pilhas de carnes intercaladas por camadas de sal (salga seca), esses processos
podem ocorrer em conjunto ou separadamente e ao fim proporciona desejaveis alteracdes
sensoriais no produto (Picchi, 2015).

O NaCl utilizado na industria alimenticia além de alterar o sabor, odor e texturas das
carnes, inicialmente era utilizado para conservacéo, evitando a proliferacdo de microrganismos
deteriorantes nos alimentos baseado no principio de sua capacidade de reduzir atividade de agua
(Inguglia et al., 2017). Entretanto certas espécies de microrganismos, conhecidos como
haléfilos, requerem de maneira ideal altas concentracdes de sal para se desenvolverem (Tortora
etal., 2017).

Logo em todo mundo esses microrganismos habitam em locais hipersalinos, como
lagos salgados, ambientes marinhos e salinas marinhas. Assim quando o sal oriundo dessas
fontes é utilizado para salga de produtos de origem animal como carnes, peles e couro, 0s
microrganismos halofilicos presentes no sal iniciam seu desenvolvimento (Enquahone et al.,
2020).

Os haldfilos podem necessitar de diferentes concentragdes de sal, assim séo
classificados mediante a sua necessidade Otima quanto a concentragdo, os ndo halofilos
requerem em menos de 1% (0,2 M) de NacCl, halotolerantes a 1-3% (0,2-0,5 M) de NaCl,
halofilicos 3-15% (0,5-2,5 M) de NaCl e os haléfilos extremos com crescimento 6timo a 15-
30% (2,5-5,2 M) de NaCl. Os principais organismos relatados com afinidade a altas
concentracdes de sal sdo 0s procariotos pertencentes ao dominio bactéria e principalmente as
archaeas (Amoozegar et al., 2017).

Madigan et al. (2016), relatam que apenas em meados da década de 1990 o dominio

Archaea foi proposto por Woese et al. (1990), como organismos procarioticas semelhantes as
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bactérias, mas com predominancia de lipidios na membrana, diéteres de glicerol isoprendide ou
tetraéteres de diglicerol, sem a presenca de peptidoglicano na parede celular e diferenciando-se
qguando comparadas aos dominios Bactéria e Eukarya em relacao as caracteristicas geneticas,
moleculares, fisiologicas e estruturais.

Este dominio inclui um grupo excepcionalmente interessante e diverso de procariotos
que ndo possuem peptideoglicano em suas paredes celulares, e a partir dos estudos envolvendo
estes organismos ficou evidente as suas propriedades metabdlicas extraordinarias pois realizam
processos metabdlicos incomuns e filogenia bastante particular, principalmente por serem
microrganismos unicos a se desenvolver em condi¢Bes extremas de temperatura, pH e
salinidade (Tortora et al., 2017).

Dentre o dominio archaea destaca-se a classe das Halobacteria ou Haloarchaea por ser
considerado um dos maiores grupos dentro do dominio, e possui apenas uma Gnica ordem,
Halobacterial, uma Unica familia, Halobacteriaceae (Gupta et al., 2015).

Como extremofilos as haloarchaea detém caracteristicas admiraveis e atraentes, pois
podem apresentar os limites da vida (com o aprofundamento dos mecanismos de sobrevivéncia
em ambientes extremos e hostis) e ampliar a compreensdo da biodiversidade no planeta no
fornecimento de uma visdo mais profunda do funcionamento das células além de das aplicacdes
biotecnoldgicas industriais no fornecimento de biomoléculas altamente estaveis e ativos sob
condigdes extremas (Quadri et al., 2016).

Por habitar em lago salinos, salinas e consequentemente alimentos salgados as
haloarchaea pode ocasionar alteracfes indesejaveis em produtos carneos salgados, a sua
aparicdo pode ser caracterizada pelo surgimento de manchas avermelhadas ou rasadas além do
forte odor de putrefagdo nos produtos (Moschetti et al., 2006). Enquahone et al. (2020),
explicam que o aparecimento dessa coloracdo avermelhada em carnes e peles salgadas é
caracteristico das col6nias desses organismos por produzirem esse tipo de pigmentacdo e por
serem aerobios e mesofilos seu crescimento se torna mais rapido principalmente em regides
tropicais, assim barreiras devem ser impostas para evitar a contaminagdo dos produtos.

As espécies haldfilas podem variar principalmente quando se considera a diversidade
de ambientes no qual se estuda tais organismos, entdo dependendo da fonte de sal usado para
salga, o tipo de microrganismo halofilos podem ser diferente de um local para outro e o
conhecimento acerca das especies envolvidas na deterioracdo € essencial para elaborar
estratégias de controle (Caglayan et al., 2017).

Atrelado aos fatos explanados acima, sugere-se assim que esses microrganismos

detenham grande valor comercial seja pela sua a¢ao deteriorante como também para producao
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de moléculas estaveis de interesse biotecnoldgico, tornando-se assim a sua identificacdo e
caracterizagdo de grande importancia para diversas areas industriais como alimenticia,
farmacéutica e para tratamento de efluentes. Até agora a maioria dos estudos foram
concentrados no estudo de archaea haléfilas isoladas de solo e lagos salinos (Singh e Singh,
2018, Sahli et al., 2020).

Neste contexto objetivou-se isolar, caracterizar e avaliar os pardmetros no crescimento

de cepas halofilas a partir de charque.

2. Metodologia
2.1 Amostra
Para isolamento das cepas haléfilas foi utilizado uma amostra de Charque — Carne
bovina salgada dessecada em processo de deterioracdo visivelmente contaminada, gentilmente

cedida pela Bello Charque Alimentos Eireli.

2.2 Isolamento e obtencdo das cepas halofilas

As cepas foram isoladas seguindo a metodologia proposta de Sahli et al., (2020) com
modificacOes utilizando a técnica de cultura de enriquecimento juntamente com a técnica de
lavagem superficial da amostra.

Foi utilizado um meio para enriquecimento e cultivo (MEC) composto por 5 g L™ de
peptona, 1 g L™ de extrato de levedura, 200 g L de NaCl, 30 g MgCl.-6H.0, 30 g
MgS0..7H20, 0,5 g de CaCl2.2H20, e 7 g de KCI, o pH foi ajustado para 7,2. Para meio solido
foi adicionado 17 g L™ de égar.

Todos os experimentos foram realizados a temperatura de 37 °C, pois segundo 0s
diversos relatos na literatura a temperatura 6tima de crescimento para archaea halofila é em
torno 37 a 42 °C como reportam Schneegurt (2012), Lee (2013), Amoozegar et al. (2017), Cui
et al. (2017), Sahli et al. (2020) e Hwan, et al. (2021).

