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RESUMO

MACHALELA, Angélica Agostinho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2016. Uso de bacteriéfagos como alternativa de conservagao de
leite em Mogambique. Orientadora: Regina Célia Santos Mendonga.
Coorientadores: italo Tuler Perone e Humberto Moreira Hungaro.

A protedlise do leite causada principalmente por P. fluorescens, € um problema
importante na industria de laticinios por causa da deterioragdo do leite cru e
pasteurizado refrigerado durante o armazenamento. O presente estudo
descreve o isolamento, a caracterizagao de bacteriéfagos para P. fluorescens
(NCTC 10038) e o biocontrole de P. fluorescens no leite cru e pasteurizado
armazenado a 4, 15 e 24 °C. Os bacteriéfagos foram isolados de amostras de
agua residuaria de varios setores de uma industria de laticinio. Foram isolados
seis bacteriéfagos, dos quais trés (UFV-SG, UFV-HD e UFV-HQ) foram
testados contra algumas condi¢gdes encontradas na industria de alimentos e
produtos antimicrobianos, pois, todos apresentaram mesmo perfil pormiférmico.
Determinaram-se também os parametros cinéticos de crescimento destes
bacteriéfagos. Os bacteridfagos estudados atingiram concentragdes em torno
de 10° UFP - mL™", apresentando uma taxa de absorcéo aproximada de 1,83 x
10° mL.min" a cada infecdo da célula bacteriana foram liberados
aproximadamente 200 bacteriéfagos por ciclo. Estes bacteri6fagos foram
sensiveis a luz UV, pasteurizagao lenta, alcool 70, alcool gel, acido peracético;
desincrustante acido para inox e o detergente alcalino para lavagem CIP, mas
foram resistentes a varias condicdes, tais como sanitizantes dicloroisocianurato
de sdédio, peroxido de hidrogénio, pasteurizagdo rapida, sais e acidos,
mostrando potencial para utilizagdo na industria alimentar. Os resultados deste
estudo sugerem que o bacteriéfago € uma alternativa para o biocontrole de
P.fluorescens no leite quando aplicado em concentracdes elevadas e
armazenado a baixas temperaturas. Foram identificados alguns detergentes e
sanitizantes que podem ser utilizados na descontaminacdo de superficies e
equipamentos contaminados por bacteriofagos que afetem a produgdo na

industria de lacticinios.
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ABSTRACT

MACHALELA, Angélica Agostinho, M.Sc., Federal University of Vigosa, July,
2016. Use of bacteriophages as milk conservation alternative in
Mozambique. Advisor: Regina Celia Santos Mendonga. Co-Advisors: italo
Tuler Perone and Humberto Moreira Hungaro.

The proteolysis of milk mainly caused by P. fluorescens, is a major problem in
the dairy industry because of the deteriorating raw milk pasteurized and
refrigerated during storage. The present study describes the isolation and
characterization of bacteriophages for P. fluorescens (NCTC 10038) and P.
fluorescens biocontrol in raw and pasteurized milk stored at 4, 15 and 24 ° C.
Bacteriophages were isolated from wastewater samples from various sectors of
the dairy industry. six bacteriophages were isolated, of which three (UFV-SG,
UFV-HD and UFV-HQ) were tested against some conditions found in the food
industry and antimicrobial products, because all had the same profile. It also
determined the kinetic parameters of growth of these bacteriophages.
Bacteriophage concentrations studied reached around 10° PFU-mL"™" having an
approximate rate of absorption of 1.83 x 10° ml min ' for each infection of
bacterial cells were released approximately 200 phage per cycle. These
bacteriophage were sensitive to UV light, pasteurization, alcohol 70, alcohol gel,
peracetic acid; descaling stainless and acid to the alkaline CIP detergent for
washing, but were resistant to various conditions, such as sodium
dichloroisocyanurate of sanitizers, hydrogen peroxide, quick pasteurization,
salts and acids, showing potential for use in the food industry. The results of this
study suggest that the bacteriophage is an alternative for the biocontrol of P.
fluorescens in milk when applied in high concentrations and stored at low
temperatures. They identified some detergents and sanitizers which may be
used to decontaminate surfaces contaminated with bacteriophages and

equipment that affect the production in the dairy industry.
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INTRODUGAO GERAL

O leite € um alimento completo do ponto de vista nutricional devido a sua
composigao quimica sendo amplamente consumido em todo o mundo. Por isso é
importante que a microbiota do leite seja conhecida e controlada, uma vez que
diversos micro-organismos deterioradores e/ou patogénicos aos seres humanos
podem ser veiculados pelo leite de baixa qualidade. Neste sentido, os métodos de
conservagao do leite sdo fundamentais para diminuir ou eliminar estes micro-
organismos, proporcionando uma melhor qualidade nutricional ao produto, maior
vida de prateleira e maior seguranga alimentar aos consumidores (REZER, 2010).

Na Africa, a agricultura desempenha um papel preponderante na economia,
seja como fonte de emprego da maioria da sua populagdo, ou como fonte de
receitas do governo através de exportagcao de produtos agrarios. Em Mogambique, a
agricultura emprega mais de 80 % da populacéo (INE, 2014). No seguimento de
lacteos, devido a escassez de fabricas de processamento de leite, Mogambique
gasta em média cerca de USD 200 milhées anualmente na importagado de derivados
lacteos, segundo dados da Cooperativa dos Produtores de Leite (Copoleite), sediada
em Beira, provincia de Sofala. A industria mogambicana de laticinios registou um
crescimento de 3,5 % durante o ano de 2014, situagdo que foi melhorada com ajuda
do governo dos Estados Unidos da América (EUA) que apoia o setor empresarial
privado nacional, tanto na producao de leite como na montagem da infraestrutura de
processamento do produto, no centro e norte de Mogambique (INE, 2014). O apoio
do governo americano tem por objetivo melhorar a qualidade do leite de produzido
no pais e aumentar a sua colocagdo no mercado doméstico formal. De acordo com a
Land O’Lakes, uma cooperativa agricola americana, o programa tem por objetivo a
constru¢cao de centros de captagcdo do produto e apoiar a elaboracdo de planos de
negdécio na area de lacticinios para mais de mil pequenas e médias empresas
mogambicanas espalhadas pelo pais (INE, 2014).

A Copoleite estima que cada produtor nacional, desperdica cerca de trinta
mil litros de leite anualmente em decorréncia de condigcbes de armazenamento
inadequadas (INE, 2014).

Bacteriéfagos (ou fagos) possuem caracteristicas favoraveis para aplicagao
como biocontrole tais como: a capacidade de infectar espécies dentro de um género,

ou exclusivamente espécies ou estirpes especificas sem, contudo afetar os micro-
1



organismos desejaveis ou interferir na microbiota endégena do trato gastrointestinal
(STEVEN e LOESSNER, 2007).

O biocontrole usando bacteriéfagos € um método promissor, apresentando
vantagens em comparagdo a outros metodos tais como: a) os bacteriéfagos sao
autolimitantes, ou seja, somente se replicam na presenga da bactéria com a qual
possuem afinidade, b) ndo atuam na selecdo de micro-organismos resistentes, c)
podem ser administrados em dose uUnica, d) sdo de facil uso, e) sdo seguros para
seres humanos, plantas e animais, f) além de sua ubiquidade e diversidade. Além
disso, os bacteriéfagos ndo causam alergias e n&o alteram a estrutura, odor ou
sabor dos alimentos (ATTERBURY et al., 2007; HAGENS e OFFERHAUS, 2008).

O presente estudo foi realizado para avaliar o potencial do uso de
bacteriéfagos na reducdo da deterioragdo do leite e assim, atuarem como uma
alternativa para o biocontrole de Pseudomonas fluorescens e consequentemente
reduzir a contaminagao e deterioracdo do leite produzido em Mogambique. Desta
forma, os objetivos especificos deste trabalho foram:

e |solar selecionar e caracterizar bacteriéfagos para P. fluorescens;
e Estudar a cinética dos bacteriéfagos;
e Avaliar os fatores que afetam os bacteriéfagos;
e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do leite adicionado de bacteriofagos;
¢ Avaliar a acéo dos bacteriofagos sobre P. fluorescens adicionados ao leite em
diferentes condi¢cdes de armazenamento.

Esta dissertacdo € composta por trés capitulos: O capitulo 1 fornece uma
revisdo sobre o leite, micro-organismos psicrotréficos, a vida de prateleira do leite,
aplicagdes dos fagos em alimentos e fatores que afetam os mesmos. Em seguida,
no capitulo 2 é abordado o isolamento e caracterizagdo dos fagos para P.
fluorescens e no capitulo 3 é abordado o estudo sobre a capacidade de fagos para
controlar P. fluorescens no leite. Por ultimo sdo apresentadas as conclusdes do

estudo realizado.



CAPITULO 1
1.1 Producao de leite e derivados em Mogambique

De acordo com a Organizagdo das Nagbes Unidas para a Alimentagao e
Agricultura (FAO), a producéo de leite em Mogambique tem aumentado nos ultimos
quatro anos. Este aumento € devido a parceria entre o Departamento de Agricultura
dos EUA (USDA) e a Land O'Lakes International Development que contribuiram para
reavivar a tradicdo pecuaria leiteira em Mogambique e incrementaram os
rendimentos mensais dos pequenos agricultores em Mogambique em 225 %, em
média. A producdo e consumo de leite em Mogambique decresceram apds a
independéncia do pais, conforme pode ser visualizado na Tabela 1, em virtude da
desestabilizagdo econdmica decorrente da guerra civil contra o colonialismo

Portugués.

Tabela 1.1. Evolugéo da produgao e consumo anual de leite

A Taxa de crescimento
. - no
Designacgao anual
1980 1990 2000 2002 1980-1990 | 1990-2002
Producgao 71,5 71,7 68,6 68,8 0 -0,4
Consumo 67,9 68,3 75,5 71,3 0,1 1,0

Fonte: FAO (2005a)

Por meio da ajuda internacional, comegou a se reconstruir o rebanho leiteiro
e criar uma cadeia produtiva de leite com maior valor agregado e sustentavel na
provincia de Manica. A provincia tinha sido historicamente uma das melhores areas
de Mogambique para a pecuaria devido ao seu clima e localizagao estratégica que
Ihe favorecia o acesso a varios mercados. No entanto, o rebanho leiteiro na
provincia bem como no resto do pais diminuiu drasticamente durante a guerra dos
15 anos em Mogambique. Como consequéncia direta deste fato Mocambique
comegou a importar 90 % de sua necessidade de produtos lacteos. Além disso, 0s
agricultores substituiram a pecuaria pela agricultura em pequena escala.

Quatro milhdes de dodlares aportado pela Land O'Lakes foi utilizado na
aquisicdo de aproximadamente 400 vacas leiteiras e sua distribuicdo a 265

agricultores durante um periodo de trés anos, desde 2009. O projeto da Land
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O'Lakes também inclui o oferecimento de treinamento dos agricultores em técnicas
de alimentacdo e preparo de forragens, manejo de pastagens, coleta de leite e
marketing e criagdo animal. O projeto procura, além disso, mostrar aos agricultores
como aumentar a produtividade usando o gado como ferramenta auxiliar para
cultivar. Também foram criados trés de coleta, processamento e distribuicao de leite;
e ajudou a estabelecer 11 associagbes leiteiras e trés cooperativas leiteiras na
regiao (USDA, 2012).

Os resultados s&o bastante significativos para o pais. Os agricultores que
ganhavam uma média de US$ 37/més passaram a ganhar em média de US$
106/més apbs o inicio do programa. Os produtores de leite mais bem sucedidos tém
triplicado seu lucro liquido, ganhando em média US$ 190/més. A produgéo de leite
aumentou de zero para uma média de 32.000 L/més ou aproximadamente 11 L de
leite/animal. Os animais também contribuiram para melhorar a lucratividade de
pequenos agricultores, pois, estes ao utilizarem o gado como ferramenta no auxilio
do cultivo puderam aumentar a produtividade agricola em cerca de 7 %. O numero
de pessoas que direta ou indiretamente foram beneficiadas por este projeto

totalizava cerca de 347.000 em dezembro de 2011.
1.2 Leite

Leite € um fluido segregado pela glandula mamaria de fémeas de todas as
espécies de mamiferos, das quais existem mais de 4000, com fungcao primaria de
satisfazer os requisitos nutricionais completos do recém-nascido. A maioria das
funcbes nao nutricionais do leite € complementada por proteinas e peptideos que
incluem imunoglobulinas, enzimas e inibidores de enzimas, proteinas
transportadoras ou de ligagéo, fatores de crescimento e agentes antibacterianos
(Fox et al., 2015).

1.2.1 Composicao do leite

A composicao do leite € determinante para o estabelecimento da sua
qualidade nutricional, adequacdo para processamento e consumo humano. A

composigao aproximada do leite de vaca é apresentada na Tabela 2.



Tabela 1.2. Composicao aproximada do leite da vaca

Componentes Teor médio Variagao Teor’m_édio na
(g/kg) (g/kg) matéria seca
Agua 87,1 85,3 - 88,7 -
desengordurado 8.9 7.9-100 -
Lactose 4,6 3,8-5,3 36
Gordura 4,0 2,55-5,5 31
Proteina 3,3 23-44 25
Caseina 2,6 1,7-3,5 20
Minerais 0,7 0,57 -0,83 5,4
Acidos organicos 0,17 0,12 - 0,21 1,3
Diversos 0,15 - 1,2

Fonte: Walstra et al.,(2006) Adaptado

O acgucar do leite esta sob a forma da lactose € um dissacarideo composto
por glicose e galactose, a lactose € um acgucar redutor.

A gordura € em grande parte composta de triglicerideos, constituindo uma
mistura complexa. Os componentes dos acidos gordos variam muito no comprimento
de cadeia (2 a 20 atomos de carbono) e na saturacao (de 0 a 4 ligagdes duplas).
Outros lipideos que estao presentes sao os fosfolipideos, colesterol, acidos gordos
livres, monoglicérideos, diglicérideos.

Cerca de quatro quintos da proteina do leite € constituida pela caseina, a
caseina € uma mistura de quatro proteinas: aS1-, aS2-, 3-, e k-caseina. O restante
do leite é constituido, na sua maior parte por proteinas séricas, sendo a principal
delas B-lactoglobulina.

Os minerais presentes no leite, principalmente K, Na, Ca, Mg, Cl e fosfato. O
leite contém varios outros elementos em quantidades vestigiais, por exemplo, os
acidos organicos que ocorrem em grande parte como ides, ou como sais; citrato € o

principal sal do leite.



