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RESUMO

O controle do crescimento de bactérias psicrotroficas no leite cru € crucial
para a manutencdo da sua qualidade e de seus derivados. Pseudomonas
fluorescens destaca-se como principal contaminante, com capacidade de produzir
enzimas hidroliticas termoestaveis. Bacteriofagos, virus que infectam
exclusivamente bactérias, tem sido uma alternativa promissora de biocontrole em
alimentos. Contudo, sua eficacia no controle da microbiota deteriorante de leite cru
ainda é pouco estudada. Os objetivos desse estudo foram isolar e caracterizar
bacteriéfagos liticos e avaliar seu efeito sobre a contagem bacteriana, atividade
proteolitica e protedlise causada por P. fluorescens. Foram utilizadas amostras de
agua de cérregos, rio e efluente de laticinios e o método de enriquecimento para
isolamento dos bacteriéfagos contra P. fluorescens. Foram isolados dezoito
bacteriéfagos, dos quais sete foram selecionados para caracterizacao preliminar. A
titulacao desses bacteriéfagos variou de 7 a 9 Log UFP/mL e o tamanho das placas
de lise de 0,39 a 2,67 mm. Os isolados apresentaram capacidade de infeccao
restrita ao género Pseudomonas. Dois desses bacteriéfagos (Ph6 e Ph32) foram
caracterizados mais amplamente. Ph6 e Ph32 apresentaram tamanhos de genoma
de 38,8 e 31,3 kbp; periodo de laténcia de 96 e 25 min; e burst size de 295 e 40
particulas virais por célula bacteriana infectada, respectivamente. Nenhum dos dois
bacteriéfagos foi termicamente inativado apés 30 min de tratamento a 63 e 72 °C, e
mantiveram suas titulacdes estaveis apds exposigao em faixas de pH de 5 — 11 por
60 min. Ambos os bacteriéfagos foram inativados apoés tratamento com hipoclorito de
sédio a 200 mg/L durante 30 min. Os bacteriéfagos Ph6 e Ph32 reduziram a
contagem de P. fluorescens em meio de cultivo a base de leite a 4 e 10 °C durante
os 7 dias de armazenamento. Além disso, atrasaram em dois dias a atividade
proteolitica e protedlise causada por P. fluorescens. No leite cru eles reduziram as
contagens de Pseudomonas spp., psicrotréficos e aerdbios mesofilos em 3,2; 2,5 e
2,9 Log UFC/mL, respectivamente, apos 7 dias de armazenamento a 4 °C. Os
bacteriéfagos do presente estudo possuem potencial para aplicagdo como agentes
de controle biolégico para preservagao do leite cru refrigerado.

Palavras-chave: Psicrotroficos. Protedlise. Virus.



ABSTRACT

The control of psychrotrophic growth in raw milk is crucial for maintaining its
quality and its derivatives. Pseudomonas fluorescens stands out as the main
contaminant, capable of producing thermoestable hydrolytic enzymes.
Bacteriophages, viruses that exclusively infect bacteria, have been a promising
alternative for biocontrol in food. However, its effectiveness in controlling the raw milk
microbiota is still poorly studied. The objectives of this study were to isolate and
characterize lytic bacteriophages, as well as to evaluate its effect on the bacterial
count, proteolytic activity and proteolysis caused by P. fluorescens. Samples of water
from streams, rivers and dairy effluents were used, as well as the enrichment method
for isolating bacteriophages against P. fluorescens. Eighteen bacteriophages were
isolated, of which seven were selected for preliminary characterization. The titration
of these bacteriophages varied from 7 to 9 Log PFU/mL and the size of the lysis
plates was 0.39 and 2.67 mm. They also showed infection capacity restricted to
genus Pseudomonas. Two of these bacteriophages (Ph6 and Ph32) were more
widely characterized. Ph6 and Ph32 showed genome sizes of 38.8 and 31.3 kb;
latency period of 96 and 25 min; and burst size of 295 and 40 viral particles per
infected bacterial cell, respectively. Neither bacteriophage was thermally inactivated
after 30 min of treatment at 63 and 72 ° C, and maintained their titrations stable after
exposure in pH ranges of 5 - 11 for 60 min. Both bacteriophages were inactivated
after treatment with sodium hypochlorite at 200 mg/L for 30 min. The bacteriophages
Ph6 and Ph32 reduced the count of P. fluorescens in a milk-based culture medium at
4 and 10 ° C during the 7 days of storage. Also, they delayed proteolytic activity and
proteolysis by two days. In raw milk, they decreased the counts of Pseudomonas
spp., psychrotrophic and aerobic mesophiles by 3.2, 2.5 and 2.9 Log CFU/mL,
respectively, after 7 days of storage at 4 °C. The bacteriophages of the present study

have potential for application as biological control agents for preserving raw milk.

Keywords: Psychrotrophic. Proteolysis. Virus.
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1 INTRODUGAO

O agronegocio € um dos setores econémicos mais importantes do Brasil, e
representa aproximadamente 25% do PIB (Produto Interno Bruto). Em 2018, o Brasil
foi classificado como o sexto maior produtor de leite do mundo e a atividade leiteira
cresce mais que o dobro do PIB brasileiro, ano apds ano, ha quase duas décadas
(IBGE, 2016; IBGE, 2018; ROCHA & CARVALHO, 2018). Apesar da importancia
econdmica da producéo leiteira para o pais, o Brasil ndo atende a demanda de leite
do mercado interno e a exportagao € pouco expressiva, fato relacionado com a falta
de investimento na tecnificacdo da produgado e na melhoria da qualidade do leite
produzido (VILELA et al., 2017).

Em 1952 iniciou-se no Brasil a publicagdo de legislacbes a fim de
regulamentar a producéo leiteira, assim como estabelecer parametros de qualidade
para o leite. Todavia, em funcdo da dificuldade de atendimento dentro dos prazos
aos parametros estabelecidos, varias normas foram sendo publicadas ao longo dos
anos com extensdo dos prazos para o cumprimento. As atuais normas que
estabelecem a identidade e qualidade do leite e os critérios e procedimentos para
produgao, acondicionamento, conservagao, transporte, selecao e recepgao do leite
cru sao as Instrucdes Normativas 76 e 77 publicadas em 26 de novembro de 2018
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Essas normativas
estabelecem que o leite cru deve ser mantido a uma temperatura maxima de
conservacdao de 4 °C na propriedade rural, nos postos de refrigeracdo e no
estabelecimento industrial e que o tempo transcorrido entre a ordenha e o
recebimento na unidade de beneficiamento ndo deve ser superior a 48 horas
(BRASIL, 2018b; BRASIL, 2018c).

O acondicionamento do leite a 4 °C é uma medida importante para a
manutencado da sua qualidade, pois controla a proliferacido das bactérias mesodfilas,
as quais se multiplicam em temperaturas na faixa de 20 a 40 °C. Altas contagens
bacterianas no leite cru levam a degradacdo dos seus constituintes e a perda da
qualidade e do rendimento dos derivados lacteos. Varios estudos demonstram que,
em geral, a contaminagao microbiana do leite cru produzido no Brasil é alta (BRASIL
et al., 2012; HENRICHS et al., 2014; MENEZES et al., 2015; PINTO et al., 2006;
RIBEIRO JUNIOR et al., 2018) e ndo atende as exigéncias legais vigentes.



Além da alta contagem total de bactérias, outro problema que ocorre no leite
brasileiro sdo as altas taxas de contaminacédo por psicrotroficos (ARCURI et al.,
2008; MACHADO et al., 2017; PINTO et al., 2006; RIBEIRO JUNIOR et al., 2018).
As bactérias psicrotroficas sao capazes de se multiplicar em temperaturas de 0 a 7
°C e compreendem varios géneros bacterianos, dentre os quais Pseudomonas,
Achromobacter, Bacillus, Serratia e Lactococcus apresentam maior importancia para
a industria de laticinios. Pseudomonas é o género de maior prevaléncia em leite cru
refrigerado e a principal causa de deterioragdo dessa matéria-prima e seus
derivados (MACHADO et al., 2017; PINTO et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al.,
2018; VITHANAGE et al.,, 2016). Este género caracteriza-se por bactérias Gram
negativas, aerébias, ndo formadora de esporos, termolabeis, ubiquitarias e muitas de
suas espécies sao produtoras de enzimas extracelulares, especificamente proteases
e lipases, termoestaveis. P. fluorescens é a principal espécie de microrganismo
psicrotréfico encontrado no leite cru em varios estudos (MACHADO et al., 2017;
OLIVEIRA et al, 2015; PINTO et al, 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2018;
VITHANAGE et al., 2016).

Os principais mecanismos empregados para controlar a contaminagao por
psicrotréficos sdo as medidas higiénico-sanitarias durante a ordenha do leite e na
higienizacdo dos equipamentos, todavia, sozinhas ndo sio suficientes para
solucionar o problema da contaminacgao (OLIVEIRA et al., 2015). Varios estudos tém
sido conduzidos em busca de alternativas (MUNSCH-ALATOSSAVA et al., 2018;
SITOHY et al., 2011; VIANNA et al., 2012), dentre as quais pode ser citada a
utilizacao de bacterioéfagos liticos (HU, MENG & LIU, 2016; TANAKA et al., 2018). Os
bacteriéfagos liticos sdo virus com a capacidade especifica de infectar bactérias e
causar a sua inativacao, sendo inofensivos para os seres humanos e uma medida
natural para o controle da contaminagéo do leite cru refrigerado por microrganismos
psicrotroficos (HU, MENG & LIU, 2016; SILLANKORVA et al., 2012). Todavia o
reduzido numero de trabalhos publicados para avaliar sua eficacia no controle de
microrganismos deteriorantes de lacteos torna necessaria pesquisas nessa area.