A amostra de charque contaminada (50 g) apos lavada assepticamente com caldo MEC
(50 mL) estéril foi incubada a 37 °C por 10 dias em frascos de erlenmeyer de 250 mL, ap6s
esse periodo aliquotas de 1 mL foram diluidas em solucdo de NaCl estéril a 20% e
posteriormente 0,1 mL de cada diluicdo foram semeadas em agar MEC e incubadas a 37 °C.
Mediante o monitoramento do crescimento das col6nias formadas, selecionou-se as cepas com
base em suas diferentes caracteristicas macroscopicas e realizou-se a técnica de esgotamento
para obter culturas puras que posteriormente foram armazenadas em caldo MEC e armazenadas

a -4 °C de modo a formar um banco de cultura.
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Para obter e conhecer o melhor tempo de incubacdo dos isolados e preparo de pré-
inoculo, uma algcada de cada cepa em cultura pura em meio sélido foi introduzido em caldo
MEC com 20% de NaCl para obter a curva de crescimento através da densidade optica (DO)
por turbidez em espectrofotémetro por dias de incubacdo. O crescimento foi registrado a cada
trés dias com absorbancia em 600 nm, e posteriormente considerou-se o maior valor de DO
como méaximo de crescimento. O experimento foi realizado em duplicata e as curvas de

crescimento foram obtidas utilizando o Microsoft Excel 2010.

2.3 ldentificacdo macroscOpica, microscopica e caracteristicas fisioldgicas das
cepas halofilas

Morfologia colonial, opacidade, margem, elevacdo, textura e pigmentacdo das
colénias foram determinadas através das observacdes das caracteristicas macroscopica das
coldnias em meio solido apos incubacdo a 37 °C por 15 dias.

Para identificagdo microscdopica da morfologia celular utilizou-se a técnica de
coloracdo Gram conforme descrito por Dussault (1955), no qual as laminas secas ao ar foram
fixadas e simultaneamente dessalinizados em acido acético a 2% por 5 min e em seguida, seco
e corado, usando procedimentos padrdo.

A producdo de catalase foi determinada pela adi¢do de uma solucdo de H>O2 a 3% as
coldnias em &gar (Grant et al., 2001). A presenca de oxidase foi determinada observando a
formacdo de uma cor violeta ao espalhar uma colénia em um pedaco de papel de filtro

umedecido com 1% de dicloridrato de tetrametil-p-fenilenodiamina (Holding & Collee, 1971).

2.4 Efeitos de variaveis no crescimento das cepas haléfilas

Para avaliar as caracteristicas de crescimento dos isolados, conforme proposto por
Oren et al. (1997), primeiramente neste estudo foi determinada o faixa ideal de pH para o
crescimento das cepas, testando os isolados em diferentes faixas de pH (5, 7 e 9) em meio MEC.
Aliquotas de pré-in6culos (100 pL) diluidas foram inoculados aos meios, e essas culturas foram
incubadas 37 °C. O crescimento das culturas hal6filas foram monitoradas por 15 dias, o valor
de pH étimo foi determinado apds analisar a presencga ou auséncia da formacao de colbnias no
meio.

Ap0s essa determinagdo foi utilizada a metodologia de superficie de resposta com
planejamento fatorial completo 2x3, obtendo onze ensaios de acordo com a metodologia
proposta por Box e Draper (1987), visando avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de

trés varidveis: uma fonte de componentes organicos (extrato de levedura), uma fonte de


https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gram-staining
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gram-staining
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0944501317308492#bib0090

36

magnésio (MgCly) e salinidade (NaCl) (variaveis independentes) sobre a variavel resposta,
Unidade Formadoras de col6nias (UFC.mL™) em meio sélido MEC (item 2.2).

As concentracdes das variaveis foram determinadas a partir do trabalho de Schneegurt
(2012), onde relata os diferentes meios e condigdes existentes para o crescimento de bactérias
e archaea halofilicas e halotolerantes.

A tabela 3 apresenta o delineamento experimental, bem como as variaveis codificadas

e reais.

Tabela 3:Delineamento experimental 2x3, para 0s ensaios de crescimento das cepas.

Variéveis codificadas Variaveis reais

Ensaios X1 X2 X3 X1 X2 X3

1 +1 +1 +1 10 35 300
2 -1 -1 +1 1 10 300
3 +1 -1 +1 10 10 300
4 -1 +1 +1 1 35 300
5 +1 +1 -1 10 35 100
6 -1 +1 -1 1 35 100
7 +1 -1 -1 10 10 100
8 -1 -1 -1 1 10 100
9 0 0 0 5 25 200
10 0 0 0 5 25 200
11 0 0 0 5 25 200

Xi1= Extrato de levedura; X;= MgCl,e X3= NaCl, em g L*. Fonte: Autores

Na tabela 3 observa-se as diferentes concentracdes das variaveis em estudos utilizadas
dentre os 11 ensaios apresentadas em varidveis codificadas (-1, 0 e -1) e as variaveis com
valores reaisem g L.

A priori as cepas halofilas foram crescidas em caldo MEC a 37 °C até atingirem o
crescimento ideal (determinada pela densidade Optica) conforme estabelecido pela curva de
crescimento para a obtencéo do pré-inoculo.

A contagem dos haldfilos foi realizada por plaqueamento direto. Para isso, a partir do
pré-indculo foram realizadas diluigdes seriadas até 10 e posteriormente aliquotas de 0,1 mL
de cada diluicdo foi espalhada, com auxilio de uma alga de drigalski, nas placas contendo o
agar MEC com as variagdes de extrato de leveduras MgCl, e NaCl. Os 11 ensaios foram
realizados em triplicata e incubados a 37 °C por 15 dias e apos realizou-se a contagem das

colodnias.
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O modelo de otimizagéo foi estimado incluindo o efeito de interagdo de acordo com 0
coeficiente de determinacéo (r?), sendo este superior a 70%, permitindo inferir que o0 modelo
explica alta porcentagem da variabilidade total. As analises dos resultados foram obtidas pelo

software Statistica 7.0.

3. Resultados e Discussao

3.1 Determinacdo das caracteristicas macroscopica, microscépica e fisiologicas
das cepas halofilicas isoladas de charque

Os haldfilos sdo organismos amantes do sal que habitam ambientes hipersalinos,
microrganismos procaridticos e eucaridticos podem ter a capacidade de equilibrar a pressao
osmotica do meio salino e resistir a desnaturacdo (Singh e Singh, 2018).

Produtos alimenticios salgados e fermentados geralmente contém archaea halofilicas
que se desenvolve em altas concentracGes de NaCl e conseguem ocasionar a deterioracdo do
produto mesmo em altas concentracdes (Lorentzen et al., 2015; Lee, 2013; Moschetti et al.,
2006).

A partir da amostra de charque em estado visivel de deterioracdo (figura 7) foram
obtidos apds 15 dias de incubacdo dois isolados as cepas Cll e V22, através da sua
pigmentacédo, tamanho e consisténcia. As cepas foram isoladas em cultura pura os quais foram

submetidos a testes fisiologicos e morfoldgicos.