1.2.2 Aspectos nutricionais
1.2.2.1 Lactose

A lactose fornece energia (cerca de 17 kJ/ g), principalmente ao animal
jovem mas tem outras fungdes, tais como dar um sabor adocicado ao produto. A
lactose ndo pode ser absorvida diretamente para a corrente sanguinea; ela deve ser
primeiro hidrolisada em glicose e galactose. Isto ocorre lentamente, o que evita um
aumento subito dos niveis de glicose no sangue apds a ingestdao de uma quantidade
substancial de leite (WALSTRA et al.,2006).

A lactose é hidrolisada pela enzima lactase, mais precisamente, -
galactosidase, que € segregada no intestino delgado. Durante a amamentagcdo ha
necessidade da presencga desta enzima, e com o passar dosa anos a quantidade de
enzima produzida pelo corpo humano diminui consideravelmente. Em alguns
individuos a atividade da enzima é drasticamente reduzida (5 a 10 % da quantidade
inicialmente produzida pelo corpo), e sendo assim, metabolizam mal a lactose. Tais
individuos sdo chamados de intolerantes a lactose. O consumo de leite aumenta
consideravelmente a atividade da flora do célon. Cerca de metade dos intolerantes a
lactose, desenvolvem problemas, que vao desde a flatuléncia a diarreia grave. Tem
sido frequentemente observado que produtos lacteos fermentados quase nao
produzem intolerancia a lactose, embora ainda contenham cerca de dois tergcos da

lactose original; a explicagao nao é totalmente clara (WALSTRA et al.,2006).

1.2.2.2 Sais

Um nutriente muito importante no leite é o fosfato de calcio, que é
necessario para o crescimento e manutencdo dos ossos. Por conseguinte, os
fosfatos de calcio sdo pouco soluveis em agua, o que os torna dificeis de perceber
em concentragdes elevadas num sistema aquoso como o leite (WALSTRA et
al.,2006).

Ruminantes, como a vaca, tem alguns mecanismos para superar este
problema. Em primeiro lugar, o leite de vaca tem um teor relativamente elevado de
caseina, a caseina pode conter grandes quantidades de fosfato de calcio nao
dissolvidas durante a formacdo de micelas de caseina. Em segundo lugar, a
concentragao de citrato no leite é alta, e se associa fortemente com o calcio, o que

significa que a atividade do ion calcio em leite € muito baixa; Em terceiro lugar, parte
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do fosfato é esterificados e assim, mantidos nas micelas de caseina ou em solugao
(WALSTRA et al.,2006).

Leite e produtos lacteos constituem uma importante fonte de calcio para os
seres humanos; o calcio destes produtos € bem absorvido. Além disso, a relagao
molar de Ca/P (incluindo fosfato organico) é igual a 0,9 no leite; o que é uma
proporcao bastante elevada em comparagao com a maioria dos alimentos. Tal fato o
coloca como um alimento benéfico para pessoas que sédo propensas a sofrer de
osteoporose (perda de massa Ossea). A maior parte do calcio ingerido nédo é
absorvido, permanecendo no intestino como fosfato de calcio amorfo sobre o qual
varios compostos soluveis podem adsorver o que resulta em alguns efeitos
benéficos, tais como: Diminui o risco de cancro do célon em ratos e, provavelmente,
também nos seres humanos. O leite € uma boa fonte de outros minerais, incluindo
os oligoelementos, especialmente zinco. Alguns oligoelementos sdo tdxicos (por
exemplo, Cd, Hg e Pb), mas eles quase nunca sao detectados no leite em
concentragdes inseguras (WALSTRA et al.,2006).

1.2.2.3 Lipideos

A gordura no leite fornece principalmente energia, cerca de 37 kJ.g'1. A
gordura do leite € bem digerivel, independentemente da forma fisica (globulos de
gordura naturais ou homogeneizados, ou manteiga). No entanto, os acidos graxos
saturados de cadeia longa, especialmente o acido estearico, liberados no intestino,
nao pode ser completamente absorvido na presenca de calcio, porque o estearato
de calcio é pouco soluvel em pH neutro. A gordura do leite tem outras fungdes, é
solvente para algumas vitaminas (A, D e E). Outras fungbes da gordura provém de
nutrientes linoleicos e acidos linolénicos, muitas vezes de acidos gordos essenciais
(EFA). Estes sao precursores de alguns hormonios e outros metabolitos essenciais,
que fornecem o baixo ponto de fus&o dos residuos de acidos graxos de cadeia longa
(WALSTRA et al.,2006)

A gordura do leite € muitas vezes considerada hipercolesterolémica, isto €,
provoca um aumento do nivel de colesterol no sangue, devido ao seu alto teor de
conteudo de acidos graxos saturados e baixo teor de poli-insaturados.
Consequentemente, a ingestdo de gordura do leite tem sido associada com o

aumento da incidéncia de doengas cardiacas. Por outro lado, alguns cientistas
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supbem que a presenga de certos acidos linoleicos conjugados (CLA) na gordura do
leite pode proteger contra o cancer (WALSTRA et al.,2006).

1.2.2.4 Proteinas

As proteinas tem como papel nutricional primario o fornecimento de
aminoacidos essenciais e acidos: isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina,
tirosina, lisina, triptofano e valina. Para este fim, a proteina deve ser de alta
digestibilidade e conter uma quantidade suficiente destes aminoacidos. A
digestibilidade da proteina do leite € de quase 100 %. O valor nutricional pode ser
expresso de varias maneiras, uma destas maneiras € usando a razao de eficiéncia
proteica (PER). O valor PER de caseina, da proteina do soro e da proteina global no
leite integral € 2,5, 3,0 e 3,3 respectivamente, valores superiores do que a maioria
dos alimentos proteicos. O valor nutricional da mistura de caseina e das proteinas
de soro do leite é mais elevado do que o valor nutricional de cada uma
separadamente, pois, elas sdo complementares na concentracdo de alguns
aminodacidos essenciais: caseina é relativamente alta em Tyr e Phe, proteina de soro
no Cys contendo enxofre e Met. A proteina do leite pode aumentar
consideravelmente o PER de uma dieta composta de alimentos vegetais (WALSTRA
et al.,2006).

Outra fungdo nutricional de caseina é que ela pode ligar-se a grandes
quantidades de nutrientes tais como calcio e fosfato (WALSTRA et al.,2006).

Foram identificadas varias sequéncias de peptideos bioativos em proteinas
de leite, especialmente em caseina. Os peptideos bem conhecidos sao os
caseinomorphins de [(-caseina, que tém propriedades opidides, induzem o sono.
Outros inibem a enzima conversora de angiotensina (ACE), reduzindo assim a
pressdo arterial. Ainda outros, contendo SERP, podem ajudar na adsorgdo de
catides divalentes no intestino delgado. Todas estas atividades foram estabelecidas
em estudos in vitro, mas a evidéncia clinica para efeitos significativos nos seres
humanos nao foram estabelecidos (WALSTRA et al.,2006).

1.2.3. Qualidade microbiolégica do leite

O leite € uma boa fonte de nutrientes, ndo s6 para os mamiferos, mas

também para diversos micro-organismos que podem crescer no leite. Estes micro-



organismos sao principalmente bactérias, mas alguns fungos e leveduras podem
também crescer em leite. O leite contém varios nutrientes, que favorecem a
fermentacdo e o crescimento de diversas espécies bacterianas. Dada a diversidade
de micro-organismos que podem crescer no leite deve-se tomar cuidado na
aplicacao de regras gerais. Para algumas bactérias, a lactose ndo € uma fonte de
energia adequada. Outros dependem de aminoacidos livres como fonte de
nitrogénio e o leite fresco contém apenas pequenas quantidades de aminoacidos
livres. Consequentemente, tais bactérias muitas vezes comegam a crescer apos
outras bactérias terem hidrolisado as proteinas, fornecendo assim o aporte de
nutrientes adequados. Outro exemplo é a produgcdo de CO, por alguns
estreptococos que estimula o crescimento de alguns lactobacilos, em contrapartida
algumas bactérias gram-negativas sao inibidas pelo CO, (WALSTRA et al.,2006).

O leite ndo oferece Optimas condigdes para o desenvolvimento de agentes
patogénicos, ele simplesmente atua como um veiculo de agentes patogénicos. Em
muitos paises, a condigcao higiénica do leite em relagdo a estes micro-organismos €
satisfatéria. No entanto, as infecgbes alimentares causadas pelo consumo de leite
cru ocorrem especialmente em paises tropicais e subtropicais, onde o risco de
infecao pode ser maior (WALSTRA et al.,2006).

Geralmente, tomar leite cru é desaconselhavel devido a presenga de micro-
organismos patogénicos associados ao leite, como é o caso de: Escherichia coli, é
uma bactéria gram negativa, anaerdbia facultativa e fermenta a lactose. Algumas
estirpes desta bactéria sdo enteropatogénicas e entre elas a E. coli bem conhecida é
a O157: H7, que pode causar colite hemorragica (WALSTRA et al.,2006).

Salmonella e Shigella também sao agentes patogénicos e podem causar
disturbios intestinais. Yersinia enterocolitica € um membro psicrotréfico, pode causar
infecdo entérica com sintomas idénticos a apendicite. A pasteurizacdo lenta é
suficiente para eliminar as bactérias desta familia. Entre as outras bactérias gram-
negativas existem alguns agentes patogénicos conhecidos como: Aeromonas
hydrophila € um patégeno oportunista encontrado em fezes de animais saudaveis.
Esta bactéria é psicrotréfica e pode crescer em meios com 5 % de sal (WALSTRA et
al.,2006).

Brucella abortus foi encontrada no leite e € um agente patogénico para o

homem e animais. E o agente causador da brucelose (WALSTRA et al.,2006).



Campylobacter jejuni pertence a familia de Spirillaceae e pode ocorrer no
trato intestinal de muitos animais. E uma causa comum de gastroenterite, diarreia,
dores abdominais e caibras. Em todos estes casos, o leite é geralmente
contaminado com estas bactérias via contato com o esterco. Campylobacter néao
sobrevive no queijo, em parte devido ao baixo pH. Alguns surtos relatados
envolvendo estas bactérias sdao devido ao consumo do leite cru (WALSTRA et
al.,2006).

As bactérias gram-positivas formadoras de esporos pertencem a familia das
Bacillaceae. Os dois géneros mais importantes sdo Bacillus e Clostridium. Seus
esporos sao resistentes ao calor e outros agentes destruitivos. Bacillus cereus é
uma bactéria comum do solo que é frequentemente encontrada no leite. Algumas
estirpes sdo psicrotréficas e podem crescer a 7 °C. E capaz de produzir
enterotoxinas nos alimentos e causar envenenamento. No entanto, € necessario um
grande numero de UFC para que o leite torne-se improéprio. Alguns produtos lacteos
ricos em amido representam um risco maior porque a deterioracdo € mais dificil de
observar. O aquecimento em temperatura acima de 100 °C durante pelo menos 5
min mata os esporos de B. cereus, que pertencem a classe dos bacilos menos
resistentes ao calor (WALSTRA et al.,2006).

Outro grupo microbiano de importancia a ser considerados no leite sdo as
bactérias laticas. Estas bactérias produzem principalmente acido lactico a partir de
carboidratos como lactose. Elas incluem os géneros Lactococcus e Lactobacillus.
Lactococcus lactis spp e Lactococcus cremoris crescem rapidamente no leite,
especialmente acima de 20 °C. Assim, a maior parte do leite fica acido se nao for
refrigerado, e pode ocorrer agregacao de particulas de caseina. As bactérias laticas
mesofilas ndo resistem a temperatura de pasteurizacdo rapida (72 °C/ 15 s).
Pasteurizacdo lenta ndo mata bactérias lacticas termofilicas produtoras de &acido,
tais como Streptococcus thermophilus. Nos laticinios € feita a selecdo cuidadosa de
estirpes de bactérias laticas e essas séo cultivadas sob condigdes controladas para
produgcdo de derivados de leite fermentados, por exemplo: iogurte, queijo, e
manteiga (WALSTRA et al.,2006).

No grupo de micro-organismos deterioradores estdo presentes também os
psicrotroficos. Ocorrem de forma generalizada, e incluem os generos Pseudomonas,
Achromobacter, Flavobacterium, e Alcaligenes (WALSTRA et al.,2006).
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Psicrotroficos crescem facilmente a baixas temperaturas (<15 °C); no leite eles
proliferam mesmo a uma temperatura tdo baixa quanto 4 °C. Apresentam uma
grande amplitude na sua temperatura 6ptima de crescimento, variando entre (20 e
30) °C. A maioria destes micro-organismos produzem proteases e lipases, que
atacam a proteina e gordura do leite, causando putrefagdo, rango e mau cheiro
(WALSTRA et al.,2006).

Muitas vezes as enzimas produzidas por algumas bactérias podem ser
resistentes ao calor e causar mau cheiro além de alterar as propriedades fisico-
quimicas do leite UHT durante o armazenamento. Por exemplo, algumas enzimas
podem hidrolisar proteinas, resultando em um leite amargo e, eventualmente, mais
ou menos transparente. No leite cru e no tratado por pasteurizagao lenta, os defeitos
de sabor nado ocorrem até que os numero de UFC de psicrotréficos ndo ultrapassem
de 10" UFC/ mL. As colénias das bactérias gram-negativas causam deterioracdo do

leite em um tempo muito curto, sem acidificagao (WALSTRA et al.,2006).

1.2.3.1. Pseudomonas spp

Sao os organismos de deterioracdo mais comumente isolados no leite cru e
pasteurizado. A maioria destas bactérias (58 — 91 %) tem a capacidade de mostrar
distinta acgédo proteolitica, enzimatica, lipolitica e a atividade fosfolipidolitica
(Wiedmann et al.,2000).

Em comparagdo com outras bactérias psicrotroficas, Pseudomonas spp.
possui um tempo de geragao curto (< 4 h), o que implica que a contaminagdo com
apenas uma Unica célula microbiana pode levar & numeros superiores a 10°
UFC.mL™" no leite apds 8 dias de armazenamento a temperaturas de 4 °C
(LANGEVELD e CUPERUS, 1976).

As bactérias psicrotroficas gram-positivas isoladas a partir de leite cru
incluem seguintes géneros: Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Microbacterium,
Micrococcus, Arthobacter, Streptococcus, Staphylococcus e Lactobacillus (Washam
et al., 1977).

1.2.3.1.1. Pseudomonas fluorescens

Pertencem a familia das Pseudomonadaceae, apresentam células em forma

de bastonetes retos ou ligeiramente curvos, com flagelos polares, sdo aerébicas
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estritas e ndo formadoras de esporos. P. fluorescens é uma grande e heterogénea
espéecie de bactérias gram-negativas do género Pseudomonas sendo subdividida em
biotipos baseados em diversas caracteristicas fenotipicas (GUERREIRO et al.,
2005). Os membros deste grupo sdo encontrados tanto como saprofitas de vida livre
ou como agentes causadores de deterioracdo de alimentos de origem vegetal ou
animal. Apresentam temperatura 6tima de multiplicacdo entre 25 °C a 30 °C e
podem ser encontradas na agua e no solo. Estes micro-organismos sao capazes de
hidrolizar lipideos e proteinas e causar alteracdes sensoriais em produtos lacteos
como modificag&o do sabor, cor e aroma (EVANGELISTA, 2003).