Portanto pesquisas para uso dos bacteriéfagos como agentes naturais de
biocontrole no leite cru refrigerado sdo fundamentais para ampliar o conhecimento
da eficacia desses agentes sobre o hospedeiro, a inocuidade para as culturas
lacticas e seus efeitos sobre a atividade enzimatica dos psicrotroficos e protedlise do

leite cru.
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2 OBJETIVO

Isolar e caracterizar bacteriéfagos liticos, bem como, avaliar seu efeito sobre
a contagem bacteriana, atividade proteolitica e protedlise causada por P.

fluorescens.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Isolar bacteridfagos liticos para P. fluorescens deteriorantes de leite cru;

2) Caracterizar bacteridfagos liticos para P. fluorescens quanto a titulagao,
tamanho de placas de lise, especificidade de microrganismos alvos, caracteristicas
de crescimento, tamanho do genoma, resisténcia térmica, a sanitizante e a
diferentes faixas de pH,;

3) Avaliar o efeito de bacteriéfagos sobre a contagem bacteriana, atividade
proteolitica e protedlise causada por P. fluorescens em meio de cultivo liquido a
base de leite;

4) Avaliar a influéncia da adicdo de bacteriéfagos nas contagens de

Pseudomonas spp., psicrotréficos e mesofilos em leite cru.

2.3 HIPOTESE

Adigao de bacteriéfagos ao leite cru refrigerado reduz o crescimento de P.

fluorescens e a degradacgao dos constituintes proteicos do leite.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Segundo a Organizagdo das Nagbes Unidas para a Alimentagdo e a
Agricultura (FAO), a produgdo mundial de leite em 2016 foi 817 milhdes de
toneladas, sendo a Unidao Europeia a regido com a maior produ¢ao do mundo
(FERNANDEZ et al., 2017). O Brasil, em 2018, foi classificado pela USDA (United
States Department of Agriculture) como o sexto maior produtor de leite do mundo
(IBGE, 2018).

3.1 PRODUCAO BRASILEIRA DE LEITE E ASPECTOS NORMATIVOS

Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentagcdo e a
Agricultura (FAO), a produgcdo mundial de leite em 2016 foi 817 milhdes de
toneladas, sendo a Unido Europeia a regido com a maior produ¢ao do mundo
(FERNANDEZ et al., 2017). O Brasil, em 2018, foi classificado pela USDA (United

States Department of Agriculture) como o sexto maior produtor de leite do mundo
(IBGE, 2018).

O primeiro registro da producao de leite brasileiro data de 1961 pela FAO,
com 5,2 milhdes de toneladas. Ao longo dos anos a produgdo cresceu
sistematicamente, observando-se um aumento meédio anual de 555 mil toneladas até
o ano de 2015 (VILELA et al., 2017) (Figura 1).

Figura 1 — Producao de leite brasileira de 1961 a 2015.
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Fonte: Adaptado de IBGE, 2016.
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A produgédo brasileira de leite, em 2016, foi de 33,6 bilhdes de litros (IBGE,
2016) e em 2017, foi de 33,5 bilhdes, apresentando uma retragcdo de 0,5% em
relacdo ao ano de 2016 (IBGE, 2017). Ja em 2018 a producgao foi de 33,8 bilhdes de
litros, com aumento na producao de 1,6% em relagéo ao ano anterior. As regides Sul
e Sudeste sao as maiores produtoras representando 34,2% e 33,9% do total de litros
de leite produzidos, respectivamente, e a regido Sul deteve a maior produtividade
com média de 3.437 litros/vaca/ano em 2018 (IBGE, 2018). Apesar de ser um dos
maiores produtores mundiais de leite e da importancia econdmica desta atividade
para o Brasil, o pais ndo atende a demanda de leite do mercado interno e a
exportagao é pouco expressiva. Um dos entraves para a expansao da produtividade
e dos mercados inclui a falta de investimento em tecnificagdo da produgao e
melhoria da qualidade do leite produzido (VILELA et al., 2017).

O primeiro ato de organizacéo e regulamentagédo da producéo leiteira no pais
deu-se pelo Decreto 30.691 de 29 de margo de 1952, o qual dispunha sobre a
Regulamentagao da Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) destinados ao comércio interestadual ou internacional. Este decreto deu
inicio a busca pela melhoria da qualidade do leite produzido no pais e foi modificado
varias vezes ao longo dos anos tendo em vista a necessidade de atualizagdo para
aumentar a competitividade do setor (MAIA et al., 2014).

Em 2002 foi publicada a Instrucdo Normativa n° 51 pelo MAPA aprovando os
Regulamentos Técnicos de Producgao, Identidade e Qualidade do Leite tipo A, do
Leite tipo B, do Leite tipo C, do Leite Pasteurizado e do Leite Cru Refrigerado e o
Regulamento Técnico da Coleta de Leite Cru Refrigerado e seu Transporte a Granel,
fixando os requisitos minimos a serem atendidos pelos produtores e industrias no
que tange a producao, identidade e qualidade para cada categoria de leite (BRASIL,
2002).

A partir da instituicdo da IN 51 foram abolidos o armazenamento e o
transporte do leite cru em temperatura ambiente, determinando-se a instalagéo de
tanques de refrigeracao nas propriedades e o transporte do leite em caminhdes com
tanques isotérmicos. Nos tanques de refrigeragdo por expansao se estabeleceu a
refrigeracao do leite a temperatura de 4 °C ou menos e para os tanques de imersao
7 °C ou menos, em até trés horas apds a ordenha. Para o transporte do leite
estabeleceu-se que o tempo entre ordenha e a recepgado no estabelecimento de

beneficiamento nédo fosse superior a 48h (BRASIL, 2002). O estabelecimento da
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refrigeragdo do leite cru foi importante para a conservagdo de sua qualidade
microbioldgica, pois limita o crescimento de microrganismos mesofilos que causam
sua deterioragdo e prejuizos no processamento (SAMARZIJA et al., 2012).

A IN 51 também instituiu parametros fisicos, quimicos, microbiolégicos e de
contagem de células somaticas (CCS) para o leite cru refrigerado, com prazos
especificos a serem cumpridos por cada regido brasileira. Para as regides Sul,
Sudeste e Centro-oeste estipulou-se o prazo de adequacao até julho de 2005 e para
as regides Norte e Nordeste, até julho de 2007, para atingir o limite maximo de 1,0 x
10° para a contagem padrédo em placas (CPP) expressa em UFC/mL e para a
contagem de células somaticas (CCS) expressa em CS/mL, com reducgdes
progressivas desses valores até 2011. A partir de julho de 2011 determinou-se o
valor maximo de 1,0 x 10° UFC/mL e 4,0 x 10° CS/mL para as regides Sul, Sudeste e
Centro-oeste e para as regides Norte e Nordeste, até julho de 2012 (BRASIL, 2002).
Todavia, em virtude da dificuldade de adequagao dos produtores a normativa, esta
foi substituida pela Instrucdo Normativa n° 62, publicada em dezembro de 2011
(BRASIL, 2011).

A IN 62 aboliu os leites tipo B e C e definiu as temperaturas maximas de
conservagao do leite cru como sendo de 4 °C para tanques de refrigeragcdo por
expansao e de 7 °C para os tanques de imersao e de 10°C para estabelecimentos
processadores. Ela também estendeu os prazos para o cumprimento dos critérios
microbiolégicos e de CCS do leite cru refrigerado, estabelecendo para as regides
Sul, Sudeste e Centro-oeste o prazo de dezembro de 2011 e para as regides Norte e
Nordeste, até dezembro de 2012, o valor maximo para CPP de 7,5 x 10° UFC/mL e
para CCS de 7,5 x 10° CS/mL. Reducdes progressivas foram determinadas,
atingindo os valores de 1,0 x 10° UFC/mL e de 4,0 x 10° CS/mL até 2016 para as
regides Sul, Sudeste e Centro-oeste e 2017 para Norte e Nordeste (BRASIL, 2011).
Entretanto, os requisitos ndo foram atendidos dentro dos prazos estipulados na IN
62, sendo publicada uma nova instrugdo normativa em 2016 com extensdo dos
prazos de adequacéo, a Instrugdo Normativa n°® 07 de 03 de maio de 2016 (BRASIL,
2016).

A IN 07 ampliou os prazos para os produtores atingirem os valores maximos
de CPP e CCS de 1,0 x 10° UFC/mL e de 4,0 x 10° CS/mL, respectivamente, até
julho de 2018 para as regides Sul, Sudeste e Centro-oeste e até julho de 2019 para

as regiodes Norte e Nordeste. Contudo, em 2018 foi publicada pelo MAPA a Instrugéo
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Normativa n° 31, alterando novamente os prazos para o cumprimento dos critérios
microbiolégicos e de CCS para o leite cru refrigerado, estendendo até julho de 2019
para todas as regides do pais (BRASIL, 2016; BRASIL, 2018a). Porém, ainda em
2018 foram publicadas novas instrugdes normativas, a IN 76 e a IN 77 de 26 de
novembro de 2018 (BRASIL, 2018b, BRASIL, 2018c), que revogaram a IN 62 e a IN
31, entrando em vigor seis meses apos sua data de publicagéo.

A Instrugcdo Normativa n° 76 aprova os Regulamentos Técnicos de Identidade
e Qualidade de leite cru refrigerado, de leite pasteurizado e de leite pasteurizado tipo
A e a Instrucdo Normativa n°® 77 estabelece os critérios e procedimentos para a
produgado, acondicionamento, conservacgao, transporte, selecao e recepgao do leite
cru em estabelecimentos registrados no servigo de inspecao oficial. As mudancgas
trazidas por essas instrugdes em relagdo as anteriores incluem alteragbes nas
temperaturas de conservagao e nos critérios de qualidade microbioldgica e CCS do
leite. A temperatura de conservacgéo do leite cru refrigerado nas propriedades rurais,
nas unidades de beneficiamento e em postos de refrigeragcado restringiu-se ao
maximo de 4 °C. A temperatura maxima do leite no recebimento foi fixada em 7 °C,
sendo que excepcionalmente o leite possa ser recebido com temperatura de até 9
°C. Os critérios microbiolégicos e de CCS definidos para tanques individuais ou
comunitarios foram de médias geométricas trimestrais de CPP de no maximo 3,0 x
10° UFC/mL e de CSS de no maximo 5,0 x 10° CS/mL, sendo que antes de seu
processamento ndo deva apresentar CPP maior que 9,0 x 10° UFC/mL (BRASIL,
2018b, BRASIL, 2018c).