Figura 7: Amostras de charque contaminado por haloarchaea

Fonte: Autores

As cepas isoladas variaram em relacéo as suas caracteristicas de coloniais. O isolado
C11 apresentava uma pigmentacdo creme branca, colonias circulares transltcida, de margem

espiral, com elevagdo convexa, enquanto a V22 apresentava uma pigmentacdo vermelha,
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col6nias puntiformes opaca, de margem inteira, com elevacao plena, conforme ilustra a figura

8 apresentando as cepas isoladas.

Figura 8: Caracteristicas morfoldgicas das cepas isoladas (A) e em cultura pura (B).
P ™\
y

Fonte: Autor, (2021).

Em relacdo as caracteristicas morfologicas celulares a cepa C11 apresentou forma
coloide, enquanto a cepa V22 foram observadas celulas polimoérficas (em forma de bastéo ou
cocos), ambas as cepas foram gram-negativas (figura 9) e foram catalase e oxidase positiva. A
tabela 4 apresenta um resumo das caracteristicas morfofisioldgicas das cepas isoladas em meio
a 20% de NacCl, essas propriedades, juntamente com a pigmentacdo da colbnia e a necessidade
de altas concentracdes de sal, sugerem que os isolados podem ser membros da familia das

Halobacteriaceae (Hasan e Mohammadian, 2011).

Tabela 4: Caracteristicas morfologicas e fisioldgicas das cepas halofilicas

Caracteristicas Ci11 V22
Forma colonial Circular Puntiforme
Opacidade TranslUcida Opaca
Margem Espiral Inteira
Elevagéo Convexa Plena
Textura Cremosa Mucosa
Pigmentacéo Creme branco  Vermelha
Morfologia celular Cocus Polimoérfica
Catalase + +
Oxidade + +
Gram - -

(-) Negativo; (+) Positivo. Fonte: Autores
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Figura 9: Microscopia dos isolados apés a coloragdo Gram das cepas C11 (A) e V22 (B).
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Fonte: Autores

Singh e Singh (2018) relatam em seu estudo o isolamento de treze archaea halofilicas
de salinas da india onde as col6nias apresentavam diferentes tons de vermelho, Gram negativa,
e crescimento em meio de cultivo na concentracdo saturante de NaCl (35%,) o que € um
indicativo de haloarchaea existente. Cui et al. (2017), encontraram archaea em forma de
bastonete, Gram-negativos e col6nias com pigmentacdo vermelha. Em geral archaeas
halofilicas aparecem vermelhas devido a presenca de carotendides Cso (bacterioruberinas)
(Williams, 1989).

Okmen e Arslan (2019) isolaram archaeas do Lago Tuz (Turquia) e observaram que
seus isolados apresentaram a pigmentacdo creme. Salgaonkar e Rodrigues (2019) obterdo
isolados a partir de sal iodado da india e visualizaram colonia com diferentes tons de
pigmentacdo em amarelo, laranja e vermelho ap6s 30 dias de incubacéo, assim podendo haver
haléfilos pigmentados ou ndo pigmentados. Portanto, Enquahone et al. (2020) elucidam que
manchas vermelhas em carnes, peles de animais e outros produtos salgados, pode ser um
indicativo de contaminacdo microbiana de haléfilos no produto. Em geral a producdo de
pigmento de archaea hal6filas em meio de cultura é conhecida por comecar no final da fase de
crescimento, em alguns casos comegando ap6s duas semanas.

Assim as condi¢cbes de crescimento das haloarchaea afetam diretamente as
caracteristicas morfoldgicas das células, os organismos podem variar no tamanho das células
entre 0,8 a 13 um e podendo apresentar-se em células que geralmente sdo pleomorficas e as
vezes formas alongadas, redondas, em disco e trapézio. Grande parte das espécies de Haloferax
e Haloarcula sdo geralmente de natureza pleomdrfica. No quis se diz respeito aos estudos

envolvendo Haloarchaea geralmente sdo consideradas gram-negativas, exceto para halococos
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e 0s membros do género Natronococcus que também mostram mostraram a variedades entre
gram positivas e negativas (Oren, 2014; Kumar e Tiwari, 2019).

Haloarchaea é geralmente isolado de diferentes ecossistemas, como lagos salinos
(Birbir et al.,2007), Mar Morto (Oren e Shilo, 1981), lagos salinos do Ird (Hasan e
Mohammadian, 2011), sal comercial (Minegishi et al., 2015). Novos tipos de archaea halofilas
também vém sendo descobertos a partir de alimentos como peixe fermentado e molhos de peixe
que requerem uma grande quantidade de sal, e esses estudos estdo sendo conduzidos
principalmente na Coreia, Japdo e paises do sudeste asiatico (Akolkar et al., 2010; Lee, 2013),
no Brasil poucos séo os relatos encontrado na literatura sobre o estudo de haloarchaea presente
no charque, um produto tipicamente brasileiro.

Em relacdo as caracteristicas morfologicas e fisiologicas das cepas isoladas no
presente estudo, trabalhos como o de Savage et al. (2007), Singh e Singh (2018), Sahli et al.
(2020) e Hwang et al. (2021) e dos outros autores citados acima corroboram com os resultados
encontrados

Através da curva de crescimento dos isolado pode-se observar que ambas as cepas
apresentaram um crescimento padrdo como também foi importante para estabelecer o tempo
ideal de incubacdo. Na figura 10 apresenta a curva de crescimento obtida por meio da
mensuracao de densidade dptica (DO) existente em 1 mL de meio ao longo de 20 dias.

Figura 10: Curvas de crescimento das cepas C11 e V22 em meio MEC 20% de NaCl em
funcdo dos valores obtidos pela densidade dptica.
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A partir dos dados da figura 10, observou-se que a cepa C11 apresenta um crescimento
celular mais rapido em relacéo a cepa V22, o crescimento logaritmico (Fase log) da C11 foi a
partir do sexto dia atingindo crescimento maximo por volta do décimo quinto dia (DO=1,46),
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a cepa V22 apresar do tardio inicio da fase log, atingiu seu méximo crescimento por volta do
décimo sexto dia de incuba¢do (DO=1,105), apds esse periodo, ambas as cepas aproximaram-
se de sua fase estaciondria, assim, considere-se o tempo de quinze dias para incubacdo dos
isolados. A fase de declinio ndo foi observada ja que a turbidimetria ndo é capaz de realizar
discriminagdo entre as células vivas e as células mortas no meio de cultura (Tortoraetal., 2017).

Esses resultados estdo de acordo com os relatos na literatura pois segundo Schneegurt
(2012), em geral as archaeas halofilas apresentam uma taxa de crescimento relativamente lenta
qguando comparadas as bactérias, assim devido a baixa taxa de crescimento de certas especies,
periodos de incubacgdo de até dois meses podem ser necessarios para obter o ideal resultados.
Cui et al. (2017) utilizaram um més de incubacdo para suas cepas halofilicas isoladas de uma
salina solar da China, Sahli et al. (2020) relatam o crescimento de cepas halofilicas isoladas de
solo salino da Argélia em 7 dias, enquanto Enquahone et al (2020) e Stan-Lotter (2002)
utilizaram 15 dias como tempo ideal de incubacéo.