O género Pseudomonas, considerado o mais importante dentre os
psicrotréficos, pode ser encontrado em aproximadamente 10 % da microbiota do
leite recém-ordenhado, sendo que sob condi¢des de refrigeracdo este género
rapidamente predomina na microbiota do leite cru (GUERREIRO et al., 2005). Este
género € representado por espeécies que apresentam o0s menores tempos de
multiplicacdo em temperaturas entre 0 °C e 7 °C (4 - 12 horas) e podem multiplicar-
se em temperaturas tao baixas quanto 10 °C (GUERREIRO et al., 2005).

1.2.4. Outros grupos bacterianos

Coliformes pertencem a familia Enterobacteriaceae e sdo comuns no trato
digestivo. Eles incluem Escherichia coli e Klebsiella aesrogenes, mas varios outros
géneros e especies estdo envolvidos. Eles crescem rapidamente no leite,
especialmente acima de 20 °C, e atacam as proteinas e a lactose produzindo CO; e
alteram o sabor do leite. A pasteurizagédo lenta elimina os coliformes. Estes sao
utilizados como micro-organismos indicadores (WALSTRA et al, 2006).

Algumas bactérias termoduricas, incluindo Microbacterium lacticum,
estreptococos termdfilos, e certas espécies de Micrococcus, nao formam esporos,
mas as células vegetativas sobrevivem a pasteurizagdo. Sdo eliminadas quando o
leite € aquecido a temperaturas acima de 80 °C/ 20 s. Estas bactérias ndo sao muito
ativas no leite armazenado a frio, mas sdo indesejaveis porque elas sobrevivem a
temperaturas de pasteurizagdo do leite e podem crescer caso o produto seja
submetido as condigdes favoraveis, especialmente a temperatura ambiente
(WALSTRA et al.,2006).

1.2.5 Fontes de contaminacao do leite
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Deve ser feita uma distingdo entre vacas saudaveis e nao saudaveis,

condi¢ao esta pode nao ser muito clara, especialmente para alguns tipos de mastite.

1.2.5.1 Vacas saudaveis

Na maioria das fémeas ndao ha micro-organismos nos alvéolos, condutos,
cisterna e na cisterna do teto, mas estdo presentes no canal da teta e no esfincter
da tetina, principalmente os sensiveis a altas temperaturas, Micrococcus,
Staphylococcus spp. e Corynebacterium bovis. Por vezes, outras bactérias, também
estdo envolvidas. Durante a ordenha, estas bactérias entram no leite. Imediatamente
ap6s a ordenha, o seu numero € muito variavel entre animais, de quase zero para
cerca de 15.000 mL™". A contagem das coldnias do leite tirado assepticamente das
vacas saudaveis € geralmente baixa, muitas vezes <100.mL™". A5 °C, as bactérias
dificilmente crescem e, apds pasteurizagao lenta, estes micro-organismos podem
frequentemente ndo ser detectados (WALSTRA et al.,2006).

1.2.5.2 Vacas insalubres

Quando uma vaca esta doente devido a uma infecgdo microbiana, os micro-
organismos envolvidos podem entrar no leite. No caso de mastite, micro-organismos
patogénicos ja estdo presentes no ubere e, deste modo, no leite. Alguns destes
micro-organismos mastiticos incluem certos estreptococos, Staphylococcus aureus,
e algumas estirpes de E. coli, e sdo patogénicas para os seres humanos (WALSTRA
et al.,2006).

Se o ubere e 6rgaos estiverem inflamados, os patégenos podem contaminar
diretamente o leite através do corpo, especialmente se a vaca também tiver mastite.
Naturalmente, os micro-organismos também podem introduzir no leite via
contaminagdo com fezes ou urina. Entre esses micro-organismos 0s que sao
patogénicos para os seres humanos sao Leptospira interrogans, Mycobacterium
tuberculosis, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Bacillus anthracis e
Brucella abortus (WALSTRA et al.,2006).

1.2.6 Contaminacgao durante e ap6s a ordenha
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As medidas de higiene tomadas durante e apds a ordenha (mecanica), sdo
essenciais para determinar quais micro-organismos estardo presentes no leite e a
sua contagem.

A contagem de micro-organismos do leite corretamente extraido de vacas
saudaveis é de cerca de 10.000 mL™, as vezes até menos. Se, no entanto, o nivel
de higiene durante a ordenha for baixo, o leite recém-colhido pode ter uma elevada
contagem, até um milhdo mL". As potenciais fontes de contaminagdo do leite,
juntamente com os micro-organismos envolvidos, serdo discutidas nos itens a seguir
(WALSTRA et al.,2006).

Durante a ordenha, os micro-organismos podem entrar no leite a partir da
pele das tetas, que muitas vezes estdo contaminadas por fezes, solo ou poeira.
Flocos de pele, cabelos, e sujeira dos pés e flancos também podem contaminar o
leite. Varios tipos de micro-organismos podem estar presentes, incluindo coliformes,
streptococos fecals, outras bactérias intestinais, esporos de bacterianos
(principalmente Clostridium spp.), leveduras e fungos. Alguns destes micro-
organismos sao patogénicos a humanos (WALSTRA et al.,2006).

Solo, fezes e poeira podem contaminar o leite e, assim, aumentar a
contagem microbiana. Além disso, esporos de bactérias, leveduras, bolores, também
podem estar presentes no ar do ambiente de ordenha. O mais frequente € o esporo
de B. subtilis, originarios de p6 de feno. Os esporos podem entrar no leite através do
ar aspirado durante a ordenha mecanica, ou cair diretamente a ele durante a
ordenha em baldes abertos. A limpeza da sala de ordenha e o0 sossego das vacas
durante ordenha estdo entre os fatores que determinam a contaminacéo do leite
(WALSTRA et al.,2006).

A ragao ou a alimentagao natural do animal geralmente contém um grande
numero de micro-organismos. Certos micro-organismos presentes no alimento
podem sobreviver a passagem do trato digestivo e, posteriormente, introduzirem-se
no leite através das fezes. Neste grupo de micro-organismos estéo incluidos alguns
patdbgenos para os humanos tais como, esporos de algumas bactérias, incluindo
Bacillus cereus, B. subtilis, e Clostridium tyrobutyricum, que podem causar a
deterioracéo do leite e produtos lacteos. Um grande numero de C. tyrobutyricum

ocorre na silagem de baixa qualidade (WALSTRA et al.,2006). Desta forma a
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qualidade da silagem € de suma importancia, e a contaminagcao do leite, por
exemplo, por estrume, deve ser rigorosamente controlado.

Equipamentos de ordenha mal higienizados podem conter um grande
nuamero de micro-organismos. Os métodos de higienizagdo aplicados nos
equipamentos de ordenha devem diminuir os micro-organismos contaminantes. Se o
uso de altas temperaturas durante a limpeza e desinfeccdo dos equipamentos de
ordenha for satisfatorio, sobreviveram as espécies resistentes ao calor, incluindo
micrococos, Microbacterium lacticum, alguns estreptococos, e bactérias formadoras
de esporos. E fundamental que os equipamentos de ordenha sejam adequadamente
higienizados (WALSTRA et al.,2006).

A agua utilizada na sala de ordenha pode ser de boa qualidade, mas é
sempre necessario que sejam feitos testes de qualidade. A agua retida na superficie
da sala de ordenha pode conter varios micro-organismos, incluindo patégenos ao
ser humano, portanto, ndo deve em caso algum, ser utilizada para higienizagao,
pois, pode conter bastonetes gram-negativos tais como Pseudomonas,
Achromobacter, Flavobacterium, e Alcaligenes spp (WALSTRA et al.,2006).

Os ordenhadores influenciam muito nos fatores ja mencionados
anteriormente e na qualidade microbiologica do leite. Eles podem também
contaminar o leite diretamente, por exemplo, com as maos. Se sdo portadores de
alguma infeccdo microbiana, podem contaminar diretamente o leite com patégenos
(WALSTRA et al.,2006).

1.2 Métodos de conservagao do leite

Sendo o leite um alimento de grande importancia na alimentacdo devido ao
seu elevado valor nutritivo, por isso € considerado um &étimo substrato para o
crescimento de varios grupos de micro-organismos, desejaveis e indesejaveis. Estes
micro-organismos podem ser eliminados ou reduzidos a niveis aceitaveis por meio

dos métodos de conservagao descritos na tabela 3.
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Tabela 1.3. Métodos de conservagao do leite

Tecnologia

Vantagens

Desvantagens

Tratamento térmico

(pasteurizagao/UHT)

Refrigeragao

Evita transmissdo de doencas reduzindo a carga

bacteriana do leite;
Prolonga a vida-de-prateleira do leite e derivados;

Retardar as reagdes quimicas e atividade enzimatica;
Retarda ou inibi o crescimento e a atividade dos micro-
organismos nos alimentos.

Evitar a alteracdo ou decomposicdo das caracteristicas
dos alimentos preservando as suas qualidades
nutricionais e organolépticas.

e Reduz bactérias lacticas benéficas do leite;

¢ Altera o sabor do leite;

e Desnaturagcdao das proteinas do leite relevantes na
produgao de alguns derivados lacteos (ex: queijo);

¢ Nao elimina os micro-organismos, nem a agao nociva
das toxinas, logo que a temperatura se torne favoravel
retomam a atividade.
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1.3 Bacteriofagos

Estima-se que no planeta existam aproximadamente 1032
bacteriéfagos, os quais sdo considerados seres ubiquos (KUTTER e
SULAKVELIDZE, 2005). Estdo, em geral, presentes em altas concentragdes
em agua e alimentos de diferentes origens, podendo ser encontrados em
diferentes produtos na ordem de 10® Unidades Formadoras de Placas/g
(PFU/g) (SULAKVELIDZE e BARROW, 2005).

A palavra fago vem do grego “comer ou devorar’. No entanto, os
bacteriéfagos sdo definidos na atualidade como parasitas intracelulares virais
obrigatérios que dependem de metabolismo bacteriano para produzir proteinas
e particulas virais (KUTTER e SULAKVELIDZE, 2005). Apresentam
especificidade, em parte mediada por proteinas associadas a cauda, que
distintamente reconhecem moléculas susceptiveis da superficie da bactéria
(STEVEN & LOESSMER, 2007).

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) classifica os
bacteriéfagos com base no tipo de morfologia e de acidos nucleicos em 10
familias, e os agrupa em varios tipos basicos, a segundo o tipo de material
genético: DNA de fita simples (ssDNA), DNA de fita dupla (dsDNA), RNA de fita
simples (ssRNA) e RNA de fita dupla (dsRNA) (ACKERMANN, 2005; ICTV,
2012).

A grande maioria dos bacteriofagos estudados com o objetivo de
biocontrole e identificagdo de bactérias faz parte da ordem dos Caudovirales e
apresentam caudas com comprimentos variaveis e cabecgas icosaédricas
contendo dsDNA (HAGENS E LOESSNER, 2007). Esses bacteriofagos podem
ser classificados em trés grupos morfolégicos: Myoviridae (caudas contrateis,
longas e rigidas), Podoviridade (caudas nao contrateis e curtas) e Siphoviridae
(caudas nao contrateis, longas e flexiveis) (GREGORACCI et al. 2006; MONK
et al., 2010).

Os bacteriofagos podem ser liticos ou lisogénicos de acordo com o ciclo
de replicagdo envolvido na infeccao do hospedeiro (Figura 1), (HAGENS e
LOESSNER, 2007). Abedon (2008) classifica os bacteriéfagos segundo o tipo
de infecgdo em seis niveis: litico, crénico, lisogénico, pseudolisogénico, restrito,

abortivo, resistente e parcialmente resistente. A infegdo litica se apresenta
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quando o bacteriéfago adere a receptores presentes na superficie bacteriana
que podem ser proteinas, peptideoglicano, lipopolissacarideos, flagelos ou
fimbrias, injeta 0 material genético no citosol da bactéria, por meio da contragéo
da cauda e induz a lise do hospedeiro. Neste momento sao liberados em torno
de 100 novos bacteriéfagos para infectar novas células (HANLON, 2007). Este
rompimento é facilitado pelo acumulo de enzimas, que enfraquecem e
destroem a parede e a membrana bacteriana, além da pressio exercida pelo
aumento da quantidade de particulas no interior da bactéria (SKURNIK e
STRAUCH, 2006; HAGENS e LOESSNER, 2007).

Bacteriéfagos liticos sdo incapazes de integrarem-se no genoma do
hospedeiro. Com o sucesso da infeccdo sempre ocorre a inativacdo do
hospedeiro e em geral apresentam amplo espectro (HAGENS e LOESSNER,
2007). Os bacteriéfagos que desenvolvem o ciclo litico sdo os que apresentam

uso potencial no controle biolégico de bactérias, pois levam a lise bacteriana.
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Figura 1.1. Ciclos de infecgao de bacteriéfagos.
Fonte: Garcia et al.,(2010) adaptado.

1.4. Uso de bacteriéfagos no biocontrole de bactérias patogénicas

Bacteriéfagos tém sido indicados para prevenir ou reduzir a colonizagao

de doengas em animais, para descontaminagcao de carcacgas, para desinfeccéo
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de equipamento e superficies de contato e para estender a vida util de
alimentos pereciveis, e suas enzimas também podem ser usados como
conservantes naturais (Figura. 2), (LEVERENTZ et al., 2001; GREER, 2005;
MARTINEZ et al., 2008; BIGWOOD et al., 2008; HUNGARO et al., 2013).

e

Fagos

I Fagoterapia l | Biosanitizagao ] lBiocontrole% l Biopreservagéol

r 10

Redugao da Desinfecgao de 5
g equipamentos e rodutos crus
rolonizacka st?pe‘:ﬁcies de Carcagas l Prodite Sinal ]

contato

Animais Industria de alimentos Armazenamenio €  Consumidor
comercializacado

Figura 1.2. Exemplos de aplicagdao de bacteriéfagos ao longo da cadeia
produtora de alimentos.
Fonte: Martinez et al., (2008) adaptado.

A utilizagcdo de bacteriofagos na produgdo de alimentos tem sido
proposta como alternativa para a industria de alimentos como um método de
controle biolégico em toda a cadeia aumentando a seguranga especialmente
de alimentos frescos (HAGENS e LOESSNER, 2010; GARCIA et al., 2010).