3.2 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE DO CRU

Segundo a Instrugdo Normativa 76 do MAPA o leite cru refrigerado é definido
como o leite produzido em propriedades rurais, refrigerado e destinado aos
estabelecimentos de leite e derivados sob servico de inspec¢ao oficial. Ela estabelece
que o leite cru deve ser mantido em temperatura constante de 4 °C nas
propriedades rurais, unidades de beneficiamento e em postos de refrigeragao
(BRASIL, 2018b). O acondicionamento do leite a 4 °C é uma medida importante para
a manutengdo da sua qualidade microbiolégica, pois controla a proliferacdo das

bactérias mesodfilas, as quais se multiplicam em temperaturas na faixa de 20 a 40 °C.
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A qualidade microbiolégica do leite cru pode ser determinada por contagem padrao
em placas, que € um indicador das condi¢gbes higiénico-sanitarias da ordenha
(BRASIL et al., 2012; HENRICHS et al., 2014).

O limite de CPP previstos na IN 76 é de 3,0 x 10° UFC/mL (BRASIL, 2018b).
Altos valores de CPP no leite resultam em prejuizos para produtores e para a
industria, pois quanto maior o numero de microrganismos presentes no leite maior
sera a degradagao dos constituintes dessa matéria-prima. A degradagao desses
constituintes do leite leva a reducdo do rendimento industrial e alteragdes nos
produtos finais (BRASIL et al., 2012; MACHADO et al., 2017). Em geral, a
contaminagao microbiana do leite cru produzido no Brasil é alta se comparado a
outros paises e varia de regiao para regidao. Varios estudos demonstram que o leite
produzido no pais ndo atende as exigéncias legais vigentes (PINTO et al., 2006;
HENRICHS et al., 2014; MENEZES et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2018).

No estudo feito por Henrichs et al. (2014), realizado na regido metropolitana
do Parana, o valor médio encontrado para CPP foi de 9,8 x 10° UFC/mL, estando
acima dos limites estabelecidos pela IN 76, que é de 3,0 x 10° UFC/mL. Menezes et
al. (2015) em seu estudo da qualidade microbiolégica do leite cru produzido na
regido Norte de Minas Gerais, encontraram uma média para mesdfilos de 4,49 x 10’
UFC/mL e para psicrotréficos, de 1,61 x 10” UFC/mL. Ribeiro Junior et al. (2018)
encontraram para contagens de psicrotréficos uma média de 1,1 x 10* UFC/mL. Os
valores encontrados para mesofilos nesses estudos encontram-se acima do
estabelecido pela legislagdo, além disso, foram verificadas também altas contagens
de psicrotroficos. A legislagado brasileira para leite cru ndo estabelece limites para a
contagem de psicrotréficos, todavia contagens desse grupo microbiano igual ou
superior a 10° UFC/mL trazem prejuizos para produgdo de derivados lacteos e a
deterioragdo do leite ja se torna perceptivel (MACHADO et al., 2017; RIBEIRO
JUNIOR et al., 2018).

No estudo feito por Henrichs et al. (2014) foi observada a correlagao positiva
entre o aumento da CPP e a reducao dos constituintes do leite, como a lactose e as
proteinas, indicando que esta reducao deve-se a utilizagcdo desses substratos pelos
microrganismos. As contagens médias de CPP acima dos limites legais sao
indicativas de falhas de manuseio relacionadas as medidas higiénico-sanitarias, falta
de cuidados com a sanidade do rebanho e com a qualidade da agua utilizada, além
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de tempo prolongado de estocagem do leite e variagdes na temperatura até o seu
transporte a unidade de beneficiamento (SANTOS & FONSECA, 2007).

A manutencao do leite cru por longos periodos de tempo refrigerado, nas
propriedades rurais ou na unidade de beneficiamento, compromete a qualidade da
matéria-prima. O armazenamento prolongado possibilita a sele¢cdo de
microrganismos psicrotroficos, os quais crescem nas temperaturas de refrigeragao
do leite. Esses microrganismos, em sua maioria, possuem acao proteolitica e
lipolitica, que irdo levar a inumeros prejuizos a cadeia produtiva do leite e derivados
(BRASIL et al., 2012; HENRICHS et al., 2014; MENEZES et al., 2015; PINTO et al.,
2015).

3.2.1 Microrganismos psicrotroéficos

O termo psicrotréfico aplica-se aos microrganismos capazes de crescer sob
temperaturas de 0 a 7 °C, ou seja, capazes de se desenvolverem em temperaturas
de refrigeracdo, independente da sua temperatura 6tima de crescimento (JAY,
2005). Uma das caracteristicas dos microrganismos psicrotréficos, que permite sua
adaptacao as temperaturas de refrigeracao, é a sintese de fosfolipidios e lipidios da
membrana plasmatica (MP) com maiores propor¢des de acidos graxos insaturados
em relagéo as proporgdes encontradas na MP de microrganismos nao psicrotroficos.
Este fenbmeno possibilita a manutengao da fluidez da MP, mantendo suas funcdes
de transporte e secrecdo, uma vez que 0s acidos graxos insaturados possuem
menor ponto de fusdo que os acidos graxos saturados, permanecendo liquidos nas
temperaturas de refrigeracdo (JAY, 2005; RIBEIRO JUNIOR et al., 2018).

A refrigeracdo e armazenagem frigorifica do leite cru visam a prevengéo da
acidificagao do leite causada pelo crescimento de bactérias mesdfilas. No entanto, o
tempo de armazenamento prolongado do leite cru a baixas temperaturas permite
que ocorra a substituicdo das bactérias aerdbias mesofilas Gram-positivas,
inicialmente dominantes, pelos microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos
psicrotréficos (SAMARZIJA et al., 2012). Esses microrganismos encontram-se
amplamente distribuidos entre os géneros de bactérias Gram-negativas e em menor
proporgao entre as Gram-positivas (JAY, 2005; MACHADO et al., 2017; PINTO et
al., 2015). Apesar de os psicrotroficos reduzirem o metabolismo em baixas
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temperaturas eles apresentam boa atividade enzimatica, podendo apresentar
inclusive maior sintese de enzimas quando crescem em temperaturas de
refrigeracdo em comparagao com o crescimento em temperaturas mais elevadas,
préximas a temperatura 6tima de crescimento (JAY, 2005).

Os microrganismos psicrotroficos estdo comumente presentes no leite cru
refrigerado e, pelo fato de produzirem enzimas, proteases e lipases, comprometem a
qualidade do leite e de produtos lacteos. A atuagao das enzimas € mantida inclusive
durante o processamento e periodo de armazenamento dos derivados, pois sao
termoestaveis, permanecendo ativas apds os tratamentos térmicos aplicados ao leite
pela industria. A agéo prolongada de proteases e lipases pode causar diminuigdo do
rendimento de queijos, alteragdes sensoriais no leite fluido ou produtos lacteos tais
como sabor amargo ou rangoso, e gelificagdo e sedimentagédo no leite UHT (Ultra
High Temperature) (MACHADO et al., 2017; PINTO et al., 2014; RIBEIRO JUNIOR
et al., 2018).

As bactérias Gram-positivas psicrotroficas isoladas a partir de leite cru
incluem os seguintes géneros: Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,
Microbacterium, Micrococcus, Arthobacter, Streptococcus, Staphylococcus e
Lactobacillus. Dentre os microrganismos Gram-negativos tém-se Pseudomonas,
Aeromonas, Serratia, Acinetobacter, Alcaligenes, Achromobacter, Enterobacter e
Flavobacterium. As estirpes mais frequentemente isoladas pertencem aos géneros
Bacillus, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Pseudomonas e Burkholderia, com
predominancia do género Pseudomonas (ARCURI et al., 2008; MACHADO et al.,
2017; PINTO et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2018; SAMARZIJA et al., 2012;
VITHANAGE et al., 2016).

3.2.1.1 Pseudomonas spp.

O género Pseudomonas pertence a ordem Pseudomonadales e a familia
Pseudomonadaceae. E caracterizado por bactérias Gram-negativas, aerdbias e
comumente flageladas, apresentando flagelos polares e em alguns casos subpolar.
A estrutura da membrana externa € assimétrica e composta por lipopolissacarideo.
As células das estirpes de Pseudomonas diferem, substancialmente, em seu
tamanho e forma, podendo variar de 0,5 a 5,0 ym e serem retas a levemente curvas,
respectivamente (PALLERONI, 2005).
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E um dos géneros mais heterogéneos e ecologicamente significativos de
bactérias conhecidas devido ao fato de que as suas necessidades nutricionais sido
muito simples. Representantes deste género foram detectados em praticamente
todos os habitats naturais (solo, poeira doméstica, agua doce e nuvens), e também
foram isolados de instrumentos clinicos, solugcdes assépticas, cosméticos e produtos
médicos (OLIVEIRA et al., 2015). As espécies de Pseudomonas sao o0s
microrganismos contaminantes mais comuns isolados do leite cru refrigerado
(ARCURI et al., 2008; MACHADO et al., 2017; PINTO et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR
et al., 2018; VITHANAGE et al., 2016).