3.2. Determinacéo dos efeitos das variaveis no crescimento das cepas halofilas

A concentracdo de NaCl, MgClz, pH e temperatura sdo os principais fatores
responsaveis pelo crescimento de haloarchaea em ambientes hipersalinos (Oren et al., 1997).

A partir dos testes realizados em diferentes faixas de pH observou-se a presenca de
crescimento de colnias de ambas as cepas em meio com pH 7 (neutréfilas), nas outras faixas
testadas observou-se a auséncia na formacao de coldnias ap6s 15 dias de incubacao.

Xu et al. (2019), avaliaram o crescimento de Haloprofundus halophilus sp. em meio
liquido na faixa de pH entre 5,0-10,0 em intervalos de 0,5 unidades de pH e observou que a
espécie conseguiu crescer entre pH 6,5-9,5, onde o pH ideal foi 7,0. Uma cepa halofilica de
archaea, YGH44T, foi isolada da salina marinha de Yinggehai na provincia de Hainan, na China
por Cui et al. (2017) e o crescimento 6timo foi obtido em pH 7,0 (faixa: pH 5,0-9.0). Hasan et
al. (2011), também relatam o pH 7 como 6timo para crescimento de Halobacterium salinarum
isolado de solugéo salina lagos no Ira.

Em seu estudo, Amoozegar et al. (2017), descrevem que as haloarchaeas podem
crescer numa faixa de pH de 5,5 a 11. Haloarchaea sdo adaptados para sobreviver em uma faixa
mais ampla de pH ligeiramente &cido, neutro a alcalino. A maioria dos membros isolados de
diferentes habitats sdo neutrdfilos ou alcalifilicos, enquanto haloarchaea acidofila sdo bastante

limitadas (Kumar e Tiwari, 2019).
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A faixa ideal de pH para o crescimento dos isolados no presente estudo corrobora com
os relatos dos autores supracitados como também do ambiente no qual eles foram isolados,
visto que o pH do charque € neutro variando numa faixa de 6,3 a 7,0 (Paim et al., 2017).

A partir do planejamento fatorial completo 2x3, que avaliou a influéncia de diferentes
concentracdes de uma fonte de componentes organicos (extrato de levedura), uma fonte de
magnésio (MgCl.) e salinidade (NaCl) (variaveis independentes) com o objetivo de otimizar as
melhores condi¢fes de crescimento das cepas halofilicas. Pode-se observar que nos ensaios de
numero 1, 2, 3 e 4 no qual a concentracdo de NaCl era de 300 g L™ nfo houve crescimento da
cepa C11, e nos ensaios 5, 6,7 e 8 no qual a concentragdo de NaCl era de 100 g L™ ndo houve
crescimento da cepa V22, assim nos ensaios subsequentes observou-se a partir dos resultados
as melhores condicGes de crescimento dos isolados a partir dos ensaios positivos.

Para a otimizacdo, os resultados sem significancia foram descartados, resultando em
modelos ajustados com o0 uso das variaveis codificadas (tabela 3). As adequacdes dos modelos
podem ser compreendidas através do coeficiente de determinacéo (R?) exemplificado entre 70
a 93% de variancia entre as respostas.

As figuras 11 (a) e (b) apresentam respectivamente os efeitos das concentracbes de
NaCl e extrato de levedura e os efeitos da concentracéo de NaCl e MgCl2 sobre o crescimento
da cepa C11.

Figura 11:Superficie de resposta para (a) NaCl e extrato de levedura em (g L™) e (b) NaCl e
MgCl.em (g L) e em relagéo ao crescimento das cepas halofilas C11 (UFC mLt x10°).
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Sabe-se que para determinar o crescimento de archaeas halo6filas parametros como
salinidade, cloreto de magnésio e fonte de compostos organicos sdo imprescindiveis.

Os resultados apresentados nas figuras 11 (a) para crescimento da cepa C11 observa-
se que a interacdo entre os parametros NaCl e extrato de levedura teve influéncia significativa
para o crescimento, logo experimentos que contenham valores de 200 g L™ de NaCle 5 g L™
de extrato de levedura séo valores ideias para crescimento, pois observa-se que a regido 6tima
para o atributo “crescimento” encontra-se situada proxima ao ponto central, entre 25e 8 g L
, para a variavel “extrato de levedura” ¢ entre 100 ¢ 150 g L™! para a variavel “NaCl”. Na figura
11 (b) segundo o planejamento experimental, foi possivel comprovar que o aumento do
crescimento foi favorecido pelas concentragcdes medianas de NaCl e MgCl,, ambas tiveram um
efeito significativo, visto que a regido 6tima para crescimento foi entre 14 a 26 g L™ para MgCl.
e 100 a 150 g L para NaCl, assim as concentragdes do ponto centrais no experimento se
tornaram valores ideais para crescimento. Nesse estudo ndo ocorreu interagdes significativas
entre o extrato de levedura e MgCl.. As superficies apresentaram Rz de 0,98 na figura 11(a) e
na figura 11 (b) 0,95 demonstrando uma boa correlacdo dos dados.

As figuras 12 (a), (b) e (c) apresentam respectivamente os efeitos das concentracfes
de NaCl e extrato de levedura, efeitos da concentracdo de NaCl e MgCl. e efeitos da
concentracdo MgCl. e extrato de levedura sobre o crescimento da cepa V22.

Figura 12: Superficie de resposta para (a) NaCl e extrato de levedura e (b) NaCl e MgCl. (g L
1Y e (c) MgCl. e extrato de levedura em relagdo ao crescimento das cepas haléfilas V22 (UFC
mL? x10%).
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Observa-se a partir dos resultados que houve interacdes significativas entre todas as
variaveis avaliadas para a cepa V22. Na figura 12 (a) observa-se que tanto o NaCl quanto o
extrato de levedura foram variaveis significativas em resposta ao crescimento da cepa aos quais
foram constatados valores entre 250 e 300 g L2 de NaCl e 5,5 g L de extrato de levedura como
ideais para o crescimento. Outra interacdo significativa é observada na figura 12 (b) onde as
variaveis NaCl e o MgCl. foram significativas assim como na figura 12 (c) que também houve
significancia entre as variaveis MgCl. e extrato de levedura, assim evidenciando que 35 g L
de MgCl; seja ideal para o crescimento, e ao se observar e comparar as figuras 12(a) (b) e (c)
observa-se que os valores significativos estdo dentro dos mesmos valores em todos os graficos
de superficie de resposta. As superficies apresentaram R2 de 0,81 na figura 12(a), 0,73 na figura
12 (b) e 0,87 na figura 12 (c) demonstrando também uma boa correlagdo dos dados.