Segundo Sillankorva et al. (2012), bacteriéfagos oferecem vantagens

como agentes de biocontrole por varias razoes:
a) Especificidade para atingir seu hospedeiro alvo determinado pelos
receptores presentes na parede celular bacteriana, deixando intacta a
microbiota restante. Esta propriedade favorece os bacteriéfagos em relagéo

a outros antimicrobianos que podem causar danos colaterais a microbiota;
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b) A autorreplicagao e autolimitacdo, o que significa que os bacteriéfagos vao
multiplicar enquanto o hospedeiro ainda exista, multiplicando o seu impacto
antimicrobiano global,

c) Como as bactérias desenvolvem mecanismos de defesa contra os
bacteriéfagos para sua sobrevivéncia, os bacteriéfagos se adaptam
continuamente a estes sistemas de hospedeiros alterados;

d) Baixa toxicidade inerente, uma vez que consistem principalmente de acidos
nucleicos e proteinas;

e) Baixo custo e simplicidade de manipulagéo;

f) Tolerancia a condigbes adversas dos alimentos.

A pesquisa sobre os bacteriofagos tem intensificado nos ultimos dez
anos e se expandiu para além do laboratério. Produtos a base de bacteriéfagos
ja foram aprovados e estdo sendo comercializados. Em 2006, o Food And Drug
Administration (FDA), aprovou o uso e a preparagao de bacteri6fagos como
Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS) como aditivos alimentares
para o controle da bactéria patogénica Listeria monocytogenes em carne de
aves e derivados. Na Europa, o uso de Listex também foi aprovado na Suica
para fabricacdo de queijos e, recentemente, a aprovagdo se estendeu para
outros tipos de alimentos. O Listex também foi aprovado para uso no
processamento de alimentos pelo Food Standards Australia e Nova Zelandia
(FSANZ) em 2012. Varios produtos utilizando fagos sao atualmente produzidos
em escala comercial (LY-CHATAIN, 2014).

A ocorréncia, a viabilidade e o periodo de armazenamento dos
bacteriéfagos sao afetados por diferentes fatores, tais como a temperatura,
acidez, salinidade e presenca de ions. Estes fatores podem inativar os
bacteriéfagos por meio de danos em seus elementos estruturais (cabecga,
cauda e envelope), perda de lipideos ou DNA e mudancgas estruturais
(ACKERMANN et al. 2004). No entanto, a capacidade que os bacteriéfagos
tém para sobreviver em condicbes desfavoraveis €& bastante diversificada
(JONCZYK et al. 2011).

A acidez do ambiente em que os bacteriéfagos se encontram é um fator
fundamental que determina a sobrevivéncia e a persisténcia dos bacteriéfagos

naquele ambiente. A maioria dos bacteriéfagos podem ser armazenados
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durante longos periodos de tempo em pH entre (6 e 8), em solugdo ou na
forma seca (JONCZYK et al. 2011). Contudo, o titulo dos bacteriéfagos tende a
diminuir com o abaixamento do pH.

O choque osmético tem sido apontado como inativador de bacteriéfagos
(DAVIS et al. 1985; KERBY et al. 1949; SHARP et al. 1946). Whitman e
Marshall (1971) observaram que bacteriéfagos de Pseudomonas (WY e PS1)
apresentaram viabilidade reduzida em solucdes altamente concentradas de
NaCl ou sacarose. Os bacteri6fagos PS1 diluidos em 4 mol.L™" de NaCl
mostraram uma diminuigao de 99 % da viabilidade, enquanto que a viabilidade
do bacteriéfagos WY foi reduzida em apenas 26 %. No entanto, uma solug¢ao 2
mol.L™ de sacarose causou uma diminuicdo na viabilidade de PS1 em 50 % e
de 48 % em WY.

A temperatura vem sendo citada como um fator critico para a
sobrevivéncia dos bacteriéfagos (OLSON et al.,, 2004; NASSER e OMAN,
1999; YATES et al., 1985; HURST et al., 1980). Segundo esses pesquisadores,
a temperatura desempenha um papel fundamental na ligagdo, penetracéo,
multiplicacdo e na duragédo do periodo de laténcia. De acordo com Tey et al.,
(2009) temperaturas mais elevadas podem prolongar a duragcdo do estado de
laténcia de bacteriofagos. E em temperaturas inferiores a o6tima, menor
quantidade de material genético dos bacteriofagos penetra nas células
bacterianas hospedeiras e, portanto, menos deles pode ser envolvido na fase
de multiplicagdo. Além disso, a temperatura determina a ocorréncia, a
viabilidade e periodo de armazenamento de bacteriéfagos (JONCZYK et al.
2011).

Bacteriéfagos podem ser inativados exponencialmente por Iluz
ultravioleta a taxas variaveis (ADAMS et al., 1959), isto ocorre geralmente
devido a danos causados no DNA. Iriarte et al. (2007), mostraram que a fonte
de luz fluorescente reduziu bacteriéfagos de Xanthomonas em duas semanas e
a intensidade da irradiacao UV apresentou correlacdo positiva com o declinio
da populacéo de fagos afetando drasticamente sua sobrevivéncia.

Alguns produtos quimicos antissépticos em concentragdes variadas
inativam as particulas de bacteriéfagos, incluindo acido peracético, etanol e
hipoclorito de sédio (BINETTI e REINHEIMER, 2000; SUAREZ e

21



REINHEIMER, 2002). Embora existam estudos sobre a resisténcia de colifagos
ao cloro (KENNEDY e BITTON, 1987).
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DOS BACTERIOFAGOS LITICOS
CONTRA PSEUDOMONAS FLUORESCENS

RESUMO

Embora a capacidade deteriorante de P. fluorescens seja bem
conhecida, existem poucos estudos que avaliam a utilizagdo de bacteriéfagos
no controle desta espécie na industria de laticinios. O presente estudo
descreve o isolamento e a caracterizagdo de bacteriéfagos para P. fluorescens
(NCTC 10038) isolados de amostras de agua residuaria de varios setores de
uma industria de laticinio. Foram isolados seis bacteriéfagos, dos quais trés
(UFV-SG, UFV-HD e UFV-HQ) foram avaliados frente a diferentes condi¢des
encontradas na industria de alimentos e produtos antimicrobianos, uma vez
que foram aqueles que apresentaram diferencas quando realizado o estudo de
perfil pormiférmico. Determinou-se também os parametros cinéticos de
crescimento destes bacteriéfagos. Os bacteriéfagos estudados atingiram
concentragbes em torno de 10° PFU.mL™, apresentando uma taxa de absorgéo
aproximada de 1,83 x 10 mL.min™". A cada ciclo de infecdo bacteriana foram
liberados aproximadamente 200 bacteriéfagos. Os bacteriéfagos avaliados
apresentaram sensibilidade a luz UV, a pasteurizacdo lenta, a alcool 70, a
alcool gel, a acido peracético; a desincrustante acido para inox e a detergente
alcalino para lavagem CIP. Todavia foram resistentes a condi¢des, tais como
exposi¢cao aos sanitizantes: dicloroisocianurato de sédio e peréxido de
hidrogénio, a pasteurizagéo rapida, a alguns sais e acidos, mostrando potencial
para utilizacdo na industria de alimentos. Os resultados desse estudo sugerem
a possibilidade de utilizagao destes bacteriéfagos como agentes de biocontrole
em alimentos com baixa concentracdo de sais e acidos. sem que afetem a

producdo na industria de lacticinios.

PALAVRAS-CHAVE: bacteriofagos, deterioracao, P. fluorescens, leite,

biocontrole.
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1. Introducgao

O leite e produtos lacteos sdao um dos alimentos mais produzidos e
consumidos em todo o mundo. A estimativa da produ¢cdo mundial de leite e dos
derivados lacteos em 2015 foi de aproximadamente 800 689 milhares de
toneladas (FAO, 2015). O leite cru é rico em proteinas, lipidios e algumas
vitaminas e minerais. Assim, a qualidade nutricional e algumas caracteristicas
fisico-quimicas tornam este alimento suscetivel a deterioragdo devido ao
crescimento de micro-organismos (Corréa et al. 2011).

A conservacgao do leite por meio da refrigeragéo € uma pratica regular na
industria de alimentos. Apesar desta pratica ser muito util para evitar a
proliferacdo da maioria dos micrébios, bactérias psicrotroficas podem
multiplicar-se sob temperatura de refrigeracédo. O género principal presente &
Pseudomonas, sendo P. fluorescens a estirpe mais importante que provoca a
deterioracao do leite. Embora o uso de pasteurizagao seja eficaz para prevenir
agentes patogénicos, bactérias do género Pseudomonas permanecem viaveis
apos a pasteurizagao (JAY, 2005).

Uma alternativa para a conservagao de leite € o uso de bacteriéfagos
especificos para o género Pseudomonas, em combinacdo com a temperatura
baixa ou elevada para impedir ou minimizar estes problemas de contaminagao.
Bacteriéfagos séo virus que necessitam do metabolismo bacteriano para sua
replicagéo, sdo considerados parasitas intracelulares obrigatorios por falta de
metabolismo proprio. Devido a sua atuagcdo sobre as bactérias, os
bacteriéfagos desempenham uma fungdo fundamental na regulacédo da
ecologia microbiana em diversos ecossistemas (HUNGARO et al.,, 2014).
Portanto, os fagos sé&o utilizados como uma ferramenta para evitar a
proliferacdo de bactérias e para garantir maior vida de prateleira dos alimentos.
Estudos de biocontrole usando bacteriéfagos tém aumentado nos ultimos anos,
principalmente devido ao aparecimento da resisténcia bacteriana a um grande
numero de agentes antimicrobianos. Aplicagdo de bacteriofagos para os seres
humanos e para os animais ja esta sendo executado, no entanto, ha poucos
estudos sobre ambientes industriais e a utilizacdo de bacteriéfagos como

agentes sanificantes.
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O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar cinética e
morfologicamente bacteriéfagos especificos para P. fluorescens com potencial

para utilizacao na industria de laticinios.

2.2. Material e métodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de
Patogenos de Origem Alimentar e Hidrico (LAMPOAH), do Departamento de

Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa-MG.

2.2.1. Micro-organismos

Na realizacdo desta pesquisa as estirpes utilizadas foram doadas pela
Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Pseudomonas fluorescens NCTC
(10038) foi utilizada como hospedeiro no processo de isolamento, propagacao

e estudo da cinética dos bacteriéfagos.

2.2.2. Isolamento e purificagdao dos bacteriéfagos

Para o isolamento de bacteriéfagos liticos para P. fluorescens utilizou-se
a metodologia adaptada de Wall et al. (2010). Os bacteriéfagos foram isolados
de agua residuaria da fabrica de laticinios da Universidade Federal de Vigosa,
coletada em diferentes setores (setor de produgdo de queijo, doce de leite,
manteiga e de embalagem de leite). Um mililitro de amostra de agua residuaria
foi centrifugado (Mikro 200-R) a 13000g por 10 min. O pellet foi descartado e
ao sobrenadante foi adicionado 5 mL de caldo triptona de soja (TSB-Fluka®) e
um inoculo de 1 mL de cultura de P. fluorescens na fase log, seguido de
incubagao sob agitacdo em shaker (Solab, SL 221) por 130 rpm a 30 °C/24 h.
Apos este periodo, a suspensao foi centrifugada (Beckman J2-MC) a 8000g por
20 min e filtrada em membrana de éster de celulose (Milipore® 0,22 ym de
poro, 25 mm de didmetro). A deteccao da presenga dos bacteriéfagos na
suspensao foi realizada por meio da técnica de microgotas em superficie
adaptada por Hungaro et al. ( 2013).

Para a purificagdo dos bacteriéfagos foram adicionados 100 uL da
suspensao de bacteriofagos isolados a 100 yL da cultura bacteriana de P.
fluorescens incubada a 30 °C/16 - 18 h. A suspensao resultante foi incubada a

30 °C/30 minutos. Em seguida, adicionou-se a suspensdao em tubo com 5 mL
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de sobrecamada agar TSA (TSB + 0,7 % de agar-agar, Himedia®). Essa
mistura foi vertida em placa de Petri contendo agar base triptona de soja (TSB
+ 1,2 % agar-agar) e incubada a 30 °C/16 - 18 h. Apss a incubacéo, as lises
foram removidas com auxilio de pipeta e colocadas em 5 mL de cultura ativa do
hospedeiro e incubadas novamente a 30 °C por 16 - 18 h. Para cada
bacteriéfago, trés ciclos de purificagcdo foram realizados, a fim de garantir a

pureza do estoque de bacteridfagos.

2.2.3. Propagacao dos bacteriéfagos

Os bacteriéfagos foram propagados segundo a metodologia adaptado
de Hungaro et al. (2013). Adicionou-se 1 mL de P. fluorescens e 100 pL das
suspensdes de fagos a 5 mL de meio TSB. A suspensdo resultante foi
incubada em estufa a 30 °C /24 h até a completa lise celular, seguida pela
adicdo de 5 mL de solugéo tamp&o SM (50 mmol.L™" Tris-HCI (Sigma Aldrich®)
[pH 7,51, 0,1 mol.L™ NaCl (Vetec®), 8 mmol.L”" MgSO, (Chemco®).7 H,0, 0,01
% gelatina (Difco®)). A suspensao foi incubada sob agitagédo a 130 rpm a 30 °C
em shaker (Solab, SL 221) por 24 h. Apds este periodo, o sobrenadante foi
transferido para um tubo esterilizado e centrifugado (Beckman J2-MC) a 2.000g
por 20 min a 4 °C para diminuir a quantidade de células bacterianas em
suspensao. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em membrana de acetato
de celulose (Milipore®, 0,22 pm de poro). O filtrado foi armazenado em tubo de

ensaio esterilizado e mantido sob refrigeragao para posterior utilizagao.

2.2.4. Titulagao e contagem dos bacteriéfagos na suspensao

Para determinacdo da concentracdo de bacteriéfagos na suspenséo foi
utilizado tampao SM para realizar as diluicbes decimais necessarias a fim de
obter contagem de Unidades Formadoras de Placas (PFU) entre 10 e 100 por
mL de suspensao.

Foram utilizados 500 pL de P. fluorescens, cultivada em TSB (Fluka®) a
30 °C/ 6-9 h e posteriormente acrescido de 5 mL de agar sobrecamada (TSB +
0,7 % de agar-agar, Himedia®). Essa mistura foi vertida em placa de Petri
contendo agar base triptona (TSA) (TSB + 1,2 % agar-agar) para formagao de
um “tapete de crescimento” do hospedeiro. Sobre a superficie do tapete nas

placas de agar foram adicionados 10 yL de diluicdo seriadas da suspensao de
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bacteriéfagos (9 a10 pontos equidistantes na placa), seguido de incubacao a
30 °C durante 16 - 18 h. Cada ponto correspondia a uma diluicao especifica da
suspensao de bacteriofago.