Em estudo feito por Vithanage et al. (2016), ao analisar amostras de leite cru
refrigerado, foi constatado que o género predominante dentre os microrganismos
contaminantes foi Pseudomonas. Dentro desse género, P. fluorescens é a espécie
considerada como o principal contaminante e agente de deterioragcdo do leite cru
refrigerado (ARCURI et al., 2008; MACHADO et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2015;
PINTO et al.,, 2015). A produgdo de enzimas hidroliticas termoestaveis por este
género é um fator agravante, pois leva a deterioragao do leite cru e dos derivados
lacteos (FERREIRA et al., 2012; HAHNE et al., 2018; RIBEIRO JUNIOR et al.,
2018).

As espécies P. fluorescens UFV 07A e P. fluorescens UFV 041, utilizadas
neste estudo, foram isoladas por Pinto et al. (2006) de amostras provenientes de
tanques de refrigeragcado individual, coletivos e de silos de uma industria
processadora de leite localizada na Zona da Mata Mineira. Em estudos
complementares de caracterizacdo dessas estirpes verificou-se seu potencial de
producao de proteases (PINTO et al., 2006; PINTO et al., 2014).

A capacidade de protedlise das duas estirpes difere, no estudo realizado por
Pinto et al. (2014) constatou-se que P. fluorescens UFV 041 possui maior atividade
proteolitica. Foi observada maior concentragdo de tirosina nas amostras de leite
inoculadas com P. fluorescens UFV 041 incubadas em diferentes temperaturas ao
longo de dez dias. A degradacao da caseina nas amostras de leite inoculadas com
P. fluorescens UFV 041 também ocorreu de forma mais rapida quando comparada
com as amostras inoculadas da estirpe de P. fluorescens UFV 07A.

P. fluorescens UFV 041 possui a capacidade de sintetizar uma protease
(aprX) e uma lipase (lipM). A massa de ambas as enzimas foi estimada em 49,365 e
49.811 kDa. O gene aprX de P. fluorescens UFV 041 mostrou 97% de identidade
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com a metaloprotease alcalina extracelular (aprX) da estirpe A506 de P. fluorescens.
Ja o gene lipM mostrou 93% de identidade com a lipase A da poliuretanase A (pulA)
(MARTINS et al., 2015). O gene g5 codifica a protease sintetizada pela P.
fluorescens UFV 07A com massa estimada de 49.486 kDa, caracterizada como

metaloprotease extracelular (ALVES et al., 2016).

3.2.1.2 Enzimas hidroliticas

Enzimas hidroliticas ou hidrolases sdo proteinas ativas biologicamente que
catalizam reagdes de hidrolise de ligacdo covalente; e, portanto, podem induzir
modificagdes nos constituintes do leite. Essas enzimas produzidas pelos
microrganismos psicrotroficos sdo denominadas enzimas exogenas, podendo ser
extracelulares ou intracelulares, ou seja, secretadas para o meio externo ou
liberadas apos a lise da célula bacteriana, respectivamente (CRUZ et al., 2016).

Em geral, a agdo das enzimas hidroliticas promove a hidrolise da caseina ou
da gordura do leite. A degradagéo das proteinas leva a formacado de uma estrutura
de gel (coagulagdo do leite) decorrente da precipitacdo das proteinas. Ja a
degradacao da gordura leva ao aumento da concentragao de acidos graxos livres de
cadeia curta. Esse processo culmina em perda de rendimento, amargor,
rancificagdo, sabores maltados ou metélicos no leite e derivados. Como fator
agravante, muitas dessas enzimas sao termoestaveis, o que permite a continuidade
da sua atividade mesmo depois do leite passar por tratamentos térmicos. Estas
moléculas tém a capacidade de manter de 30 a 70% da sua atividade mesmo depois
de serem submetidas a tratamentos térmicos convencionalmente utilizados no
processamento do leite (CHEN et al., 2003; GLUCK et al., 2016; MATEOS et al.,
2015; SAMARZIJA et al., 2012; STOECKEL et al., 2016b).

As enzimas hidroliticas sdo produzidas pelos microrganismos durante o
armazenamento do leite cru e sua formacdo comecga durante a fase de crescimento
exponencial das bactérias e continua durante a fase estacionaria, aumentando com
o tempo de armazenamento (STOECKEL et al., 2016a). Outro fator importante sobre
as enzimas produzidas pelos psicrotréficos € que as proteases microbianas podem
interagir com as proteases enddgenas quando ambas estdo presentes no leite. A

presenca de proteases microbianas no leite cru conduz a liberacdo de plasmina, a
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principal protease enddgena, a partir da fragdo de caseina do leite para a fragcao do
soro de leite, assim como estimulam a ativagdo de plasminogénio, fator que pode
intensificar ainda mais a hidrdlise dos componentes do leite e as alteracbes nos
produtos lacteos (SAMARZIJA et al., 2012; STOECKEL et al., 2016a).

3.2.1.2.1 Proteases

As proteases sdo enzimas proteoliticas, ou seja, que hidrolisam moléculas
proteicas (CRUZ et al.,, 2016). De acordo com o Nomenclature Committee of The
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB) as enzimas
sdo classificadas sob os numeros EC (Enzyme Commission Numbers) e recomenda-
se o0 termo peptidase para as enzimas que hidrolisam ligagdes peptidicas. Ha dois
grupos de peptidases/proteases produzidas por psicrotréficos, as exopeptidases (EC
3.411 e EC 3.4.19), as quais atuam a partir das extremidades das cadeias
polipeptidicas, e as endopeptidases (EC 3.4.21, EC 3.4.24 e EC 3.4.99), que clivam
as ligagdes a partir do interior das cadeias polipeptidicas (BAUR et al., 2015).

Dos pontos de vista de qualidade e econdmico, as proteases formadas por
Pseudomonas spp. tém maior importancia para a industria de laticinios, pois estas
bactérias sdo comumente encontradas como microbiota de leite cru (BAUR et al.,
2015; VITHANAGE et al., 2016; MACHADO et al., 2017; RIBEIRO JUNIOR et al.,
2018). Varias das enzimas hidroliticas produzidas por Pseudomonas spp. sao
capazes de manter a sua atividade entre 60 - 70% apds a pasteurizacao, e de 30 -
40% ap6s a esterilizagdo do leite (GLUCK et al.,, 2016; MATEOS et al., 2015;
SAMARZIJA et al., 2012). Em estudo realizado por Bagliniere et al. (2012) foi
avaliada a atividade de nove estirpes de P. fluorescens sobre a desestabilizagdo do
leite UHT. Um grupo de P. fluorescens classificado como altamente desestabilizador
causou a sedimentacao, formagao de agregados, reducao do potencial Zeta e da
camada de hidratagdo das micelas de caseina. Diferengas na atividade enzimatica
sdo observadas entre estirpes de Pseudomonas, essas diferencas podem estar
relacionadas com a grande variagdo genética que este género apresenta
(MARCHAND et al., 2009; SAMARZIJA et al., 2012).

Entre as proteinas do leite, as fracbes K, B e as1 da caseina sao
preferencialmente hidrolisadas pelas proteases extracelulares produzidas por P.
fluorescens, enquanto que a protedlise das proteinas do soro de leite parece ser
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limitada. A protedlise preferencial da K e B-caseina pode estar relacionada com a
posicao particular dessas fragcdes na micela de caseina e a uma concentragdo mais
alta na fase aquosa em comparagdo com as outras fragdes caseinicas
(BAGLINIERE et al., 2013; MACHADO et al., 2017).

A atuacdo das proteases é prejudicial para diversos derivados lacteos.
Quando contaminado por psicrotréficos e armazenado a baixas temperaturas por
longos periodos de tempo, o leite cru sofrera intensa hidrélise das proteinas. Em
lacteos fermentados a protedlise implicara em mudangas de textura e sabor, maior
viscosidade e a uma sinérese mais pronunciada. As mudancas associadas a
protedlise também favorecem o crescimento das culturas microbianas utilizadas para
a fermentacado do leite, pois aumenta as concentragdes de aminoacidos livres,
alterando o produto final (FERREIRA et al., 2012; SAMARZIJA et al., 2012). No caso
do leite UHT, a presenca das enzimas hidroliticas termoestaveis é especialmente
prejudicial para a sua qualidade, devido a sua estocagem a temperatura ambiente
por longos periodos de tempo, levando a gelificagdo, sedimentacao e alteragdo de
sabor (BAGLINIERE et al., 2012; BAGLINIERE et al., 2013; CHEN et al., 2003;
MATEOS et al., 2015; STOECKEL et al., 2016b).

Para a fabricagdo de queijos, a ocorréncia de bactérias psicrotroficas e de
suas enzimas tem um impacto negativo sobre a qualidade geral do produto. Como
consequéncias ha a desestabilizagcdo do sistema de plasmina natural do leite, o que
leva a alteragdes de textura e sabor e alteracbes do tempo de coagulagéo do leite
pelo coalho, em funcdo da formacéo de complexos de proteina (SAMARZIJA et al.,
2012; STOECKEL et al., 2016a). Além disso, ha redugao do rendimento da coalhada
em funcao da protedlise da caseina, que leva a geracao e perda de peptideos no
soro de queijo e alteragcbes de sabor em queijos semi-duros e duros durante a
maturacdo, em funcdo da atividade das enzimas hidroliticas que permaneceram na
coalhada (LEITNER et al., 2008; CRUZ et al., 2016).

3.2.1.2.2 Lipases

Lipases sado enzimas que hidrolisam ésteres de triacilgliceréis em acidos
graxos livres (BEVEN et al., 2001; CRUZ et al., 2016). De acordo com o
Nomenclature Committee of The International Union of Biochemistry and Molecular

Biology (NC-IUBMB) as lipases sao carboxil-hidrolases (EC 3.1.1.3), possuindo a
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capacidade de hidrolisar triacilglicerois, acidos graxos de cadeia longa (C>10)
(BAUR et al., 2015).