Halofilos sdo organismos que necessitam de altos niveis de NaCl, na literatura esses
microrganismos necessitam inicialmente de no minimo 10% de cloreto de sddio e alguns deles

podem até sobreviver em cristais de sal. Os ions de s6dio sdo essenciais para manter a



45

integridade da célula pois sigam-se a superficie externa da parede celular dos géneros
Halobacterium, assim quando submetidas a ambiente com baixas concentracdes de Na* ocorre
a lise celular. Esses organismos adaptaram-se a manter altas concentracdes de outros solutos no
seu citoplasma para manter a integridade do equilibrio osmotico com mundo exterior (DaSarma
e Arora, 2002; Oren, 2002).

Nesse estudo trés diferentes concentragdes de NaCl foram testadas sobre o crescimento
dos isolados e atraves dos experimentos pode-se observar a habilidade da cepa C11 em crescer
entre 100 e 200 g L%, e a cepa V22 em 200 e 300 g L considerando-as assim de halofilicas
extremas.

Sahli et al. (2020) relataram que todos seus isolados foram extremos haldfilos é
requerem pelo menos 15% de salinidade e cresceu de forma otimizada em 20-25%, enquanto
Minegishi et al., (2015) relataram que Halococcus agarilyticus foi capaz de crescer com 24-
30% NaCl (6timo, 27%). Singh e Singh, (2018) relataram que a concentracdo ideal de NaCl
para treze archaea halofilicas de salinas do oeste da india foi 20-25%. Esses resultados sdo
semelhantes aos valores deste estudo.

Outro parametro analisado no experimento de otimizacdo para crescimento foi o
extrato de levedura, uma fonte de carbono mais popular em meios complexos para bactérias
halotolerantes e archaea halofilicas e, essa fonte de compostos organicos geralmente é
adicionada em baixas quantidades aos meios, porém indispensavel por ser rica em vitaminas e
outros fatores de crescimento que estimulam o crescimento microbiano (Schneegurt, 2012).
Ponderando os resultados obtidos foi determinado que as cepas apresentassem melhor
crescimento em 5 g LY O estudo de Birbir et al. (2007), apoiam os dados deste estudo, onde 0s
autores relatam que suas cepas halofilicas cresceram idealmente a concentracdo de 0,5%. As
concentracdes de extratos de leveduras variam dentre os autores onde as concentracfes
utilizadas véo desde 0,1% (Sahli et al., 2020; Minegishi et al., 2015), 0,5 % (Mullakhanbhai e
Larsen, 1975; Rodriguez-Valera et al., 1980; Tomlinson e Hochstein,1972) e até 1% (Singh e
Singh, 2018) tais valores foram testados nos experimentos.

As necessidades de sais de Mg sdo requisitadas entre os microrganismos, € quando se
trata de cepas halotolerantes e halofilicos suas necessidades de Mg?* sdo bem maiores para seu
crescimento, mas seu crescimento pode ser inibido por maiores concentragdes de Mg?*, esse
cation divalente mantém a morfologia celular estavel. Para formulagdo de meios para
haloarchaea utiliza-se concentragdes de 2-5% de sais de Mg que podem ser como cloreto (mais
popular) e sulfeto e nitrato de magnésio (Schneegurt, 2012). Na literatura as concentracfes de

0,6-0,9 M para culturas halofilicas sdo relatadas (Okmen e Arslan, 2019), como mostrado, esses
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estudos apoiam os resultados obtidos nos experimentos relatando o valor de 2,5 % como 6timo
para o crescimento.

Em seu estudo Vidyasagar et al. (2007), determinaram a concentracéo 6tima de MgCl»
para crescimento e producéo de protease onde como aumento da concentragédo do sal houve um
aumento de crescimento e producdo enzimatica atingindo o méximo em 0,5 M, entretanto na
concentragdo de 1 M e superiores inibiram o crescimento. O requerimento de MgCl. de
Halovenus aranensis isolado do sal do lago Aran-Bidgol no Ird por Makhdoumi-Kakhki et al.
(2012) para o crescimento foram determinados em meio contendo MgCl, em 0-1 M com
intervalos de 0,05 M, respectivamente, 0 magnésio foi necessario para o crescimento dentro do
intervalo 0,1-1 M e o 6timo crescimento ocorreu a 0,5 M.

De modo geral os estudos da literatura sdo consistentes com os resultados encontrados
nesses estudos, e por fim a partir das figuras 13 e 14 pode-se observar os resultados mediante a
realizacdo do teste de desejabilidade, na qual sdo apresentadas as especificaces (minima, 6tima
e maxima) referente aos resultados obtidos para os ensaios otimizados quanto as proporg¢des de
extrato de levedura, NaCl e MgCl; para a elaboragéo otimizada de meios de cultura para as

cepas.

Figura 13: Perfil dos valores otimizados pelo teste de desejabilidade para potencial de extrato
de levedura, NaCl e MgClz no crescimentos da cepa C11.
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Figura 14: Perfil dos valores otimizados pelo teste de desejabilidade para potencial de extrato
de levedura, NaCl e MgClz no crescimentos da cepa V22.
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Deste modo, conforme as figuras 13 e 14, para a obtencdo dos valores 6timos na
desejabilidade, os melhores ajustes dos fatores séo, 5,3 € 5,5 g L de extrato de levedura, 23,1
e 359 L' de MgClze 200 e 300 g L de NaCl para as cepas C11 e V22 respectivamente. Assim
como descrito por Bianchin, Yamashita e Benassi (2017), os parametros 6timos descritos pelas
desejabilidade, estdo dispostos onde as linhas verticais em vermelho presentes nos gréaficos
correspondem aos valores 6timos dos parametros estudados, considerando assim 0s ensaios
9,10 e 11 para C11 e 0 ensaio 1 para V22.

4. Concluséo
Conclui-se assim que as duas cepas halofilicas obtidas a partir do charque em estado
de deterioracdo sejam organismos pertencentes ao dominio Archaea da classe Halobacteria por
apresentar caracteristicas tipicas como gram-negativas, catalase e oxidase negativa, morfologia
celular em cocos (C11) e pleomorfica (V22), e por apresentaram uma taxa de crescimento
relativamente lenta iniciando sua fase log apds 6-8 dias de incubagdo. Ainda as linhagens foram

neutréfilas e ndo houve crescimento em meio com pH 5e 9.
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A partir do planejamento pode-se estabelecer que as cepas sejam extremofilas
crescendo idealmente a 200 a 300 g L (3,4 M) de NaCl e 25 a 35 g L™ de MgCI2 e necessitando
de 5 g L de extrato de levedura, com base nos resultados do planejamento experimental deste
estudo apoiaram a hipdtese que as diferentes condi¢Ges de cultivo podem influenciar o
crescimento de archaea halofilicos.