A diluicdo da ultima e penultima lise evidente foram plaqueadas para a
contagem de unidades formadoras de placas (PFU), 500 uL de P. fluorescens
em fase log cultivado em caldo TSB (Fluka®) foram adicionados juntamente a
100 pL da diluicdo do bacteriofago em 5 mL de sobrecamada (TSB + 0,7 % de
agar-agar, Himedia®) e vertida em placas contendo TSA (TSB + 1,2 % agar-
agar). As placas de lise foram determinadas apés periodo de 16 a 18 horas de
incubagao a 30 °C. Apds este periodo, procedeu a contagem do numero de

placas de lise e foi calculado o titulo dos bacteriéfagos em PFU-mL™.

2.2.5. Avaliagao da gama de hospedeiros dos bacteriéfagos

Foram utilizados diferentes géneros e espécies de culturas bacterianas
de importancia em alimentos provenientes do LAMPOAH e LAPROBIQ
(Laboratério dos processos bioquimicos) do Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA). Usou-se nos ensaios: P. aeruginosa (ATCC 25619),
Escherichia coli O157:H7 (CDC EDL-933), Salmonella Enteritidis (ATCC
13076), Salmonella Typhi (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATCC
15313), Staphylococcus aureus (ATCC 25904), Acetobacter aceti (ATCC
15973), Leuconostoc mesenterdides (ATCC 10830), Pediococus acidilactic
(CRG —1Z 009), Gluconobacter (ATCC 23774).

A especificidade foi determinada utilizando a técnica de microgotas em
superficie proposta por Hungaro et al. (2013), onde 10 yL de cada suspensao
de bacteriéfagos era depositado sobre a superficie de placas contendo um
“tapete” das culturas seguido de incubagéo nas temperaturas de (30 ou 37) °C
por 18 a 24 h, de acordo com a condi¢ao 6tima de crescimento de cada micro-

organismo. Os testes foram conduzidos em triplicata.

2.2.6. Diversidade genética entre os isolados pelo perfil de polimorfismo

Foi realizada analise do polimorfismo dos fragmentos de restrigdo do
DNA genbémico (RFLP), para avaliagao da diversidade genética entre os seis
bacteriéfagos isolados neste estudo. A extracdo do DNA e ensaio de restricao

foi desenvolvido de acordo com Kumari et al. (2009).
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Em 750 pyL de cada suspensdo de bacteriofago purificado foram
adicionados 3,75 uL de RNAse deixando em repouso por 10 minutos a
temperatura ambiente (+ 24 °C). Em seguida, foram adicionou-se 37,5 pL
Proteinase K (Promega®) e 1,35 uL de dodecil sulfato de sédio (SDS) (USB®).
Apos homogeneizacdo adicionou-se fenol-cloroférmio (Sigma Aldrich®) na
proporcdo de 1:1 (v/v) e deixou-se em repouso durante 5 min para
desproteinizacdo. Em seguida, foi feita a centrifugagdo a 9950g por 10 min
(centrifuga MIKRO 200-R). O sobrenadante foi recolhido e a etapa de
desproteinizacdo repetida adicionando-se cloroférmio (Sigma Aldrich®) na
proporgao de 1:1 (v/v) e deixando em repouso por 5 minutos. Novamente foi
feita uma centrifugagédo nas condigdes ja citadas. O sobrenadante foi recolhido
e adicionado de 200 uL de acetato de amonio (Vetec®) 10 M para concentragao
final de 3,0 M. Apds esta etapa foram adicionados 600 pyL de isopropanol
(Vetec) seguido de armazenamento a -20 °C por aproximadamente 2 horas
para precipitar o DNA. Transcorrido este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 9950.g/ 30 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet
deixado para secar a temperatura ambiente (+ 24 °C) por aproximadamente 5
min. Adicionou-se entso 200 L de etanol (Vetec®) 70 % para remocéo de sais.
Novamente centrifugou-se a 9950.g/10 min, descartou-se o etanol
(sobrenadante) tendo-se o cuidado para ndo remover o pellet. O pellet foi seco
em estufa a 37 °C/ 10 min. Apds a secagem adicionou-se ao pellet 50 yL de
agua ultrapura gelada ressuspendendo o pellet por homogeneizagao durante
30 s.

O ensaio de restricdo enzimatica do DNA dos bacteriéfagos isolados foi
realizado segundo a metodologia descrita por Kumari et al. (2009). Utilizou-se
as endonucleases de restricdo: Hind Ill (Sigma Aldrich®), EcoR | (Sigma
Aldrich®), Xba (Sigma Aldrich®), Alu 1(Sigma Aldrich®), Hae Ill (Biolabs®), Hinf |
(Biolabs®) e Xho | (Sigma Aldrich®). Para cada 0,5 pL de enzima adicionou-se
12,3 pL de agua ultra pura, 5 yL de DNA, 2,0 yL (10x) de tampao da enzima
(Sigma Aldrich®) e 0,2 pL de albumina de soro bovino acetilado (BSA)
(Promega®). A digestdo de restricio ocorreu a 37 °C/ 4 h em banho-maria
(Fanem®) e posteriormente 10 uL da reacdo foi adicionada a 5 yL de azul de
bromofenol (Biosolve LTD). A solucdo foi aplicada em gel de agarose 1,5 %
(Sigma AIdrich®), eluida em tampédo TE 1x (40 mmol™” Tris-acetato (Sigma

33



Aldrich®) e 1 mmol”" EDTA (Sigma Aldrich®), pH 8,0), com 2 pL de corante
(Biolabs®) e 5 uL de tampdo de corrida Gel Loading Drye Blue (Biolabs®),
utilizando 1 pL de marcador DNA Ladder (1 Kb, Biolabs®) a 90 V por 1 h. A
visualizag&do dos fragmentos foi realizada em transiluminador de luz ultravioleta
(Vilber Lourmat) e foto documentado utilizando o sistema Quantum ST4-
1000/26mX.

2.2.7. Cinética de adsorgao do bacteriéfagos

A eficiéncia da adsor¢do dos bacteriéfagos para o hospedeiro foi
estimada segundo a metodologia modificada proposta por Adams (1959),
utilizando cultura de P. fluorescens em fase logaritmica de crescimento. O
experimento foi realizado a temperatura ambiente (+ 24 °C), sob agitagcéo
constante a 100 rpm. Foi feita a padronizagao do bacteriéfago e da cultura de
P. fluorescens nas concentragdes aproximada de 1,0 x 10° PFU.mL™" e 1,0 x
108 UFC.mL" respectivamente (Multiplicidade de infeccdo MOI = 0,01). Em
seguida, adicionou-se 100 yL do fago e 100 uL de bactérias em 800 pL de
meio de cultura TSB (Fluka®) pré - aquecido a 30 °C. O inicio da mistura
representou o ponto de tempo zero, obtiveram-se oito pontos de dados por
curva de adsorcdo correspondendo aos tempos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 min.
Determinou-se o numero de bacteriéfagos livres para cada intervalo de tempo
centrifugando as amostras (Mikro 200-R) a 10000g por 5 min e posteriormente
filtradas em filtros de membrana de acetato celulose (Milipore®, 0,22 um de
poro, 25 mm de diametro) e foi feito o plaqueamento de cada tempo por meio
da técnica de microgotas em superficie adaptada por Hungaro et al.(2013).
Posteriormente, construiu-se o grafico do logaritmo natural (Ln) do numero de
bacteriéfagos livres versus o tempo de adsorgdo. A constante de adsorgao (K)
€ igual ao oposto da inclinagdo resultante dividida pela a densidade de

bactérias (N):
K = —slope /N

2.2.8. Caracteristicas de crescimento dos bacteriéfagos

Foi feito o estudo dos parametros do ciclo de crescimento dos
bacteriéfagos (periodo de laténcia e Burst Size), esses parametros foram
determinados a partir da mudanga dindmica do numero total de bacteri6fagos
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livres em cada tempo. Neste estudo, foi utilizada a metodologia adaptada
proposta por Pajunen et al. (2000). O experimento foi realizado a temperatura
ambiente (+ 24 °C), sob agitacdo constante 100 rpm. Foi feita a padronizagéo
do bacteriofago e da cultura de P. fluorescens para concentragdo aproximada
de 1,0 x 10° PFU.mL™" e 1,0 x 10® UFC.mL™" respectivamente (MOl = 0,01). Em
seguida, adicionou-se 100 uL do bacteriéfago e 100 pyL de bactérias em 800 uL
de meio de cultura TSB (Fluka®) pré- aquecido a 30 °C. A suspensdo foi
incubada a 100 rpm a 30 °C/ 2 min. Posteriormente, foi feita a centrifugacao
(Mikro, 200-R) a 13000g/ 5 min e determinou-se o numero de bacteriéfagos
livres no sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de caldo TSB
(Fluka®), adicionou-se 100 pL da solugdo em 249,9 mL de caldo TSB (Fluka®)
pré-aquecido e manteve-se a temperatura ambiente (+ 24 °C). Foi feito o
acompanhamento do numero de bacteriofagos livres em fungao do tempo (0, 5,
7,9, 11,13, 15, 17, 19, 21, 23 e 25 minutos). A cada minuto, aliquotas de 1 mL
foram filtradas em filtros de membrana de acetato celulose (Milipore®, 0,22 pm
de poro, 25 mm de diametro) e foi feito o plaqueamento do filtrado de cada
tempo por meio da técnica de microgotas em superficie adaptada por Hungaro

et al. ( 2013). O calculo do Burst size foi feito utilizando-se a equacgéo:

BS — Média dos fagos liberados (z)
~ Média do n° de fagos adsorvidos

2.2.9. Fatores que afetam os bacteriéfagos
2.2.9.1. Viabilidade dos bacteriéfagos a luz UV e fluorescente

Para a avaliagdo da estabilidade dos bacteriéfagos a luz, foi utilizada a
metodologia descrita por Irriarte et al. (2011). Os bacteriéfagos foram expostos
a luz UV (Iampada modelo Kll — 108 SCTrg 30 w-cer) @ uma distancia de 64 cm e
luz fluorescente (ldAmpada modelo AH: TUB — T10-40 w) a uma distancia de 1,
37 m. Os bacteriéfagos foram diluidos até a concentracdo 10° PFU.mL" e em
seguida foram colocados em placas de Petri abertas durante 5, 10, 15 e 20 min
sendo expostos a luz UV. Para a exposicdao dos bacteriofagos a luz
fluorescente, estes foram colocados em tubos de ensaio durante 15 e 30 dias.
A viabilidade dos bacteri6fagos foi determinada, por meio da contagem do
namero de halos ou placas fagicas em placa contendo a cultura de P.

fluorescens.
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2.2.9.2 Viabilidade dos bacteriéfagos a acidez

Para avaliar a estabilidade dos bacteriéfagos em relagdo a acidez, as
suspensdes de bacteriéfagos foram adicionados a alguns acidos utilizados na
industria de alimentos tais como: acido acético (Impex) e acido latico (Vetec®).
Foram utilizadas como base as concentracbes destes acidos descritos como
encontrados nos derivados lacteos e o tempo de vida de prateleira dos
produtos que contém os acidos. Em cada suspensdo de bacteri6fago
(concentragdo 10° PFU.mL™") foi adicionado o acido acético e o acido latico de
modo a obter-se a concentragao de 1 % e 0,5 % de acido acético e 0,3 % e 0,2
% do acido latico, obtendo-se um volume de 1 mL de solugdo. A viabilidade dos
bacteriéfagos foi determinada, por meio da contagem do numero de halos ou
placas fagicas em cultura plaqueada em agar apds (24, 48 e 72) horas de

contato dos bacteriéfagos e os acidos.

2.2.9.3. Viabilidade dos bacteriéfagos em solugdes sanitizantes e de

limpeza na industria de alimentos.

Foi feito o estudo da viabilidade dos bacteriofagos em solucdes
sanitizantes, segundo a metodologia descrita por Lopez, (2013). Foi feito o
estudo com as solugdes sanitizantes mais utilizadas na industria de alimentos.
Em 900 uL de cada solugao sanitizante foram adicionados 100 pL de cada
bacteriéfagos na concentracdo 10° PFU.mL™. A viabilidade dos bacteriéfagos
foi determinada, por meio da contagem do numero de halos ou placas fagicas
em cultura plaqueada em &gar, apos contato com a solugao sanitizantes nos

tempos recomendados por cada fabricante como demostra a Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Concentragao das solugdes sanitizantes testadas e o tempo de

contato com os bacteriéfagos.

~ Tempo de ~
Solugoes contato (min) Concentragao

Hipoclorito de sodio 15-30 0,25 %
Dicloroisocianurato de sodio 15 - 30 200 mg.L™”
Acido peracético (NIPPO-LAT 2000) 10 2%
Desincrustante acido para inox 15 39
(NIPPO-LAT, 1000) °
Detergente alcalino para lavagem o
CIP (NIPPO-LAT 300) 40 15-5%
Peroxido de hidrogénio (Dinamica) 15-30 60 mg.L™
Etanol 15-30 70 %
Etanol gel 15-30 70 %

2.2.9.4. Viabilidade dos bacteriéfagos a salinidade e ions

Para avaliagdo da estabilidade dos bacteriéfagos em diferentes solugdes
de sais, foi utilizada a metodologia descrita por Mylon et al. (2010). Foram
adicionados a 1 mL de suspensdo de bacteriéfago a 10° PF.mL™": citrato de
sodio (500 mg.L™"), cloreto de sédio (Biosolve, 500 mg.L™") e cloreto de calcio
(Vetec, 450 mg.L™"). A viabilidade dos bacteriéfagos foi determinada, por meio
de uma contagem do numero de halos ou placas fagicas em cultura plaqueada

em agar, nos tempos 24, 48 e 72 horas de contato.

2.2.9.5. Viabilidade dos bacteriéfagos a temperatura

Para a avaliagao da estabilidade a diferentes temperaturas, foi utilizada
a metodologia descrita por Tey et al. (2009). Suspensdes de bacteriéfagos
foram incubadas a (-20, 10 e 24) °C, durante 30 dias. Foi testada a resisténcia
dos bacteriéfagos a pasteurizagédo do leite, lenta (62 °C/ 30 min) e rapida (72
°C/ 15 s). Foi feito o controle da viabilidade dos bacteriofagos pelo
plagueamento pela técnica de microgotas.

2.3. Resultados e discussao

2.3.1 Isolamento e purificagao de bacteriéfagos
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A presenca de bacteriéfagos nas suspencdes foi observada a partir da
visualizacdo de placas de lise sobre a superficie de agar sobrecamada (TSA)

contendo a cultura ativa de P. fluorecens conforme a Figura 2.1.