As lipases de bactérias psicrotréficas Gram-negativas e Gram-positivas tém
uma massa molecular entre 30 e 65 kDa e pH 6timo entre 7 e 9, e apresentam
determinadas especificidades no que se refere ao local de clivagem para a hidrolise
de triacilglicerdis, diacilgliceréis e monoacilgliceréis (BEVEN et al., 2001; CHEN et
al., 2003). Essas enzimas hidrolisam a gordura do leite, assim como a lecitina, dando
origem a acidos graxos livres. O aumento da concentragado de acidos graxos livres
de cadeia curta (C4-C8) faz com que seja conferido sabor de rango aos produtos
lacteos. O aumento dos acidos graxos de cadeia média (C10-C12) é relacionado
cCOmo a causa mais comum para os sabores de sab&o ou amargor, € 0 aumento de
acidos graxos de cadeia longa (C14-C18) ndo sao correlacionados com influéncias
no sabor do leite e dos produtos lacteos (BAUR et al., 2015; CHEN et al., 2003;
SAMARZIJA et al., 2012).

As lipases produzidas pelos microrganismos psicrotroficos, além de hidrolisar
a gordura do leite, sdo capazes também de desestruturar a membrana dos glébulos
de gordura permitindo a atuacdo das lipases endogenas, resultando em uma
desestabilizacdo da emulsdo (SAMARZIJA et al., 2012; STOECKEL et al., 2016a).
Em condigbes naturais as lipases endégenas ndo seriam capazes de degradar a
gordura do leite, no entanto, as lipases produzidas pelos microrganismos
psicrotréficos clivam a membrana dos glébulos de gordura, permitindo a quebra das
moléculas de triacilglicerdis pelas lipases enddgenas, intensificando ainda mais a
lipdlise no leite e derivados (DEETH, 2006).

As alteragdes nos derivados lacteos em funcao da agao hidrolitica das lipases
sao facilmente notadas em produtos como a manteiga e creme de leite pasteurizado.
Esses produtos tém seu potencial deteriorante aumentado devido ao fato de
possuirem alto teor de gordura em sua composigédo e pela propensao das lipases
microbianas permanecerem na fragdo gordurosa do leite. Em manteiga, a presenca
de lipases produzidas por Pseudomonas spp. pode provocar a sua rancificagao
(oxidacao lipidica) durante o armazenamento a 5 °C, por 2 dias (MAZIERO et al.,
2010). Em queijos as enzimas permanecem adsorvidas sobre os globulos, levando a
uma lipdlise indesejavel no final da maturagdo, com alta concentragdo de acidos
graxos de cadeia curta, que sao responsaveis por causar off-flavours nos queijos. P.

fluorescens e P. fragi tém sido relatadas como as principais bactérias associados
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com a rancificagdo de derivados lacteos (BAUR et al., 2015; BEVEN et al., 2001;
SAMARZIJA et al., 2012).

3.3 MEDIDAS PARA CONTROLE DE PSICROTROFICOS

As principais medidas empregadas para controlar a contaminagao por
microrganismos psicrotroficos sdo as medidas higiénico-sanitarias adotadas durante
a ordenha do leite e higienizagdo dos equipamentos, assim como medidas que
visam a manutencdo da sanidade do rebanho. Apesar de reduzirem a carga
microbiana inicial no leite cru, apenas o emprego dessas medidas pode nao ser
suficiente para solucionar o problema da contaminagao por psicrotroficos, existindo a
necessidade de medidas alternativas. O uso de gases, como o diéxido de carbono e
o dinitrogénio, uso de substancias quimicas, como o peréxido de hidrogénio e
tiocianato de sodio, e a adigdo de proteinas de leguminosas esterificadas incluem
algumas das alternativas estudas para controlar psicrotréficos contaminantes do leite
cru (BOULARES et al., 2011; MUNSCH-ALATOSSAVA et al., 2018; SITOHY et al.,
2011; VIANNA et al., 2012).

O dioxido de carbono (CO) inibe o crescimento microbiano e reduz a
producao de enzimas, pois afeta o metabolismo dos microrganismos uma vez que
promove a reducdo do pH permitindo a manutencao da qualidade do leite durante a
estocagem (MUNSCH-ALATOSSAVA et al., 2018; VIANNA et al., 2012). Vianna et
al. (2012), avaliaram o efeito da adicdo do CO, ao leite cru estocado, por seis dias, a
4 °C. Posteriormente, eles analisaram o leite quanto a sua composicao fisico-
quimica, contagem total de bactérias, de psicrotréficos e Pseudomonas spp. e
verificaram a manutencado das caracteristicas iniciais de qualidade fisico-quimica e
microbiolégica no leite tratado com COa.

Outro gas que pode ser utilizado é o dinitrogénio (N2) no leite cru, o qual
também visa a reducdo do crescimento bacteriano durante a sua estocagem.
Munsch-Alatossava et al. (2018) avaliaram o efeito do N, sobre a qualidade
microbiolégica do leite cru estocado por 7 dias, a 6 °C. No sétimo dia de estocagem
o leite tratado com N, apresentou contagem total de bactérias com 4 ciclos
logaritmos a menos do que o leite ndo tratado, assim como menor produgao de

enzimas proteoliticas e lipoliticas.
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A ativagao do sistema lactoperoxidase (LP) do leite é outra possibilidade para
a manutencao da qualidade microbiologica do leite cru e inibicdo do crescimento dos
psicrotréficos. O sistema lactoperoxidase € um sistema antimicrobiano natural do
leite, que resulta da interagao entre a enzima lactoperoxidase, o ion de tiocianato e o
peréxido de hidrogénio, que levam a geragédo de ions e acidos com potente agao
bactericida (MUNSCH-ALATOSSAVA et al., 2018). Entretanto, para que haja a
ativacao desse sistema € necessaria a adi¢gao do tiocianato de sodio e de perdxido
de hidrogénio, o que é proibido pela legislacdo brasileira. Em estudo feito por
Boulares et al. (2011) a ativagdo do sistema lactoperoxidase a partir de diversas
concentragdes do tiocianato de sodio e de perdxido de hidrogénio foi avaliada para
os leites bovino, caprino e ovino. Os resultados indicaram que com o aumento da
concentracdo do tiocianato de sodio as contagens microbianas reduziam
significativamente, sendo as concentragdes de 28 mg/L de tiocianato e 60 mg/L de
peréxido de hidrogénio as mais adequadas para preservar a qualidade do leite das
especies estudadas.

Outra alternativa estudada sao proteinas de leguminosas esterificadas. Sitohy
et al. (2011) conduziram um estudo para avaliar a capacidade de proteinas nativas e
esterificadas de soja e grao de bico de controlarem o crescimento de psicrotroficos
em leite cru de bufala. O leite foi suplementado com 0,5% das proteinas isoladas de
leguminosas e estocado a 4 °C por 30 dias. Apds a estocagem foi avaliado a
contagem total de bactérias, bactérias psicrotroficas e Pseudomonas spp., e foi
verificado uma reducgao significativa nas contagens total de bactérias, bactérias
psicrotréficas e Pseudomonas spp. no leite suplementado com as proteinas
esterificadas.

Além das possibilidades supracitadas é possivel também utilizar bacteriéfagos
liticos para o controle do crescimento dos microrganismos psicrotréficos no leite cru
(HU, MENG & LIU, 2016, 2016; TANAKA et al., 2018). Os bacteriéfagos séo virus
que infectam, especificamente, bactérias e que ja sdo usados como alternativa para
controle de bactérias patogénicas, incluindo estirpes resistentes a antimicrobianos
(BUENO et al., 2012; DINKAR et al., 2017; EL HADDAD et al., 2016; GARCIA et al.,
2009; KWIATEK et al., 2015; PERERA et al., 2015; SADEKUZZAMAN et al., 2017;
TOMAT et al., 2018). Todavia esse método € pouco estudado para controle de

microrganismos deteriorantes em lacteos.
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3.3.1 Bacteriéfagos

Bacteriéfagos sao virus com a capacidade especifica de infectar bactérias,
sendo inofensivos para os seres humanos, animais e plantas. Desde a sua
descoberta em 1915, eles tém sido estudados quanto ao seu potencial para
biocontrole de bactérias de interesse na medicina humana e na industria de
alimentos (MARTINEZ et al., 2019; PUJATO et al., 2018; SILLANKORVA et al.,
2012). Em 2006, a FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso de
bacteriéfagos como conservantes de alimentos, podendo ser utilizados como
agentes de biocontrole de estirpes bacterianas em legumes frescos, carne e
derivados (MOHAMED et al., 2018).

Em geral, os bacteriéfagos sdo exclusivamente compostos por proteinas e
acido nucleico, e a sua morfologia é constituida por uma estrutura de cabecga, que
contém o genoma, e uma estrutura de cauda ligada (Figura 2), por meio da qual
reconhece, especificamente, o seu hospedeiro (GRATH et al., 2007). A maioria dos
bacteriéfagos pertence a ordem Caudovirales, a qual pode ser subdividida em trés
familias diferentes de acordo com a morfologia da cauda. A familia Myoviridae
apresenta cauda longa contratil, a Siphoviridae cauda longa nao contratil e a
Podoviridae cauda curta ndo contratil. O tipo de material genético, que pode variar
sendo constituido por DNA (deoxyribonucleic acid) ou RNA (ribonucleic acid) de fita
dupla ou simples, junto da morfologia é utilizado para a classificagdo dos
bacteriéfagos (STONE et al., 2019).

Figura 2 — Esquema dos componentes estruturais dos bacteriéfagos.
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Os bacteriofagos séo parasitas intracelulares obrigatorios e para a sua
multiplicagdo assumem a maquinaria de sintese proteica do hospedeiro, podendo
causar a lise das células para liberar suas particulas virais formadas (via litica) ou
conduzir a integragado da sua informagao genética no cromossomo bacteriano (via
lisogénica) (SILLANKORVA et al., 2012; YOUNG, 2013). A via lisogénica permite
que o bacteriofago se replique, “silenciosamente”, cada vez que a bactéria duplica
seu material genético e sofre fissdo binaria. Quando as condigdes se tornam
favoraveis, o bacteridfago excisa o seu genoma do hospedeiro e entra no ciclo litico
(Figura 3) (MURPHY et al., 2017).