O conhecimento das caracteristicas morfofisioldgicas e bioquimicas das cepas se
torna-se necessaria quando se busca estabelecer barreiras frente a proliferacdo e deterioracédo
de produtos carneos salgados por esses organismos. Embora o isolamento de archaea halofilicas
de ambiente hipersalino em todo o mundo tenha recebido muita atengdo durante as Gltimas
décadas, poucos estudos foram realizados a partir do charque, pois essas investigaces

concentraram-se principalmente em lagos salinos.
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4 CAPITULO 3: ARTIGO 33

ATIVIDADE ENZIMATICA E AVALIAC;AO DA SENSIBILIDADE DE
HALOARCHAEA DETERIORANTE DE CHARQUE FRENTE A ACIDOS ORGANICOS
(Enzymatic activity and evaluation of the sensitivity of beef jerky spoilage haloarchaea to

organic acids)

Resumo

Obijetivo-se estimar a producdo de exoenzimas hidroliticas e avaliar a sensibilidade de duas
cepas de haloarchaea deteriorantes isoladas a partir do charque em relacdo a conservantes
acidos orgéanicos (latico, citrico e glucona-delta-lactona). Quanto a producdo de amilase,
celulase, lipase, gelatinase e caseinase, utilizou-se meios sélidos especificos com incubagdo a
37 °C no periodo de 15 dias para determinar o indice Enzimatico (IE), e para avaliar a
suscetibilidade das cepas deteriorantes aos devidos &cidos 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 quando a producdo das exoenzimas, exceto a cepa V22 que
apresentou um bom IE (4,5) para producdo de gelatinase. Em relacdo a sensibilidade dos acidos
organicos testados observou-se que em geral a utilizagdo da concentracéo a partir de 2,5% pode
ser utilizada para aumentar a vida atil do charque, mas que os &cidos laticos e citrico
apresentaram maiores valores significativos em relacdo a inibicdo do crescimento das cepas
testadas in vitro nas diferentes concentracoes.

Palavra-chaves: 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 (El) 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

3 Artigo sera submetido na revista Archives of Veterinary Science, B4 em biotecnologia ISSN 1517-784X.
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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: acids; enzymatic activity; haloarchaea; sensitivity

INTRODUCAO

Adaptados as altas concentracfes de sal, os hal6filos extremos necessitam de no
minimo 1,5 M (9%), mas em concentracfes de 2 a 4 M de NaCl (12-23%) séo valores 6timos
para seu crescimento, entretanto algumas espécies sdo capazes de crescer em 5,5 M de NacCl,
destacando-se 0s 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 exploracdo comercial de sal para
uso alimenticio (Tortora et al., 2017; Ghanmi et al., 2020 e Madigan et al., 2016).

Assim quando o sal ndo estéril € utilizado para conservar produtos alimenticios como
carnes secas, pode haver o desenvolvimento dos haléfilos é acarretanto diversos problemas de
deterioracdo que comumente é conhecida e caracterizada pelo aparecimento de col6nias
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
concentracgdes salinas, o charque quando contaminado pode sofrer alteragdes indesejadas por
esses organismos que produzem limosidade e odor extremamente desagradavel. A principal
técnica utilizada para conservacao do chargue frente a archaea hal6filas € a utilizacdo do envase
a vacuo, visto que tais microrganismos sdo aerobicos, entretanto qualquer deficiéncia na
embalagem e porventura as concentragdes 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 organicos
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 dos obstaculos)
ficou autorizado que é a utilizagdo de aditivos intencionais com acidulante pela sua Instrucao

Normativa N° 92, de 18 de setembro de 2020 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
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Abastecimento (MAPA), que até entdo era proibido o uso. Segundo a Resolucdo da Diretoria
Colegiada - RDC N° 272, de 14 de marco de 2019 da Agéncia Nacional de Vigilancia sanitéaria
(ANVISA) para industrializados secos sao permitidos o uso de 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 acdo deteriorante em produtos carneos salgados, biotecnologicamente
os haldfilos podem ter a capacidade de servir como uma extensa gama de substancias, como
suas enzimas, para aplicacdes industriais devido a sua estabilidade sob as diversas condices
extremas encontradas na industria (Amoozegar et al., 2017; Gill et al., 2021).

Assim como os supracitados, outros pesquisadores como Singh e Singh, (2018),
Menasria et al. (2018), Xu et al. (2019) e Sahli et al. (2020) relatam a producdo de enzimas
extracelulares hidroliticas, principalmente proteases, por diversas espécies de archaea hal6filas.

Segundo Gibtan et al. (2017), pesquisas microbioldgicos e ecoldgicos de sais para fins
alimentares sdo necessarias porque podem fornecer informacdes 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 avaliacdo da
producdo de enzimas hidroliticas extracelulares (exoenzimas) e avaliar a sensibilidade das
cepas deteriorantes em relacdo a conservantes acidos organicos (acido latico, acido citrico e

glucona-delta-lactona) em diferentes concentracdes em testes in vitro.

MATERIAL E METODOS

Avaliagéo da atividade enzimatica extracelular

Foram utilizadas neste trabalho duas cepas (C11 e VV22) 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 preservadas no
Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal do Tocantins, campus de Gurupi, foram
reativadas em um meio de enriquecimento e cultivo (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 NaCl, 30 g MgCl,6H:0, 30 g MgS04.7H;0, 0,5 g de CaCl,.2H;0, e 7 g de KCI, o pH
foi ajustado para 7,2. Para meio sélido foi adicionado 17 g L™ de agar.
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Para a avaliacdo da atividade enzimética 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.

A avaliacdo 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 modificag¢6es. As placas foram incubadas
em estufa a 37 °C por 15 dias, ap0s esse periodo as placas com as col6nias foram mantidas
durante 24 h sob refrigeracdo para induzir a formacao de cristais de calcio, caracterizado pela
presenca de halo transparente em volta da colonia.

Para avaliar a atividade proteolitica (gelatinase e caseinase) foi utilizado meio MEC
com modificac6es utilizando 1% de gelatina e leite desnatado como fonte de carbono. As placas
foram incubadas por 15 dias a 37 °C. A hidrolise de gelatina e caseina foi determinada
observando a olho nu a formacgéo de zonas claras em torno das col6nias em meio MEC (Holding
e Collee, 1971).

Para avaliar a capacidade aminolitica as cepas foram cultivadas em agar MEC
suplementado com 1% de amido solavel, incubadas a 37 °C por 15 dias. Ap6s o periodo de
incubacdo as placas foram tratadas com vapor de iodo para a revelacdo os halos de hidrolise
segundo a metodologia de Kasana (2008).

Os didmetros dos halos de hidrélise (H) e do crescimento das col6nias (C) foram
aferidos com auxilio de paquimetro (mm) e os resultados foram dados como indice Enzimatico
(IE), que é a relacdo H/C, segundo proposto por Hankin e Anagnostakis (1975). Assim, quanto

maior o indice maior é a atividade enzimatica no meio.