Figura 2.1. Placas de lise dos bacteriéfagos isolados em cultura de

P.fluorescens plaqueada sobre a superficie de agar sobrecamada (TSA).

Das amostras coletadas, foi possivel isolar seis bacteriéfagos para P.
fluorescens da amostra de agua residuaria dos setores de producao de queijo,
doce de leite, manteiga, embalagem de leite e da agua do esgoto do laticinio.
As amostras de agua residuaria de laticinio mostraram ser uma boa alternativa
para o isolamento de bacteri6fagos para P. fluorescens NCTC (10038).
Correntemente, bacteriofagos podem ser isolados de varios ambientes tais
como agua, esgoto, fezes, solo entre outros, desde que o hospedeiro esteja
presente (KUMARI et al., 2008; BUDZIK, 2000). Apos a purificagdo e

propagacao, alcancou-se o titulo de 10" PFU.mL™.

2.3.2. Avaliagao da especificidade dos bacteriéfagos isolados

Os bacteriofagos isolados foram investigados quanto a especificidade de
hospedeiros. Nao foi observada atividade litica contra nenhuma outra espécie
bacteriana testada, sendo observada especificidade apenas para a P.
fluorescens. A interagdo entre os bacteriéfagos e seus hospedeiros é mediada
por moléculas ligantes compostas por proteinas presentes na estrutura dos
bacteriéfagos que interagem com receptores presentes na superficie da
bactéria hospedeira. Estas interacbes sdo responsaveis pela especificidade
dos bacteriofagos por uma determinada estirpe ou género (RAKHUBA et al.,

2010). Os receptores tipicos incluem proteinas, lipopolissacarideos,
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carboidratos presentes na membrana externa e estruturas como os flagelos
(ROSSI; ALMEIDA, 2010). Em bactérias gram-negativas, a interagdo €
intermediada por meio do lipopolissacarideo (LPS) e proteinas de membrana e
em bactérias gram positivas a interagcdo € realizada pelo pepdideoglicano,
acido tecoico ou lipoteicdico presentes na parede celular do hospedeiro
(KUTTER; SULAKVELIDZE, 2005).

As bactérias lacticas testadas n&o foram lisadas pelos seis bacteriéfagos
especificos para P. fluorescens NCTC (10038). Este resultado é positivo, uma
vez que os laticinios usam culturas laticas na obtencdo de produtos lacteos
fermentados e bacteriéfagos sdo um grande problema neste setor (Marco et al.,
2012) . Desta forma, o fato dos bacteriéfagos apresentarem especificidade para
P. fluorescens significa um fator a mais de seguranga quando se avalia a
possibilidade de seu uso no controle de micro-organismos deterioradores, pois

nao comprometem o processo produtivo.

2.3.3 Ensaio de restrigcao

Na caracterizacdo molecular, as amostras de DNA isoladas dos
bacteriéfagos foram submetidas a digestdo com as enzimas de restri¢cao tipo | e
[l (Hind 1Il, Alu I, Hae Ill, Xho | e EcoR ). Os resultados mostram que o DNA
dos bacteriéfagos foram digeridos somente pelas enzimas Alu (Sigma Aldrich®)

e Hae IlI (Biolabs ©) como mostra a Figura 2.2.
~ AluI 1 kb Hae II1

HQ HD HRSG HT H HQ HDHRSG HTH

Figura 2.2. Restricio do comprimento do fragmento de polimorfismo
(RFLP) da UFV-HQ, UFV- HD, UFV-HR, UFV-SG, UFV-HT e UFV-H
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Os resultados sugerem que os bacteriéfagos isolados apresentam uma
genética similar, contudo, é necessario que seja feito o sequenciamento para
conhecerem-se mais profundamente as diferengas entre estes bacteriéfagos.
Diante dos resultados foram selecionados trés bacteri6fagos que apresentaram

maior titulo e lises mais transparentes para os estudos subsequentes.

2.3.4.Cinética de adsorgao do fago

Utilizou-se para este estudo um ino6culo de P. fluorescens na
concentragéo 5.6 x 108 UFC.mL™". A Tabela 2.2 ilustra os resultados do estudo
da cinética dos fagos UFV-SG, UFV-HD e UFV-HQ, com base na concentragéo
de cada bacteriofago por minuto apos contato com o hospedeiro, considerando
um MOI de 0,01.

Tabela 2.2. Fagos de P. fluorescente livres em fungcédo do tempo de adsorgao.

Fagos livres (PFU.mL™")
SG HD HQ

Tempo (min)

3,4 x 10° 5,8 x 10° 8,6 x 10°
8,5x 10° 3,7 x 10° 9,4 x 10°
4.8 x 10° 2,5x 10° 4.7 x 10°
7,5x 10% 8 x 10* 7.8 x 10*
3,8 x 10* 4 x 10* 3,7 x 10*

2.4 x 10* 3,6 x 10* 2,3 x 10*
4,8 x10° 8,5x 10* 1,5 x 10°
7.6 x 10° 1,5 x 10° 56 x 10°

OINO|O|R~RWOWN|—-

A figura 2.3 ilustra o percentual relativo de adsor¢do de cada
bacteriéfago apdés o contato com o hospedeiro nos tempos 1, 2, 3, 4, 5e 6
minutos. Como se pode observar pelo grafico, apds sete minutos de contato ja
se observa aumento do numero de fagos na suspensao o que confirma o inicio
da lise bacteriana. Os dados do sétimo e oitavo minutos foram
desconsiderados, pois, 0 numero de bacteriéfagos livres aumentou devido a

lise das células bacterianas infectadas.
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Figura 2.3. Curva de adsorgao dos bacteriéofagos UFV-SG, UFV-HD, UFV-

HQ apés contato com o hospedeiro P. fluorescens.

Os bacteriofagos UFV-SG, UFV-HD e UFV-HQ apresentaram uma
adsorcao rapida ao seu hospedeiro durante os primeiros 2 min. Apos este
tempo, cerca de 90 % dos bacteriofagos estavam adsorvidos. Assim
progressivamente o tempo de adsorcdo diminuiu e o numero final de
bacteriéfagos livres foi inferior a 10 % aos seis minutos de contato. Estes
resultados sugerem que os bacteriéfagos em estudo, possuem alta capacidade
de reconhecimento dos receptores do hospedeiro e consequentemente de
infecdo. A constante da velocidade de adsorcao dos bacteriéfagos UFV-SG,
UFV-HD e UFV-HQ foi de 1,83 x 10° 1,7 x 10° e 2,1 x 10° mL.min™
respectivamente.

Os resultados encontrados no experimento, sdo semelhantes aos
resultados encontrados por Sillankorva et al. (2012) quando estudaram a
cinética de adsor¢cao do bacteriéfago de P. fluorescens e constataram que o
bacteriéfago @IBB-PF7A parecia ter duas fases de adsorgdo: uma adsorcao
muito rapida durante os primeiros 5 min e seguido por uma taxa mais lenta de
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fixacdo depois de 5 min. O numero de bacteriéfagos livres foi inferior a 10 % ja
dentro de 5 min e inferior a 5 % dentro de 15 min apds a infecgdo. A taxa de
absorgao dos bacteriéfagos para o hospedeiro por um periodo de 5 min foi de
5,58 x 107 mL min™.

2.3.5 Caracteristicas de crescimento dos bacteriéfagos

Neste estudo, constatou-se que os bacteriofagos seguem um
crescimento exponencial. Apds 20 minutos de infecgao, cada bactéria infectada
liberou cerca de 212 particulas virais para UFV-HD; 245 para UFV-HQ e 240
para UFV-SG (Figura 2.4). A rapida agao destes bacteriéfagos pode ser uma
vantagem para o uso no biocontrole de P fluorescens na industria de
alimentos. Estes valores do ciclo de vida de fagos estdo em conformidade com
os valores encontrados por Sillankorva et al. (2012) que ao estudarem
bacteriéfagos para P. fluorescens, observaram que os periodos de eclipse e
latentes do fago @IBB-PF7A foram de 10 e 15 min, respectivamente e uma
explosédo de 153 PFU por célula infetada apdés 25 min em temperatura
ambiente (x 24 °C).

Periodo de laténcia € um tempo que regula o tempo de geragao do fago
e o burst size (Abedon et al., 2001). O periodo de laténcia (Figura 2.4) foi mais
rapido em relacdo aos periodos de outros bacteriéfagos que tém periodos de
laténcia em torno de 21-120 minutos (Lu e Breidt, 2015). Abedon et al., (2001)
relataram que as maiores explosbes estdo associadas com periodos de

laténcia superiores e vice-versa.
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Parametros cineticos de bacteriéfagos isolados para
Pseudomonas fluorescens

liberados

Log de UFP/mL
w IS
%

——5G —l—HQ HD

s 10 15 20

Tempo (minutos)

Figura 2.4. Logaritmo de unidades formadoras de placas de lise durante
“one-step growth” dos bacteriéfagos UFV-SG, UFV-HQ e UFV-HD para P.
fluorescens.

O tempo de geragéo de estirpes de P. fluorescens é de 52 min a 30 °C
(Ludewig et al., 2009), e bacteriofagos especificos para estas células
bacterianas devem ter um tempo de replicagdo mais baixo para evitar a divisao
celular antes do final do ciclo litico. Parametros cinéticos, o tamanho da
explosao (burst size) e a taxa de adsorgdo sao influenciados pela fisiologia do
hospedeiro (Abedon et al.,, 2001). Por esta razdo, os ciclos virais devem
acontecer no curto espaco de tempo, quando comparado com o tempo de
geragao bacteriana, de modo a garantir a eficiéncia na redugéo da populagao

microbiana.

2.3.6. Viabilidade dos bacteriéfagos a luz, acidos orgéanicos, temperatura
e solugodes sanitizantes.

O estudo foi realizado usando, em todos os ensaios, bacteriéfagos nas
seguintes concentragdes: SG: 1,2 x 10° PFU.mL™, HQ: 1,1 x 10° PFU.mL" e
HD: 2,1 x 10° PFU.mL™. Todos os bacteriéfagos avaliados apresentaram

sensibilidade a luz ultravioleta como pode ser observado na Tabela 2.3, tendo
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diminuido a concentragcdo em dois ciclos log a cada 5 minutos de exposi¢ao. A
luz UV pode afetar o material genético do virus e gerar danos, tais como
dimeros de pirimidina (IKEHATA E ONO, 2011) evitando a sua replicagdo. A
maioria dos efeitos inativadores dos bacteriofagos pela luz UV e visivel, parece
ser devido aos danos acumulados nos acidos nucléicos. Em sistemas
aquaticos, a luz solar (em especial UV-B) parece ser o principal fator no
declinio do numero de bacteriéfagos (SINTON et al., 2002).

Estes bacteriéfagos n&o foram significativamente sensiveis a luz
fluorescente, o que € bom para uso na industria de alimentos, que é

amplamente iluminada e excesso de luz ndo afetou a viabilidade do fago.

Tabela 2.3. Resisténcia dos bacteriéfagos a fatores comuns na industria de

alimentos.
Taxa de perda de viabilidade pela exposig¢ao a
varios fatores na industria de alimentos HD HQ SG
(Log PFU.(min"'ou h™"))

Luz UV 0,36 0,37 0,33
Luz fluorescente 0,02 0,006 | 0,013
Acido latico 0,3 % 0,00 0,002 | 0,002
Acido acético 1,0 % 0,021 0,00 0,021
Dicloroisocianurato de sodio (200 mg.L'1) 0,02 0,00 0,006
Peréxido hidrogénio (60 mg.L™) 0,00 0,00 0,006
Hipochlorito de sddio (0,25 %) 0,006 0,00 0,006
Citrato de sodio (500 mg.L™") 0,002 | 0,002 | 0,002
Cloreto de sédio (500 mg.L™) 0,002 | 0,002 | 0,004
Cloreto de calcio (450 mg.L'1) 0,002 | 0,002 | 0,002

Por outro lado, estes virus foram resistentes ao acido latico e acido
acético, as substancia usadas na higienizacdo das instalagbes industriais
rotineiramente e a alguns sais, conforme mostrado na Tabela 2.3, sugerindo
que as proteinas virais sdo estaveis nestas condicdes e a sua viabilidade nao é
influenciada por estes fatores. Por outro lado, os bacteriéfagos perderam
viabilidade em presenca de &lcool a 70 %, alcool gel, acido peracético,
detergente alcalino CIP e desincrustante acido para ago inoxidavel.

Em relacdo a temperatura, os bacteriofagos de P. fluorescens

mostraram sensibilidade a temperaturas de (-20, 10 e 24) ° C apds estocagem
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por 30 dias (Tabela 2.4). Considerando o processo de pasteurizacdo, os
bacteriéfagos perderam a viabilidade no processo de pasteurizagao lenta e
diminuindo a concentragdo para 2,6 Log PFU.mL”" quando submetidos a
pasteurizacao rapida.

O genoma viral € normalmente embalado em um capsideo de proteina
ou glicoproteinas (GELDERBLOM, 1996) e as proteinas podem ser afetadas
pela temperatura, acidos e outros parametros. A desnaturagdo de proteinas do
capsideo ou glicoproteinas pode ser relacionada a perda de viabilidade do
bacteriéfago apos exposi¢ao a condi¢cdes de estresse conforme acima descrito.
Segundo Quiberoni et al. (1999), estudos em laticinios demonstraram que o
hipoclorito de sédio (100 ppm de cloro livre) e o acido peracético inativaram
bacteriéfagos do leite dentro de 5 a 10 min. O uso de etanol a 75 % (v/v) foi
efetivo contra bacteriéfagos, enquanto o isopropanol nao foi tdo eficaz. Como
os bacteriéfagos sdao em geral mais capazes de resistir as mudancgas
ambientais do processamento de alimentos que as bactérias, eles podem
persistir em locais que ndo sejam limpos e sanitizados adequadamente
(KENNEDY e BITTON, 1987).

Tabela 2.5. Perda de viabilidade do bacteri6fago (Log PFU-mL") apos

exposicdo a diferentes condicdes (congelamento, refrigeracdo e

pasteurizagao).