O ciclo litico pode ser dividido em varias etapas: de ligagdo, entrada de
genoma, replicagcdo, montagem, e liberacdo das particulas virais. Na etapa de
ligacao do bacteriéfago no ciclo de infecgao primeiramente ha o reconhecimento de
uma molécula como receptor especifico na superficie da célula hospedeira e a
fixagcdo (adsorcéo) a este receptor. Para entrada do genoma sugere-se que a partir
da ponta da cauda seja projetado um tubo com proteina tampéo que desencadeia
alteracao conformacional na membrana celular do hospedeiro e permite a entrada
do genoma. Subsequentemente, ha a montagem da estrutura do bacteriéfago com a
formacgao do capsideo e empacotamento do genoma (MURPHY et al., 2017).

No fim do ciclo litico os bacteri6fagos liberam proteinas liticas denominadas
holinas e endolisinas. As proteinas holinas se acumulam na membrana interna
bacteriana tornando-a permeavel as endolisinas. As proteinas endolisinas passam
para o periplasma, se tornam ativas e degradam o peptidoglicano. Esse processo
leva a ruptura da célula bacteriana e liberacédo das particulas virais com consequente
morte do microrganismo hospedeiro (PUJATO et al., 2018; YOUNG, 2013).
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Figura 3 — Ciclo de vida litico e lisogénico dos bacteriofagos.
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Os bacteriéfagos possuem uma série de vantagens como agentes de
biocontrole, pois apresentam alta especificidade em relacdo ao seu hospedeiro,
determinada por receptores da parede celular bacteriana, nao afetando a microbiota
restante; desenvolvem mecanismos de defesa para a sua sobrevivéncia, se
adaptando continuamente aos hospedeiros; apresentam baixa toxicidade inerente,
uma vez que consistem, principalmente, de acidos nucleicos e proteinas; possuem
baixo custo e facilidade de isolamento e propagacao; podem suportar as condigdes
de processamento de alimentos e tém vida util prolongada (MARTINEZ et al., 2019;
PUJATO et al., 2018; SILLANKORVA et al., 2012).

Em estudo realizado por Danis-Wlodarczyk et al. (2015) foi avaliado a eficacia
de dois bacteriéfagos no controle de biofime formado por uma estirpe de P.
aeruginosa e foi observado uma reducao de 70 a 90% nas unidades formadoras de
colénia em 24 a 72h apds a exposigao aos bacteridfagos. Dinkar et al. (2017)
avaliaram a capacidade de quatro bacteriéfagos controlarem estirpes de P.

fluorescens resistentes a antibidticos causadoras de infeccbes em peixes e
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verificaram que os bacteriéfagos controlaram o crescimento dessa bactéria e toleram
as condi¢cbes de meio existentes na aquacultura.

Em outro estudo feito por Mohamed et al. (2018) avaliou-se a eficacia de um
coquetel de bacteriéfagos sobre estirpes de E. coli isoladas de pacientes com
diarreia, mostrando atividade inibitéria sobre as estirpes avaliadas. O uso terapéutico
dos bacteriéfagos tem ganhado destaque em fungdo do surgimento de bactérias
resistentes a antibidticos (CISEK et al., 2017). Ja existem estudos em humanos com
administragao intravenosa de bacteriéfagos em casos de infecgdo por estirpes
resistentes, evidenciando a sua eficacia (ASLAM et al., 2019; JENNES et al., 2017).

3.4 BACTERIOFAGOS E LACTEOS

Os bacteriéfagos durante muitos anos foram considerados inimigos da
industria de laticinios pelo fato de infectarem as culturas lacticas, todavia também
podem ser considerados aliados em fungédo do seu potencial de controle de alguns
microrganismos patogénicos ou deteriorantes (MARTINEZ et al., 2019; PUJATO et
al., 2018).

As bactérias acido-lacticas (BAL) abrangem um grande grupo de bactérias
Gram-positivas encontradas em varios nichos ecoldgicos, e algumas estirpes sao
utilizadas para fermentacdo do leite e fabricagdo de derivados lacteos.
Historicamente o uso das BAL autdctones para a fermentacdo do leite foi uma
maneira eficaz de estender o prazo de validade deste alimento. A selegdo das
culturas de BAL comerciais domina o mercado e proporciona a industria de laticinios
a producédo de derivados lacteos com caracteristicas especificas de sabor, aroma e
textura (MURPHY et al., 2017). Assim, como grande parte dos derivados lacteos é
produzida com base em processos fermentativos bacterianos, a contaminagao
dessas estirpes por bacteriéfagos pode levar a grandes prejuizos para a industria de
laticinios.

Os bacteriofagos conhecidos que infectam as BAL pertence a ordem
Caudovirales, caracterizada por um genoma de DNA de cadeia dupla envolto por
capsideo ligado a uma cauda. O principal sinal de infecgao por bacteri6fagos em um
processo de fermentacado do leite € a diminuicdo da atividade da cultura starter, o

que leva a uma interrupg¢ao da acidificagdo (PUJATO et al., 2018).
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A infeccdo fagica das culturas lacteas € uma das principais causas de falhas
na fermentacdo (FERNANDEZ et al., 2017; PUJATO et al., 2018). A fonte de entrada
de bacteriofagos nas instalagdes se da, principalmente, por meio do leite cru
(FERNANDEZ et al., 2017; GIRAFFA et al., 2017; MURPHY et al., 2017) e de
profagos presentes nas culturas lacticas (FERNANDEZ et al., 2017). O leite cru pode
conter até 10* unidades formadoras de placas (UFP) por ml, sendo que
concentracdes de 10° UFP por mL ja podem causar problemas nos processos
fermentativos (PUJATO et al., 2018). Em fung&o da resisténcia térmica apresentada
por alguns deles, ha um aumento da sua titulagao no leite pasteurizado e no soro de
leite, podendo alcancar valores de até 10° UFP/mL (GIRAFFA et al., 2017).

Os fermentos de BAL que apresentam profagos, sob certas condigdes, tais
como temperatura flutuante, pH reduzido e sal, podem ter o ciclo litico do préfago
ativado e iniciar a replicacdo e a liberagdo da descendéncia de bacteri6fagos
durante o processo fermentativo. A analise extensiva deve ser realizada em
potenciais estirpes utilizadas nas culturas de arranque antes da sua utilizagdo para a
producao de derivados lacteos, a fim de determinar a presenga ou auséncia de
préfagos e o risco de indugdo do ciclo litico dos existentes sob varias condigbes
(MURPHY et al., 2017). Outras vias de contaminacao dos produtos lacteos nas
instalacdes industriais incluem movimentacado de pessoal e equipamentos, manuseio
de matérias-primas, deslocamentos aéreos de respingos de liquidos de superficies
contaminadas, que podem aerossolizar os bacteriéfagos presentes e causar sua
disseminacdo através das particulas no ar para todo o ambiente fabril (FERNANDEZ
et al., 2017; PUJATO et al., 2018).

Além dos problemas causados pelos bacteriofagos que infectam as BAL,
muitos outros tém sido utilizados como aliados da industria de lacteos como
desinfetantes e conservantes. O uso dos bacteriéfagos possui varias vantagens
sobre os desinfetantes convencionais, como uma gama estreita de hospedeiros,
eficacia contra bactérias resistentes a antimicrobianos, assim como o fato de serem
uma medida natural (FERNANDEZ et al., 2017). Em estudo feito por Garcia et al.
(2009) foram utilizados bacteriéfagos para o controle de estipes de Staphylococcus
aureus em leite cru, pasteurizado e UHT integral, no qual foi verificado a inibicao do
crescimento das estipes de S. aureus nas amostras inoculadas com um mix de

bacteriéfagos. De forma similar, bacteriéfagos tém sido aplicados para inativagao de
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S. aureus em queijos frescos e maturados e na prevencao da formacgao de biofilme
(BUENO et al., 2012; EL HADDAD et al., 2016).

Os bacteriofagos também tém sido aplicados para o controle de Listeria
monocytogenes e Escherichia coli. O ListShield™ & um coquetel de bacteri6fagos
comercialmente disponivel que visa, especificamente, o controle de Listeria
monocytogenes em alimentos, reduzindo em até 90% a contaminagdo por essa
bactéria (PERERA et al., 2015; SADEKUZZAMAN et al., 2017). Outro produto
disponivel é o Listex™ P100, que é eficiente contra todas as espécies de Listeria e
pode ser utilizado na superficie de queijos duros e nas superficies de contato com
alimentos (PHAGEGUARD, 2016). Silva et al. (2014) avaliaram o efeito do Listex'™
P100 em queijos Minas frescal e Coalho e verificaram redugao de 2,3 e 2,1 ciclos
log, respectivamente, na contagem de Listeria nas amostras tratadas com
bacteriofagos.

O sucesso da utilizacdo de bacteriéfagos para controle de Escherichia coli
também levou ao desenvolvimento de um produto a base de bacteriéfagos liticos, o
EcoShield™, da empresa Intralytix Inc., que é comercializado como uma preparacéo
aquosa concentrada de bacteriéfagos, e foi projetado, especificamente, para tratar
alimentos que estao sob alto risco de contaminacdo. Em estudo realizado por Tomat
et al. (2018) foi avaliado um coquetel de bacteridéfagos liticos para o controle de
estirpes de E. coli em diferentes matrizes alimentares e temperaturas. As contagens
de células de E. coli reduziram, significativamente, na matriz leite ficando abaixo do
limite de deteccdo (<10" UFC/mL) a 4 °C e reduzindo de 2 a 4 log UFC/mL a 24 °C
apo6s 24h de exposigéao.