Teste de sensibilidade a conservantes acidos organicos

Para avaliar a suscetibilidade das cepas deteriorantes isoladas do charque &cidos latico,
acido citrico e glucona-delta-lactona, utilizou-se a técnica de disco difuso em &gar (método de
Kirby-Bauer). As cepas halofilas foram crescidas em caldo MEC por 15 dias a 37 °C em estufa
para a obtencdo do pré-indculo na concentragio final 108 UFC mL™.

Apds esse periodo imergiu-se um swab estéril na suspensdo do pré-indculo das cepas,
retirando-se 0 excesso de inoculo através da compressdo do swab nas paredes do tubo e semeou-
se a placa uniformemente em estrias por rotacdes a cada 60 graus.

A seguir discos de papel filtro de 6 mm foram embebidos com 10 pL das solucGes
contendo diferentes concentragdes dos acidos a serem testados e apds foram colocados sobre a

superficie do &gar inoculado. Os acidos (latico, citrico e glucona-delta-lactona) foram
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devidamente diluidos em salmoura a 20% de NaCl visando a aplicabilidade deste teste a
indUstria no qual a solubilizacdo destes podem ser realizados na etapa de elaboragdo da
salmoura. As concentracdes 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 diluicéo e a disposi¢ado
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 inibicdo (Ostrosky, 2008).

Apos o periodo de incubacdo, a sensibilidade foi baseada na presenca de halo de
inibicdo de crescimento, aferida utilizando-se um paquimetro manual para a obtencdo das
médias do didmetro de halo de inibicdo. Para avaliar o potencial dentre os &cidos e a
Concentracdo Minima Inibitéria (CIM), os dados foram analisados por meio da anélise de
variancia (Anova) e teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia para a comparacdo 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

Determinacgdo da atividade enzimética extracelular

Os isolados selecionados foram testados quanto a sua capacidade de produzir enzimas
extracelulares, incluindo amilase, celulase protease (caseinase e 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 C11 ndo produziu nenhuma das
enzimas testadas e a cepa V22 produziu apenas a gelatinase, a tabela 5 apresenta os resultados
dos valores de |.E das cepas testadas nos diferentes substratos.

Tabela 5 - Valores de indice Enzimatico (I.E), média das 3 repeticdes.

Substrato I.E das cepas

Cl1 V22
Amilase - -
Celulase - -
Caseinase - -
Gelatinase - 4,5

Lipase - -

(-) Indica resultado negativo para o teste em questéo
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Como biocatalizadores, atualmente as enzimas microbianas sdo vastamente utilizadas
em diversas areas industriais pois detém uma especificidade quimica e contribui para
preservacdo ambiental frente a outros compostos quimicos. Neste contexto as enzimas
extremofilicas, podem ser a melhor opcdo para catalisar condi¢des industriais e produzir novos
produtos biotecnoldgicos sob diferentes condigdes extremas (Amoozegar et al., 2017).

Segundo Lealem e Gashe (1994), apesar de todos 0s microrganismos produzirem
enzimas, nem todos sdo considerados como bons produtores, deste modo quando o indice
enzimatico (I.E) é maior ou igual a dois em ensaios em meios sélidos sdo considerados bons
produtores de enzimas extracelulares visto que o L.E é a habilidade do microrganismo em
degradar substratos especificos.

A cepa V22 apresentou um bom potencial (I.E de 4,5) em producéo e secrecdo de
protease como a gelatinase, que conforme Menasria et al. (2018), esta enzima que tem como
funcdo 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 ligacdo 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 producéo
em larga escala de gelatinase vem sendo foco de pesquisadores (Balan et al., 2012).

Singh e Singh (2018) e Sahli et al. (2020) reportam que a maioria das haloarchaea
produzem e secretam enzimas proteolitica e que consequentemente essas proteinas produzidas
sdo eficientes para catalisar rea¢des sob condicGes de alto teor de sal, pois sdo ativas e estaveis
em meios salinos, onde geralmente a estrutura e a fungédo de outras enzimas sao criticamente
afetados levando a precipitacdo ou desnaturagdo de outras proteinas ndo halofilicas, tornando-
se adequadas para exploracéo e aplicacOes comerciais a base de sal, como molho de peixe,
preparacOes 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 Menasria
et 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 Ird. Sahli et al. (2020), relatam

que as cepas isoladas de ambientes hipersalinos da Argélia foram capazes de hidrolisar gelatina
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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 caseina.

A auséncia da atividade enzimatica conforme explica VVasconcelos et al. (2003) pode
ser imposta a incapacidade de secrecdo pelas cepas testadas, seja pela insuficiéncia dos métodos
de deteccéo utilizados ou pelo direcionamento da produgéo para 0 metabolismo intracelular dos
microrganismos. Em seu estudo Xu et al. (2019), relatam que a espécie Haloprofundus
halophilus foi incapaz de hidrolisar caseina, gelatina, amido ou Tween 80 o0 que corrobora com
os resultados encontrados para a cepa C11 nesse estudo.

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

As vantagens de se utilizar enzimas halofilicas estdo vinculadas principalmente por
ndo precisar de purificacdo ou esterilizacdo para uso e aplicacdo, uma vez que proteinas
contaminantes indesejadas ou outras biomoléculas sdo inativas em condi¢bes salinas
(Amoozegar et al., 2017).

Determinagdo da sensibilidade a conservantes &cidos organicos

Na avaliacdo da sensibilidade aos acidos organicos aqui testados, os resultados de
modo geral demostraram que os trés acidos conseguiram inibir o crescimento das haloarchaea
examinadas a partir a concentracdo 2,5%. Logo considera-se tal valor como uma concentragédo
inibitéria minima (CIM) no qual é a concentracdo mais baixa de um agente antibacteriano em
mg L (ng mL™Y) que, sob condigdes 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 indastria alimenticia ja utiliza acidos em particular a concentragéo
de 2% visto que tal valor vem apresentando um controle e reducgéo eficaz de patdgenos.

Entretanto na comparacdo da eficiéncia entre os trés acidos em relagdo a inibigédo das
cepas foi observado que para a cepa C11 o &cido latico foi aquele que apresentou a melhor
inibicdo significadamente seguido pelo acido citrico e para a cepa V22 o &cido citrico foi o
melhor inibidor significadamente, seguido pelo latico. Entretanto na comparacdo geral a
glucona ndo apresentou resultados significativos quando comparadas com 0s outros acidos,

conforme é apresentado os resultados das médias dos halos de inibi¢do nas tabelas 6 e 8 e as


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biocatalyst
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tabelas 7 e 9 sdo apresentados os resultados para a andlise de varidncia para cepa C11 e V22

respectivamente.