HD HQ SG
Armazenamento a -20 °C/ 30 dias 432+0,2 404+0,3 438+0,2
Armazenamento a 10 °C/ 30 dias 1,02 £ 0,1 0,04 £ 0,1 0,28 £0,3
Armazenamento a 24 °C/ 30 dias 1,02+0,3 0,04 £0,3 0,25+0,1
Pasteurizagao (62 °C/ 30 min) Inviavel Inviavel Inviavel
Pasteurizagao (72 °C/ 15 s) 3,12+0,2 2,24 +0,3 2,48 £+0,3

O efeito do estresse térmico sobre os bacteriéfagos pode ser variavel. A
sobrevivéncia de bacteriofagos termotolerantes ao processo de pasteurizagéo
€ um importante ponto de entrada para os bacteriéfagos em laticinios. O exame
de bacteriéfagos de Lactobacillus helveticus por Quiberoni et al. (1999), revelou
que a termotolerancia foi dependente do bacteriéfago e do meio utilizado, com

alguns isolados inativados em temperaturas de pasteurizagdo de (63 a 72) °C e
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outros exigindo tratamento a 90 °C. Bacteriéfagos isolados a partir de soro de
queijo e iogurte requereram aquecimento a 90 °C durante 5 minutos para
reduzir a contagem de (10°- 10”) PFU. mL™" para menos de 10 PFU . mL™.
Binetti et al. (2000). Industria de alimentos deve ser um lugar com grande
quantidade de fatores que podem afetar a viabilidade de bacteriéfagos,
resultando na diminuigdo da sua atividade ao longo do hospedeiro. No entanto,
estes bacteriofagos podem ser considerados altamente estaveis e podem ser
usados para o biocontrole de P. fluorescens sob as diferentes condicdes
usadas no processamento de alimentos. Os resultados semelhantes em
caracterizagcdo dos bacteriofagos, espectro litico e ao fato de que esses
bacteriéfagos terem sido isolados no mesmo lugar sugerem que UFV-HD, UFV-

HQ e UFV-SG podem ser da mesma espécie.
2.3 Conclusao

Neste estudo foi possivel isolar bacteriéfagos com potencial para controle
biolégico de P. fluorescens na industria de laticinios. UFV-HD, UFV-HQ e UFV-
SG atingiram cerca de 10" PFU-mL™" e mostraram ter um curto periodo de
adsorcao e explosdo indicando alta taxa de replicagdo. As bactérias laticas
testadas nao foram infectadas por esses bacteriéfagos, evitando perdas em
relacdo aos produtos lacteos fermentados. Foram identificados alguns
detergentes e sanitizantes que podem ser utilizados na descontaminagéo de
superficies e equipamentos contaminados por Pseudomonas e que nao afetam
os bacteriéfagos. A viabilidade durante a pasteurizagao rapida e resisténcia a
varios fatores presentes na industria de laticinios sugerem que estes
bacteriéfagos sdo uma ferramenta potencial para aumentar a vida de prateleira

de leite pasteurizado, devido a deterioragcado das bactérias proteoliticas.
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CAPITULO 3

USO DE BACTERIOFAGOS COMO ALTERNATIVA DE CONSERVAGAO DE
LEITE CRU E PASTEURIZADO.

RESUMO

A protedlise do leite causada principalmente por P. fluorescens, € um
problema importante na industria de laticinios por causa da deterioragdo do
leite cru e pasteurizado refrigerado durante o armazenamento. No presente
estudo é feita a descricdo do biocontrole de P. fluorescens no leite cru e
pasteurizado, armazenado a (4, 15 e 24) °C. Comparando-se a contagem de
psicrotréficos no mesmo tempo, nos diferentes tratamentos e em diferentes
temperaturas nos dois tipos de leite, pode-se observar que a temperatura
influenciou de forma significativa (p < 0,05). O leite armazenado a 4 °C
apresentou contagem de micro-organismos psicrotroficos menor e a agao litica
dos bacteriéfagos foi eficaz no controle (leite + bacteriofago) e no tratamento
com maior concentragdo de bacteriéfago (102 PFU.mL"). O tempo de
armazenamento do leite pasteurizado nao teve uma influéncia significativa (P <
0,05) na concentragdo dos bacteriéfagos e a temperatura teve influéncia
significativa (P < 0,05) na concentrac&o dos bacteriéfagos. Em contrapartida, o
tempo e a temperatura de armazenamento do leite cru tiveram influéncia
significativa (p < 0,05) na concentragcao dos bacteriéfagos. As temperaturas de
(15 e 24) °C apresentaram maior efeito na concentragao dos bacteriéfagos. Os
bacteriéfagos néo alteraram as caracteristicas fisico-quimicas do leite durante
0 armazenamento e retardaram a agao proteolitica das P. fluorescens (NCTC
10038) inoculadas nos tratamentos. Os resultados deste estudo sugerem que o
bacteriéfago € uma alternativa para o biocontrole de P. fluorescens no leite
quando aplicado em concentracbes elevadas e armazenado a baixas
temperaturas.

PALAVRAS CHAVE: Bacteriofagos, biocontrole, leite, pseudomonas

fluorescens.
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3.1. Introducgao

O género Pseudomonas, considerado o mais importante dentre os
psicrotréficos, pode ser encontrado em aproximadamente 10 % da microbiota
do leite recém-ordenhado (GUERREIRO et al., 2005). Sdo os micro-
organismos de deterioracédo mais comumente isolados no leite cru e em leite
pasteurizado. A maioria destas bactérias (58 — 91 %) tem a capacidade de
mostrar distinta agdo proteolitica, enzimatica, lipolitica e a atividade
fosfolipidolitica (WIEDMANN et ai.,2000).

Em comparacado com outras bactérias psicrotroficas, Pseudomonas spp.
sdo caracterizadas por um tempo curto de geragéo (< 4 h), o que implica que a
contaminagdo com apenas uma unica célula microbiana pode levar a numeros
maiores que 10° UFC.mL™" no leite depois das oito dias de armazenamento a
temperaturas de 4° C (LANGEVELD e CUPERUS, 1976).

Uso de bacteriofagos especificos para o género pseudomonas constitui
uma alternativa para a conservacao de leite, em combinacdo com a
temperatura baixa para impedir ou minimizar estes problemas de deterioragao.
Os bacteriofagos tém capacidade de se multiplicarem de forma exponencial ao
longo do tempo (DIXON, 2004) e nédo provocam efeitos colaterais, pois, sao
inofensivos para células de mamiferos (THIEL, 2004). A presenca de
bacteriofagos em um ambiente industrial pode ser empregada para limitar a
propagagao de micro-organismos patogénicos, bem como reduzir a
contaminagao do produto em diferentes fases de producao e processamento
(SULAKVELIDZE et al., 2005).

O objetivo desse estudo foi de aplicar os bacterifagos para o
biocontrole de P. fluorescens em leite cru e leite pasteurizado, armazenados
em temperaturas diferentes (4, 15 e 24) °C. Os dados deste estudo indicam
que é possivel o biocontrole de P. fluorescens no leite usando os bacteriéfagos

em combinagdo com temperaturas baixas de armazenamento.
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3.2. Material e métodos

3.2.1. Avaliacao do biocontrole

O biocontrole in vitro, foi feito utilizando leite cru e leite pasteurizado a 75
°C/15 s oriundo da Usina de Beneficiamento Fundacdao Arthur Bernardes
(FUNARBE). Os ensaios foram conduzidos tendo como referéncia trés
controles de acordo com a anadlise realizada: a) leite puro (LC — controle
negativo), b) leite + indculo de bactéria (Lb - 10* UFC.mL") e c) leite +
bacteriéfago (LF — 108 PFU.mL™"). Foram avaliados dois tratamentos (F) sendo
que cada tratamentos consistia na adi¢ao ao leite inoculado com a bactéria de
uma concentragdes especifica de bacteriéfago (Tabela 3.1). Os tratamentos
foram incubados nas temperaturas de 4 °C +1 °C; 15°C+1°Ce 24 °C+2 °C
e analisados durante 0, 3, 6 e 9 dias. Os resultados foram relacionados ao
controle Lb (leite + in6culo de bactéria) quando se desejavel avaliar a reducao
da bactéria e frente aos demais controles quando as analises eram fisico-

quimicas.

Tabela 3.1. Esquema empregado no estudo para avaliar a efetividade do uso

dos bacteriéfagos em leite

Amostra Tratamento Inéculo Bacteriéfago
bacteriano (PFU.mL™)
(10*UFC.mL™")

Leite cru Lb + 0
LF6 + 10°
LF8 + 10°

Leite Lb + 0
pasteurizado LF6 + 10°
LF8 + 10°

(+ com in6culo e — sem indculo bacteriano)

3.2.2. Contagem de bactérias laticas (BAL) e P. fluorescens

Realizou-se a contagem de BAL e de P.fluorescens nos tratamentos ao
longo da estocagem. Foram feitas diluigdes seriadas de aliquotas de 100 uL de
cada tratamento em solugéo salina (0,9 % de NaCl) (Biosolve®). As diluigbes
foram plaqueadas por spread plat no meio Pseudomonas agar (Himedia®) para
a contagem de P. fluorescens e por pour plate no meio MRS (DifcoT'V') para

contagem de BAL.
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Para a contagem de bacteri6fagos centrifugou-se 1 mL de cada amostra
(13000 x g por 10 min), descartou-se o pellet formado e o sobrenadante foi
diluido em tampao SM (50 mmol.L-1 Tris-HCI (Sigma Aldrich®) [pH 7,5], 0,1
mol.L”" NaCl (Vetec®), 8 mmol.L™" MgSO4 (Chemco®).7 H,0, 0,01 % gelatina
(Difco®)) e plaqueado pela técnica de microgotas em superficie usando a

metodologia adaptada por Hungaro et al. (2013).

3.2.3. Analises fisico-quimicas no leite

Com o objetivo de verificar possiveis alteragbes durante o
armazenamento, foram realizadas algumas analises fisico-quimicas
(Densidade, percentual de acidez expresso em acido latico, teor de gordura,
crioscopia, teste de alizarol (72 % v/v) e pH) do leite nos tempos 0, 3, 6 e 9 dias
nos tratamentos armazenados em diferentes temperaturas (4, 15 e 24) °C
(AOAC, 2005).

3.2.4. Analise da protedlise

As amostras para andlise de protedlise do leite foram preparadas
conforme descrito por Adams et al. (1976). Aliquotas de 10 mL do leite
refrigerado foram acidificadas para pH 4,0 com acido cloridrico (Vetec) 10 mol
L™, sob agitacao constante. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
(Mikro 200-R) a 12.100 x g por 10 minutos. O soro foi descartado e a caseina
precipitada foi estocada a — 20 °C para posterior analise. O volume original foi
reconstituido utilizando tampao tris 50 mM pH 9. Foram usados géis de
poliacrilamida 15 % contendo SDS (LGC-biotecnologia) para a separagao das
proteinas, de acordo com Laemmli (1970). Os géis foram polimerizados
quimicamente, pela adicéo de 0,025 % (v/v) de tetrametileno diamina (TEMED)
e 0,05 % (p/v) de persulfato de aménio. O tampao de corrida pH 8,6, foi
preparado com Tris-base (250mM), glicina (2,5 Mm) e SDS (1%). As amostras
foram ajustadas para a concentragdo de, aproximadamente, 10 mg.mL'1 de
proteina (LAEMMLI, 1970; McPHERSON e KITCHEN, 1981). Aliquotas de 20
ML das amostras, correspondentes a, aproximadamente, 20 pg de proteina,
foram adicionadas de 10 pyL de solugdo tampao de amostra preparado com
Tris/HCI pH 6,8 (100mM), SDS (4,0%) Azul de bromofenol (0,2%), Glicerol

(20,0%) e incubadas a 95 °C por cinco minutos e, posteriormente, aplicadas no
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gel. A eletroforese foi conduzida a 150 V por 90 minutos, para separagao das
fragbes proteicas. Os géis foram corados a temperatura ambiente (+ 24 °C), em
solugdo de azul brilhante de Coomassie R a 0,2 % em etanol 50 %: acido
acético 12 %: agua. Posteriormente, eles foram revelados e transparentizados

em solucao de etanol 50 % e acido acético 12 %.

3.2.5. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) com cinco tratamentos e trés repeticdes. Os resultados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), considerando-se
um nivel de significancia a=5 %. O teste Tukey foi utilizado para verificar quais
tratamentos diferiam entre si, quando a ANOVA indicou existir diferenca
significativa.

A anadlise dos dados foi realizada utilizando o software Minitab17®

Statistical Software.
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3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Contagem de P. fluorescens e BAL nos tratamentos

Os resultados da média das contagens de P. fluorescens no leite cru

armazenado nas temperaturas de (4, 15 e 24) °C sao apresentados na Tabela
3.2.

Tabela 3.2. Média das contagens de P. fluorescens no leite cru armazenado a
(4, 15 e 24) °C, durante (0, 2 e 3) dias.

Média das contagens

Tratamento | Temperatura (log l:)l?;:s.mL'U Crescimento
0 2 3
Lb 5,54 -- 8,79 3,25
LF6 4 °C 5,54 -- 8,23 2,69
LF8 5,54 -- 7,77 2,23
Lb 5,11 9,99 4,88
LF6 15 °C 5,11 8,93 3,82
LF8 5,11 8,85 3,74
Lb 4,60 9,53 4,93
LF6 24 °C 4,60 8,72 4,11
LF8 4,60 8,36 3,76

Inicialmente havia-se planejado realizar a contagem microbiana a cada
trés dias até uma semana ou 9 dias pois esperava-se um periodo maior de
amostragem para o leite estocado em baixas temperaturas. Da mesma forma,
esperava-se uma contagem baixa de deteriorantes no leite, mas observa-se
que o indculo da bactéria usado para os ensaios (10* UFC.mL™") foi inferior &
contagem de pseudomonas no leite cru usado para compor os tratamentos
armazenados a (4 e 15) °C. O inéculo escolhido para o estudo serviria para
simular um leite com grandes possibilidades de deterioragdo. Todavia, apds o
terceiro dia de avaliagao para as amostras estocadas a 4 °C o leite ja ndo mais
apresentava condicdes de analise, sendo as mesmas descartadas. Em
temperaturas superiores apenas foi possivel amostrar até o segundo dia de

armazenamento. Pouco se pode inferir das causas exatas desta deterioracao,
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uma vez que sendo o leite uma matriz muito complexa varios fatores podem ter
levado a deterioracdo do leite em tdo curto prazo, inclusive causas
microbiologicas.

Comparando o crescimento de P. fluorescens nas amostras de leite cru
armazenados a (4, 15 e 24) °C pode-se observar que a presenca do
bacteriéfago foi efetivo na inibicdo do crescimento bacteriano. Em todos os
tratamentos adicionados de bacteriéfagos a contagem foi mais baixa. Segundo
Sulakvelidze et al. (2001), a utilizagdo de altas concentra¢cdes de bacteridfagos
com multiplicidade de Infecgdo (MOI) superior a 10.000 é mais eficiente.
Multiplicidade de Infeccdo (MOI) é a relagdo entre a concentracdo de
bacteriéfagos e a concentragado do hospedeiro. De acordo com Almeida (2010),
varios fatores podem influenciar na capacidade infectiva dos bacteriofagos com
o hospedeiro como a proporgao de bacteridfagos, quantidade de receptores da
célula e a possibilidade do bacteriéfago conseguir infetar o hospedeiro.