Em estudo feito por Hu, Meng e Liu (2016) na China, foram isolados
bacteriéfagos para Pseudomonas spp. a fim de avaliar a sua capacidade de
prevencdo da deterioragdo do leite cru. A maioria dos bacteri6fagos isolados
apresentou alta capacidade de infeccido das estirpes testadas. Obteve-se a redugao
de 2 ciclos log na contagem de Pseudomonas, apos 24h, quando utilizado no leite
um coquetel dos virus isolados, evidenciando a possibilidade de uso dos
bacteriéfagos como agentes de biocontrole da deterioragédo do leite. Em outro estudo
realizado no Japao, Tanaka et al. (2018) avaliaram a inibicado de P. lactis em leite cru
por bacteriéfagos e verificaram a reducdo de 1 ciclo log na contagem de células
bacterianas viaveis apos trés dias de incubacao a 3 °C. Esses estudos demonstram

o potencial de utilizagdo dos bacteriéfagos para o controle de microrganismos de
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interesse na matriz leite. Todavia sdo necessarios mais estudos para avaliar o
potencial de diferentes bacteridfagos isolados, se ha interagdo dos mesmos com as
bactérias acido-lacticas e a sua eficacia em reduzir a atividade das proteases e, por

consequéncia, a protedlise do leite cru.
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4 MATERIAL E METODOS

As anadlises e o0s experimentos foram realizados nas dependéncias do
Laboratério de Analise de Alimentos e Aguas da Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF) em Juiz de Fora — MG.

4.1 MICRORGANISMOS

Neste estudo foram utilizadas trés estirpes de P. fluorescens para isolamento
e propagacado dos bacteriofagos, sendo estas P. fluorescens UFV 041 e P.
fluorescens UFV 07A isoladas por Pinto et al. (2006) de amostras de leite cru, € a
estirpe P. fluorescens NCTC 10038 isolada por Rhodes (1959) de amostras de agua.
Foram utilizadas outras estirpes de Pseudomonas spp. e bactérias de diferentes
géneros (Tabela 1) para avaliar a especificidade dos bacteriofagos isolados e
selecionados. Os microrganismos usados no estudo foram fornecidos pela Fundagéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Banco de culturas do Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) ou isolados de fermentos lacteos das empresas Chr. Hansen Ind. e Com.
Ltda. e DSM Company. Todos os microrganismos foram armazenados em caldo
Triptona de Soja (TSB), contendo 20 % de glicerol como crioprotetor, e congelados a
- 80 °C.

Tabela 1 - Estirpes bacterianas utilizadas no teste de especificidade dos
bacteriofagos isolados e selecionados. (continua)
Microrganismo INCQS ATCC
Pseudomonas putida 00113 15175
Pseudomonas alcaligenes 00069 14909
Pseudomonas stutzeri 00520 31258
Pseudomonas aeruginosa 00313 -
Pseudomonas aeruginosa 00386 -
Escherichia coli 00032 11229
Escherichia coli 00310 11775
Listeria innocua - 33090
Listeria monocytogenes 00266 7644

Salmonella typhi - 6539
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(continuacao)

Salmonella enteritidis 00258 13076
Enterococcus faecalis 00154 19433
Staphylococcus aureus 00013 6538
Lactobacillus delbrueckii 00383 9649
Lactobacillus paracasei 00222 335
Microrganismo INCQS ATCC
Lactobacillus rhamnosus 00223 9595
Lactobacillus helveticus 00227 12046
Lactococcus lactis 00665 11454
Lactobacillus delbrueckii
subsp.bulgaricus Isolados do fermento YF-L903 (1)
Streptococcus thermophilus
Lactobacillus casei Isolado do fermento Lafti L26-DSL (2)

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.
ATCC - American Type Culture Collection.

1 - Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda. 2 - DSM Company.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

4.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS BACTERIOFAGOS

Os bacteriéfagos foram isolados a partir de amostras de agua de rios,
cérregos, esgoto doméstico, lago e efluentes de laticinios (Tabela 2 — Item 5), da
regido da Zona da Mata de Minas Gerais (Juiz de Fora-MG e Vigosa-MG), no
periodo de marco de 2016 a fevereiro de 2018. As amostras foram coletadas em
frascos estéreis e transportadas em caixas isotérmicas ao Laboratério de Analise de
Alimentos e Aguas da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Os bacteriofagos foram isolados por meio de metodologia adaptada de
Sillankorva et al. (2008). De cada amostra coletada foi retirada uma aliquota de 10
mL e adicionada em frasco erlenmeyer contendo 10 mL de meio TSB dupla
concentracao, acrescido de 50 uL de indculo das trés estirpes de P. fluorescens
cultivadas overnight (10® UFC/mL) e, em seguida, incubados a 30 °C, por 24h. Apds
o periodo de incubagdo o conteudo foi centrifugado a 2.202 g, por 10 min e o
sobrenadante filtrado em membranas de acetato de celulose com poro de 0,45 pm, a
fim de eliminar restos celulares. A detec¢ao dos bacteriéfagos liticos na suspensao
filtrada foi realizada segundo metodologia descrita por Adams (1959). Em placas de
agar Triptona de Soja (TSA) com sobrecamada de TSB (0,7 % de agar-agar)
acrescido de 500 uL de indculo de P. fluorescens cultivada overnight (10 UFC/mL),

foi inoculada uma microgota (20 uL) da suspenséo e incubado, a 30 °C, por 24h. As
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suspensdes foram testadas para as trés estirpes de P. fluorescens utilizadas como
hospedeiros.

Posteriormente, realizou-se o processo de purificagdo dos bacteridfagos
liticos encontrados, segundo metodologia descrita por Grawjewski et al. (1985), com
adaptacgdes. A suspensdo na qual foi detectada a presenga de bacteri6fagos foi
diluida em tampao SM (50 mM Tris-HCI [pH 7,5], 0,1 M NaCl, 8 mM MgS0O,4.7H,0,
0,01% gelatina) por meio de diluicdes seriadas (1/10) até 107. Em seguida
procedeu-se a inoculagao de microgotas (20 uL) de cada diluigdo em placas de TSA
com sobrecamada de TSB (0,7 % de agar-agar), acrescido de 500 pL de in6culo de
P. fluorescens hospedeira cultivada overnight (108 UFC/mL). As placas de Petri
inoculadas foram secas em cabine de fluxo laminar e incubadas a 30 °C, por 24h.
Ap0s a incubacgao, foi selecionada uma placa de lise isolada de cada amostra que foi
removida com auxilio de alga ou agulha bacteriolégica e transferida para tubo
contendo 10 mL caldo TSB e 50 uL de P. fluorescens cultivada overnight (10°
UFC/mL). Em seguida, os tubos inoculados foram incubados a 30 °C, por 24h. Apés
a incubacgdo, a suspensédo foi centrifugada a 2.202 g, por 10 min, filtrada em
membranas de acetato de celulose com poro de 0,45 uym e recolhida em novo tubo
de ensaio. Este processo foi repetido trés vezes para garantir a purificagdo dos
bacteriéfagos a partir das placas de lise isoladas. A estirpe de P. fluorescens
utilizada na purificagdo como hospedeiro variou de acordo com os resultados do
teste de deteccdo, sendo utilizada a mesma estirpe para a qual o bacteriéfago
apresentou inicialmente placa de lise.

As atividades do presente trabalho envolvendo o acesso ao patrimonio
genético foram cadastradas no Sisgen (Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado) sob o niumero AE83316.
4.3 DETERMINACAO DA TITULACAO DOS BACTERIOFAGOS

A titulacdo foi determinada conforme metodologia descrita por Adams (1959).
Procedeu-se a diluicdo seriada até 107 em tampdo SM da suspensdo de
bacteriéfagos purificada. Em seguida foram retiradas aliquotas de 20 uL de cada
diluicao e inoculadas em placas de TSA com sobrecamada de TSB (0,7 % de agar-
agar) acrescido de 500 pL de indculo da bactéria hospedeira cultivada overnight (102

UFC/mL) e incubado a 30 °C, por 24h. Apds a incubacéo, realizou-se a contagem de
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placas de lise e a conversado dos resultados obtidos para titulo de bacteriéfagos em

UFP/mL e Log UFP/mL. Esse procedimento foi realizado em triplicata.

4.4 DETERMINAGCAO DO TAMANHO DAS PLACAS DE LISE DOS
BACTERIOFAGOS

O diametro das placas de lise foi avaliado por meio de fotografias das placas
de lise, retiradas por meio de aparelho telefénico, obtidas a partir das diluicoes (10'1
a 107). As imagens foram ampliadas no programa PowerPoint da Microsoft, a
medida de pelo menos trés placas de lise isoladas foram determinadas para os

calculos, a partir de uma referéncia métrica (10 mm).
4.5 AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DOS BACTERIOFAGOS

A especificidade de infec¢do dos bacteriofagos sobre outras bactérias (Tabela
1) foi avaliada pelo método de eficiéncia de plaqueamento — EOP (EOP = titulo do
bacteriéfago sobre a bactéria teste em UFP/mL / titulo do bacteriéfago sobre a
bactéria hospedeira em UFP/mL) descrito por Viazis et al. (2011). Aliquotas de 20 pL
da suspensao de bacteriéfagos purificada foram inoculadas em placas de TSA com
sobrecamada de TSB (0,7 % de agar-agar) adicionado de 500 pyL da bactéria teste
(10® UFC/mL) e incubadas a 30 °C, por 24h ou a 35 °C, por 24h. A temperatura de
incubagao variou de acordo com a temperatura 6tima para crescimento de cada
bactéria avaliada. Apds a incubacéo, foi avaliada a presenca ou auséncia de placas
de lise para as bactérias testadas. Para as bactérias que apresentaram placas de
lise foram realizados testes para a determinacao da titulagdo conforme metodologia
descrita por Adams (1959). Valores de EOP de 0,5 a 1 foram considerados de alta
eficiéncia, valores de 0,2 a 0,5 de média eficiéncia, valores 0,001 a 0,2 de baixa

eficiéncia, e valores de 0,0 como nao efetivos contra a estirpe avaliada.