Tabela 6 - Valores médios e desvio padrdo do halo de inibicdo em diferentes concentracdes

para cepa C11.
Halo de inibicdo (cm)

Concentracéo (%) 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 +0,282
1,5 1,0+0,08° 0,0+0,08° 1,040,372
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+£0,328  0,5+0,24" 2,0 0,242
3,5 2,0+0,16® 1,0+0,16° 2,0+0,212
4,0 2,5+0,81% 1,0+0,40° 2,5+0,402
4,5 3,0+0,21* 1,0+0,08"  3,00,142
5,0 3540,35% 15+057° 350,802

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

Tabela 7 - Tabela de analise de variancia para cepa C11.

FV GL SQ QM Pr>FC
Acidos 2 10,31 5,15 0,000
Concentracao 9 17,37 1,93 0,000
Acidos* Concentracio 18 2,35 0,13 0,000
Erro 0
Média Geral 1,416
CV (%) 0,00

Tabela 8 - VValores médios e desvio padrao do halo de inibicdo em diferentes concentragdes

para cepa VV22.

Halo de inibic¢do (cm)

Concentracdo (%)  Latico Glucona Citrico
0,5 0,0° 0,0° 0,5 +0,28?
1,0 0,0° 0,0° 0,9 £0,50?
15 0,5+0,14° 0,0° 1,0 +0,282
2,0 1,1+0,92% 0,0° 1,0 £0,24°
2,5 1,040,95° 1,2 +0,08% 1,0 £0,24%
3,0 1,5+0,21° 1,4 +0,21° 2,0 +0,35°
3,5 2,240,212 1,4 +0,08° 1,520,24°
4,0 2,2+0,28° 1,5+0,29° 2,040,482
4,5 3,1 +0,50% 1,8 +0,08° 2,7 +0,40°
5,0 3,040,217 3,0+0,57°¢ 4,0 +0,80°

Médias seguidas com a mesma letra (linha) néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05%)
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Tabela 9 - Tabela de andlise de variancia para cepa VV22.

FV GL SQ QM Pr>FC
Concentracao 9 28,94 3,21 0,000
Acidos 2 2,34 1,17 0,000
Acidos* Concentragio 18 1,80 0,10 0,000
Erro 0
Média Geral 1,39
CV (%) 0,00

Rebonatto et al. (2018), concernem que a inddstria alimenticia vem utilizando
bastantes conservantes mais naturais como os diversos tipos de &cidos organicos existentes
devido a sua a sua rapidez, simplicidade, baixo custo e eficiéncia, entretanto apesar de
difundidos seu emprego se mantém restrito a determinados compostos, se observar a variedade
de outros antimicrobianos disponiveis.

Por se tratarem de metabdlitos priméarios e/ou secundarios de microrganismos ou
plantas, o uso de substancias naturais como os &cidos organicos se destacam no prolongamento
de vida util dos produtos alimenticios e garantem seguranca, além também de minimizar a
oxidacdo lipidica, reduzir as perdas de cor se tornando grandes aliados na chamada
biopreservacédo (Barcenilla et al., 2022).

Os é&cidos organicos como agentes de biopreservacdo ideias 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 o que garantird a inocuidade do produto (Pisoschi
etal., 2018).

Estudos na literatura comprovam a eficacia na utilizacdo de acidos organicos na
conservacdo de produtos carneos, como reportado por Freiberger (2016) que relata que na
producdo de linguicas curadas cozidas embaladas a vacuo tiveram um aumento na vida Util ap6s
serem tratadas com uma mistura de &cidos orgénicos. Reis et al. (2018) observaram em seu
estudo que a utilizacdo de acido latico a 1% foi eficiente provocando menor escurecimento das
amostras como também havendo uma reducdo da contagem de Escherichia coli ap6s 14 dias.

Segundo Cramer e Prestegard (1977), a capacidade de inibicdo dos &cidos esta
relacionada ao valor do pH do meio que deve ser menor que o pKa do acido em questéo, pois
a acdo antimicrobiana € atribuida a forma ndo dissociada do &cido.

Considerado um eficiente antimicrobiano o acido latico (acido fraco) de cadeia curta
(CH3-CHOH-COOH), segundo Rebonatto et al. (2018), estd comumente relacionado ao


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/shelf-life-of-foods
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174021002370#bb0325
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174021002370#bb0325
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controle bacteriano, visto que ao observar os resultados obtidos em diversas pesquisa in vitro
0s autores propdem que a industria realize mais testes in loco.

A acdo 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 microbiolégica em carcacgas
e, assim, preservar a qualidade da carne fresca (Pisoschi et al., 2018).

Ja o acido citrico é geralmente reconhecido como seguro para uso como ingrediente
alimentar e € frequentemente usado para inativar patégenos, podendo inibir o crescimento de
E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella spp. e seu efeito antimicrobiano €
conferido pela acdo de ruptura da membrana, inibicdo de reagcBes metabdlicas essenciais,
estresse na homeostase do pH intracelular e acimulo de anions téxicos (Jeon e Ha, 2020).

Mediante os relatos supracitados é evidente o grande beneficio de utilizar-se acidos
orgénicos em produtos alimenticios cdrneos como o charque, por serem naturais constituindo

uma alternativa aos sintéticos além de poder ter uma maior aceitacéo pelo consumidor.

CONCLUSAO

A cepa C11 ndo apresentou atividade enzimatica frente aos substratos testados,
enguanto a cepa V22 apresentou um bom potencial biotecnoldgico na producdo e secrecdo de
gelatinase. Em relacdo a sensibilidade dos acidos 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

relacdo a inibicdo do crescimento das cepas testadas in vitro.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir desse estudo conclui-se assim que a partir do charque em estado de
deterioracdo pode-se isolar e caracterizar duas cepas extremamente halofilicas pertencente ao
dominio Archaea da classe Halobacteria pela suas carcteristicas apresentadas como gram-
negativas, catalase e oxidase negativa, morfologia celular em cocos (C11) e pleomorfica (V22),
ainda as linhagens foram neutréfilas e ndo houve crescimento em meio com pH 5 e 9.

As melhores condicGes de cultivos para as variaveis testadas foram de 200 e 300 g L
1(3,4 M) de NaCl, 25 e 35 g L™t de MgClz e 5 g L de extrato de levedura respectivamente para
aClle V22,

A cepa C11 ndo apresentou atividade enzimética frente aos substratos testados,
enquanto a cepa V22 apresentou um bom potencial biotecnol6gico na producdo e secrecao de
gelatinase.

Em relacdo a sensibilidade dos &cidos 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 &cidos laticos e citrico apresentaram maiores valores significativos em
relacdo a inibicdo do crescimento das cepas testadas in vitro.

Assim o conhecimento das caracteristicas morfofisioldgicas e bioguimicas das cepas
se torna-se necessaria quando se busca estabelecer barreiras frente a proliferacéo e deterioracdo
de produtos carneos salgados por esses organismos.
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