Um fator importante a ressaltar € que o bacteriéfago conseguiu inibir no
crescimento bacteriano mesmo em temperaturas mais elevadas. Quando se
compara o crescimento da pseudomonas nas diferentes temperaturas,
comprova-se o efeito significativo da temperatura no crescimento da bactéria.
Observa-se que nos tratamentos adicionados de bacteriéfagos este
crescimento foi também menor em condigdo de abuso de temperatura (15 °C)
temperaturas de proximas ao 6timo para a bactéria (24 °C) quando comparado
ao controle.

As contagens de BAL no leite cru nao foram afetadas pela presencga do
bacteriéfago evidenciando a especificidade do bacteriéfago para o hospedeiro
como pode ser visto na Tabela 3.2.

Uma grande preocupacao da industria de laticinios € a possibilidade de
ocorrer infeccao dos fermentos lacteos por bacteriofagos na linha de
processamento. A proposta de uso de bacteriéfagos para biocontrole de
deterioradores gera um desconforto para todos os laticinios. Buscar
ferramentas, realizar ensaios que demonstrem a especifidade dos
bacteriéfagos propostos para o biocontrole € tarefa ardua. Os resultados
obtidos pra o leite cru sugerem que o bacteri6fago em avalicdo n&o ataca as

bactérias laticas durante o armazenamento nas temperaturas estudadas.
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Tabela 3.3. Média das contagens diarias de BAL no leite cru armazenado a (4,
15 e 24) °C, durante (0, 2 e 3) dias.

Média das contagens (log UFC.mL™")

Tratamento | T (°C) dias Crescimento
0 2 3
Lb 4,43 7,13 2,70
LF6 4°C 4,43 6,85 2,42
LF8 4,43 6,86 2,42
Lb 4,91 9,63 4,72
LF6 15°C 4,91 9,62 4,71
LF8 4,91 9,71 4,80
Lb 3,89 8,08 4,19
LF6 24 °C 3,89 8,23 4,34
LF8 3,89 8,26 4,36

Os resultados da contagem de P. fluorescens no leite pasteurizado
armazenado a diferentes temperaturas podem ser observados na Tabela 3.4.

Mesmo apds a pasteurizacado do leite é possivel detectar o psicrotrofico
no leite. Isto se pode comprovar ao ver que apds adicdo de 10* UFC. mL™ de
inéculo apenas nas amostras armazenadas a 4 °C a contagem da bactéria
estava abaixo de 4,00 log UFC.mL™.

Comparando-se a contagem de Pseudomonas no mesmo tempo, nos
diferentes tratamentos e em diferentes temperaturas no leite pasteurizado,
pode-se observar que a temperatura influenciou de forma significativa o
crescimento bacteriano (p < 0,05). O leite armazenado a 4 °C apresentou
contagem de micro-organismos psicrotroficos menor (p < 0,05) e a agao litica
dos bacteriéfagos foi eficaz na inibicdo do crescimento.

A contagem de micro-organismos psicrotroficos e a temperatura de
armazenamento do leite influenciam na producdo das proteases, pois,
quantidades relativamente altas de proteases sao produzidas a temperatura de

refrigeragao (4°C a 7°C).



Tabela 3.4. Média das contagens de P. fluorescens no leite pasteurizado

armazenado a (4, 15 e 24) °C, durante (0, 3, 6 e 9) dias

Média das contagens (log UFC.mL™")

Tratamento | T (°C) Dias Incremento
0 3 6 9
Lb 2.4 6,05 8,56 9,95 7,55
LF6 4°C 2.4 5,99 8,49 8,95 6,55
LF8 24 5,88 8,2 6,76 4,36
Lb 4,48 9,11 9,67 5,19
LF6 15 °C 4,48 8,36 8,85 4,37
LF8 4,48 8,26 8,98 4,50
Lb 4,48 8,88 4,4
LF6 24 °C 4,48 8,51 4,03
LF8 4,48 8,28 3,80

A contagem de micro-organismos psicrotroficos e a temperatura de
armazenamento do leite influenciam na producdo das proteases, pois,
quantidades relativamente altas de proteases sdo produzidas a temperatura de
refrigeragdo (4°C a 7°C). Dai a necessidade de se criar alternativas para
controle deste deteriorante, seja por uso de baixas temperaturas ou mediante
algum fator de biocontrole.

Alguns autores observaram que quando se armazena o leite a 2 °C ha
inibicdo da producdo de proteases por Pseudomonas spp. (COUSIN, 1982;
SHAH, 1994). Resultados semelhantes foram encontrados por Izidoro et al.
(2013) e Santos et al. (2013), ao armazenarem o leite em diferentes tempos e
temperaturas, estes autores verificaram que, independentemente do momento,
as contagens foram mais altas, na medida em que se elevou a temperatura de
incubagao do leite. Pinto (2004) também observou o aumento da populagao de
P. fluorescens com o aumento da temperatura de incubagdo. Haryani et al.
(2003) observaram que a temperatura de refrigeracdo influenciou o
crescimento de bactérias psicrotréficas contaminantes naturais em amostras de
leite provenientes de duas fontes de producgao diferentes de tal forma que o
tempo para que a populagdo de psicrotroficos atingisse 107 UFC mL™ (7

log.mL") a2 °C, 4 °C e 7 °C, foi de nove, sete e quatro dias, respectivamente.
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Estes resultados estdo de acordo com os observados neste estudo onde se
pode observar que proximo ao sexto de armazenamento a 4 °C as contagens
de P. fluorescens ja ultrapassavam 8 log.mL™, partindo —se de um inéculo
inicial de 4 log.mL™".

A contagem das BAL foi alta em todos os tratamentos e todas
temperaturas, conforme mostrado na Tabela 3.5. Estes resultados corroboram
com os resultados da avaliagdo de especificidade dos bacteriéfagos isolados
para as BAL descritos no item 2.3.2 do capitulo 2, no qual se observou que os

bacteriofagos em estudo nao lisaram as bactérias lacticas.

Tabela 3.5. Média das contagens diarias de BAL no leite pasteurizado
armazenado a (4, 15 e 24) °C, durante (0, 2 e 3) dias.

Média das contagens (log UFC.mL")

Tratamento | T (°C) Dias Incremento
0 3 6 9
Lb 4,48 5,71 7,43 8,55 3,27
LF6 4°C 4,48 4,23 5,04 7,83 3,35
LF8 4,48 4,39 5,75 8,05 3,57
Lb 4,48 9,38 9,63 4,15
LF6 15°C | 4,48 8,60 8,92 4,44
LF8 4,48 8,52 8,83 4,35
Lb 4,48 9,08 4,60
LF6 24 °C 4,48 9,26 4,78
LF8 4,48 9,54 5,06

Segundo RAGHU, (2011), a eficacia e a estabilidade dos bacteriéfagos

estdo diretamente relacionadas a aspectos ambientais. Para Jonczyk et al.
(2011) bacteriofagos podem ser resistentes a fatores fisicos e quimicos
desfavoraveis, tais como oscilagbes de temperatura, pH, salinidade e ions,
podendo assim se estabelecer em ambientes extremos. Whitman e Marshall
(1971) observaram que o pH tem influéncia sobre os bacteriéfagos em valores
menores ou igual a 5. Sousa (2012) constatou que a temperatura pode
influenciar na viabilidade, na ocorréncia e na estocagem dos bacteriéfagos.
Whitman e Marshall (1971) verificaram que a estabilidade de bacteriéfagos de
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P. fragilis isolados de alimentos refrigerados apresentaram a temperatura de 60
°C como limitante para sua atividade infecciosa, indicando que a temperatura

de estocagem exerce influéncia na atividade do bacteriéfago.

3.3.2. Analises fisico-quimicas no leite

Os resultados das analises fisico-quimicas dos tratamentos com leite cru
durante o periodos de armazenamento a (4 e 15) °C podem ser observados na

Tabela 3.7. Para o leite pasteurizado foi observado o mesmo comportamento.
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Tabela 3.7. Caracteristicas fisico-quimicas do leite cru estocado a (4 e 15)°C durante o armazenamento.

Leite cru
o)
= Tempo
T & 0 9
|
a
L Lf Lb LF6 LF8 L Lf Lb LF6 LF8
Densidade 1.030 1.030 1.030 1.030 1.030
Crioscopia 0.544 0.544 0.544 0.544 0.544 0.544 0.544 0.544 0.544 0.544
4°C Acidez 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.16 0.15 0.18 0.15
Gordura 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6
pH 6.66 6.66 6.66 6.66 6.66 6.60 6.60 6.41 6.52 6.45
Densidade 1,033 1,033 1,033 1,033 1,033
Crioscopia 0,542 0,542 0,542 0,542 0,542 0,550 0,550 0,550 0,550 0,550
15 °C Acidez 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Gordura 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
pH 6,75 6,75 6,75 6,75 6,75 6,57 6,57 6,57 6,57 6,57

Onde densidade (g/mL); Crioscopia (°C); acidez (%); gordura (% m/m) e os tratamentos: L — leite puro, Lf - leite adicionado de bacteriéfago (10° PFUmL'1), Lb
— leite adicionado de Pseudomonas (‘IO4 UFC,mL'1), LF6 - leite adicionado de Pseudomonas e de bacteriéfago (106 PFUmL'1) e LF8 - - leite adicionado de
Pseudomonas e de bacteriéfago (108 PFUML™).
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Os resultados mostraram que apdés o armazenamento tanto no leite cru
quanto no leite pasteurizado (dados n&o tabulados) ndo houve alteragdo evidente
das caracteristicas fisico quimicas do leite comprovando assim que a adicdo de
bacteriofagos ndo altera as caracteristicas desta matéria prima. Alguma pequena
variagao observada pode ser devido a erros de analise, a caracteristica da propria
matéria prima, a amostragem entre outros fatores.

Os testes de alizarol realizados em todos os tratamentos mostram o mesmo
perfil de resultados, indicando que a adigdo de bacteriéfagos ao leite ndo afeta a
matéria prima.

As técnicas para controle de bactérias patogénicas ndo devem alterar as
propriedades sensoriais e nutricionais dos alimentos. Elas devem ser seguras, de
baixo custo e aceitas pela populagdao. Atualmente, nenhuma técnica atende a todos
esses critérios, embora uma ampla gama de metodologias tenha sido proposta para
o controle de patégenos e micro-organismos deterioradores em alimentos.
Estratégias de intervencao focalizando o inicio da cadeia produtiva tém sido usadas,
entretanto essas medidas s&o caras e dificeis de serem mantidas. Notou-se
alteragdo da acidez do leite durante o armazenamento (de 0,16 a 0,18 g de &cido
lactico), mesmo assim, o leite ainda esta de acordo com Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leite Cru Refrigerado, o qual exige que a acidez do leite
deve estar entre 0,14 e 0,18g de acido latico.100mL-1 de leite (BRASIL, 2011).
Esse aumento da acidez durante o armazenamento sob resfriamento também foi
reportado por Avelar (2015). Ao armazenar o leite a 4, 7 e 10 °C durante 3 dias, este
autor verificou aumento da acidez de 0,156 g de &cido latico.100mL-" de leite para
0,169 de acido latico.100mL™ de leite.

3.3.3. Analise da protedlise

As fragbes das proteinas no tratamento controle (CB+) contendo apenas as
bactérias P. fluorescens apresentaram-se mais fracas ao longo dos dias
comparando com as fracgdes dos outros tratamentos No entanto, quando o inéculo
de bactérias foi inoculado com o bacteriéfago, uma diminuicdo no grau de
degradacao das diferentes fracgdes de proteina foi observada quando comparado
ao tratamento controle (CB+). No tratamento controle (CF), notou-se uma diminuigcéo

no grau de degradacéo das diferentes frac¢coes de proteinas foi observada quando
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comparado ao tratamento controle (C-) e os demais tratamentos (Figura 3.1). Os
resultados sugerem que os bacteriéfagos utilizados retardaram a agao proteolitica
das P. fluorescens (NCTC 10038) inoculadas nos tratamentos. A ocorréncia de
protedlise pela atividade de proteases nativas termoestaveis € relacionada,
principalmente, com a atividade de plasmina, uma serina protease e seu precursor
inativo, o plasminogénio (BASTIAN; BROWN, 1996; HUMBERT et al., 1982).

BSA PO CF; LC-; CB'; CF10°,CF10% CFg LC-4| BsA CB's CF10°  CF10% CFy LC- CF10%5CF10%
7S O N— 3 A

Figura 3.1. Anadlise da protedlise no leite pasteurizado tratado e armazenado a
4 °C, durante nove dias, sendo: BSA (albumina de soro bovino), LC- (leite), CB*
(leite + indculo), CF (leite + bacteriéfago), F10° (leite + inculo + bacteriéfago) e

F10® (leite + in6culo + bacteriéfago).

3.4. Concluséo

Os resultados deste estudo sugerem que os bacteriéfagos € uma alternativa
para o biocontrole de P. fluorescens no leite quando adicionado em concentragdes
elevadas e armazenado a temperaturas baixas. Observou-se que os bacteri6fagos
nao alteraram as caracteristicas fisico-quimicas do leite, os componentes do leite
nao influenciaram na atividade litica dos bacteriéfagos e estes retardaram a acgao

proteolitica das P. fluorescens.
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4. CONCLUSAO GERAL

Os bacteriofagos isolados neste trabalho tém varias caracteristicas atraentes,
como tempos de replicacdo muito curtos, capacidade de adsorcdo muito rapida,
resisténcia a varios fatores que possam ser encontrados no alimento, nos ambientes
de processamento e armazenamento, o que torna o bacteriéfago um candidato
promissor para fins terapéuticos, profilaticos ou de saneamento. A tecnologia deveria
ser transferida para o campo para avaliar o potencial do biocontrole com
bacteriofago em bactérias contaminantes naturais em condigbes praticas de
producao de alimentos, processamento e armazenamento. De todos os fatores com
potencial para limitar a eficacia do controle de bactérias através dos bacteriéfagos, a
preocupacdo mais significativa é a gama restrita de hospedeiros em relagédo a
diversidade de bactérias susceptiveis que habitam os alimentos. Uma abordagem
mais gratificante e pratica seria gerar bacteriéfagos com uma gama mais extensa de
hospedeiros e, em seguida, montar um “pool” de bacteriéfagos com atividades
complementares. Além do mais, os bacteriéfagos também poderiam ser usados
como um componente adicional, onde eles poderiam agir sinergicamente quando
aplicados com um agente antimicrobiano compativel, como por exemplo, uma
bacteriocina. Espera-se que o bacteriéfago seja adicionado nos alimentos como

mais uma teoria de barreiras.
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