4.6 PROPAGAGCAO DOS BACTERIOFAGOS

Os bacteriofagos foram propagados a partir da suspensao purificada seguindo

metodologia descrita por Sambrook e Russel (2001), com adapta¢des. Em placas de
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TSA com sobrecamada de TSB (0,7 % de agar-agar), acrescido de 500 pL de
indculo da bactéria hospedeira cultivada overnight (10 UFC/mL), foram inoculadas
nove microgotas (20 uL) da suspensao de bacteriéfagos purificada. As placas foram
incubadas a 30 °C, por 24h. Apds o periodo de incubacédo, 5 mL de tampao SM
foram adicionados em cada placa e em seguida foram homogeneizadas em shaker a
100 rpm a 4 °C, por 24h. Posteriormente, o liquido das placas foi transferido para
tubos de centrifuga estéreis, adicionados de 3 mL de solugéo de cloreto de sédio 5
M, incubados em banho de gelo por uma hora e em seguida centrifugados a 11.000
g a 4 °C, por 10 min. O sobrenadante foi recolhido em outro tubo de centrifuga,
adicionado de 10% de Polietilenoglicol 8000, homogeneizado em vortex e incubados
a 4 °C overnight. Apos a incubagéao, procedeu-se a centrifugacéo dos tubos a 11.000
g a 4 °C, por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido
em 5 mL de tampao SM, homogeneizado em vértex e mantido em repouso por uma
hora, a 4 °C. Em seguida, foram adicionados 5 mL de cloroférmio aos tubos, para
inativagao do hospedeiro, homogeneizados em vortex e centrifugados a 3.000 g, a 4
°C, por 15 min. O sobrenadante foi filtrado em membrana de acetato de celulose

com poro de 0,45 ym e armazenado em tubos estéreis a 4 °C.

4.7 DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO DOS
BACTERIOFAGOS (One-step Growth)

O experimento de one-step growth foi realizado conforme metodologia de
Kropinski (2018). Foi adicionado 1 mL de caldo TSB com P. fluorescens cultivada
overnight (10" UFC/mL) em frasco contendo 8,9 mL de meio TSB, e em seguida foi
inoculado 100 pL da suspensao de bacteridfago (10° UFP/mL) (frasco de adsorgao).
O frasco foi incubado em banho-maria (30 °C) por 5 min, e apds esse periodo, uma
aliquota de 100 pL foi retirada e adicionada a um frasco contendo 9,9 mL de caldo
TSB (frasco A). Do frasco A foi retirada uma aliquota de 1 mL e adicionada a um
frasco contendo 9,0 mL de caldo TSB (frasco B). Do frasco B foi retirada uma
aliquota de 1 mL e adicionada a um frasco contendo 9,0 mL de caldo TSB (frasco
C). Os frascos foram incubados em banho-maria e em intervalos de tempo pré-
determinados foram retiradas aliquotas de 100 uL de cada frasco (A, B e C)
adicionadas em tubos contendo meio TSB (0,7 % de agar-agar) acrescido de 500 uL

de indculo da bactéria hospedeira cultivada overnight (102 UFC/mL) e plaqueados.
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Simultaneamente do frasco A foi retirada uma aliquota de 100 yL que foi adicionada
a um tubo contendo 1 mL de cloroférmio, sendo retirada uma aliquota de 100 pL
adicionada em um tubo contendo meio TSB (0,7 % de agar-agar) acrescido de 500
uL de indculo da bactéria hospedeira cultivada overnight (108 UFC/mL) e plaqueado
para verificagdo de bacteriofagos nédo adsorvidos. As placas foram incubadas a 30
°C, por 24h. Ap6s a incubacgao realizou-se a contagem de placas de lise e a
conversao dos resultados obtidos para titulo de bacteri6fagos em UFP/mL e Log
UFP/mL. O burst size (numero de particulas fagicas da progénie liberadas por célula
infectada) dos bacteridfagos foi calculado através da divisdo da média em UFP/mL
do platd superior pela média em UFP/mL do platd inferior subtraida do numero de

bacteriéfagos nao adsorvidos.
4.8 DETERMINACAO DO TAMANHO DO GENOMA DOS BACTERIOFAGOS

Para a determinagado do tamanho do genoma dos bacteriofagos foi utilizada a
eletroforese em campo pulsado (PFGE) conforme metodologia adaptada de Lingohr
et al. (2009). Para o preparo dos plugs foi utilizado 400 yL da suspensao de
bacteridfagos, a 50 - 54 °C, com titulagdo entre 10° e 10" UFP/mL, preparada
conforme Sambrook e Russel (2001), adicionada de 400 uL de agarose a 1,2% pl/v
e, posteriormente, dispensados nos moldes e solidificados em temperatura ambiente
(24 °C). Apos a solidificagao, os plugs foram adicionados em tubos contendo 5 mL
de tampao de lise (50mM Tris, 50mM EDTA, 1% (p/v) SDS) e 25 yL de proteinase K
e incubados em banho-maria a 54 °C com agitacao, por duas horas. Apds o periodo
de incubacgao, o tampao de lise foi removido e adicionado de 5 mL de tampéao TE
(10mM Tris, TmM EDTA [pH 8.0]) e mantidos em banho-maria a 54 °C com agitagao
por 15 min. Em seguida, o tamp&o TE foi removido e um novo volume de tampéo TE
foi adicionado aos plugs, que foram mantidos em banho-maria novamente, a 54 °C
com agitagao por 15 min. Os plugs foram armazenados em tampao TE, a 4 °C.

Fatias dos plugs de aproximadamente 2 mm foram adicionadas na parte
inferior do pente, deixados secar e posicionados na bandeja de gel a qual foi
adicionado o gel de agarose 1% p/v e deixado solidificar, por 30 min. Apds a
solidificacdo, o pente foi removido e adicionada uma fatia de aproximadamente 1
mm do marcador (MidRange PFG Marker N0342S — BioLabs - DNA isolado do

bacteriéfago A) em um dos pogos do gel e coberto com agarose 1% p/v. A seguir o
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gel foi removido da bandeja e posicionado na cuba de PFGE com tampao de corrida
TBE 0,5X (45mM Tris borato, 1mM EDTA). As condigbes de eletroforese utilizadas
foram 6V/cm durante 17h a temperatura de 14 °C com tempos de pulsos de 1 a 25
segundos. Posteriormente, o gel foi removido e corado em brometo de etidio (1
pg/mL) por 20 min e depois lavado em agua destilada por 30 min.

O gel foi examinado sob luz ultravioleta e fotodocumentado através do
fotodocumentador para gel de eletroforese L-PIX (Loccus Biotecnologia), e analisado
no programa GelAnalyser 19.1 (http://www.gelanalyzer.com/index.html) para

determinacdo do tamanho do genoma dos bacterioéfagos.
4.9 AVALIACAO DA RESISTENCIA TERMICA DOS BACTERIOFAGOS

A avaliagédo da resisténcia térmica dos bacteriéfagos foi realizada conforme
metodologia adaptada de Quiberoni et al. (2003). Aliquotas de 100 pL da suspensao
de bacteriéfago foram adicionadas em 900 uL de tampao SM previamente aquecido
(50 mM Tris-HCI [pH 7,5], 0,1 M NaCl, 8 mM MgS0O.4.7H,0O, 0,01% gelatina) e
incubadas em banho-maria a 63 °C e 72 °C, durante 30 min. A cada cinco minutos
de tratamento térmico, aliquotas de 100 uL foram retiradas, resfriadas em banho de
gelo e diluidas (10" a 107) em tampdo SM & temperatura ambiente para posterior
determinacao da titulagcdo dos bacteriéfagos. Microgotas de 20 pL foram inoculadas
em TSA com sobrecamada de TSB (0,7 % de agar-agar) adicionado da bactéria
hospedeira (102 UFC/mL) e incubados a 30 ° C, overnight. Apds a incubacédo as
placas de lise formadas foram contadas e o titulo dos bacteriéfagos determinado.

Foram realizadas trés repeticdes para cada temperatura.

410 AVALIACAO DA RESISTENCIA DOS BACTERIOFAGOS A
SANITIZANTE

A resisténcia a sanitizante dos bacteriéfagos foi feita conforme método
descrito por Mercanti et al. (2012). As suspensdes de bacteri6fagos com titulagdes
entre 10’ - 10° UFP/mL foram incubadas com a solucdo sanitizante, a base de
hipoclorito de sddio nas concentragées de 50 mg/L e 200 mg/L, a 25 °C, por 30 min.

Posteriormente, a mistura foi acrescida de tiossulfato de sédio a 10% e entdo
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determinada a titulagdo dos bacteriofagos pelo método de titulagdo em placas de
camada dupla. As diluicbes do hipoclorito de sédio foram feitas em tampao SM (pH

7,5). Os ensaios foram realizados em triplicata.

411 AVALIACAO DA RESISTENCIA DOS BACTERIOFAGOS A
DIFERENTES FAIXAS DE pH

A resisténcia dos bacteriéfagos as diferentes faixas de pH foi feita conforme
meétodo descrito por Sun et al. (2012) com adaptacdes. Aliquotas de 100 pL da
suspens3o de bacteriéfago com titulacdes entre 107 - 10° UFP/mL foram inoculadas
em 900 pL de solucéo de peptona 1%. Posteriormente 100 uL dessa suspenséo foi
inoculada em solugdes de peptona 1% com pH ajustado (2, 5, 7, 9 e 11). Apos 60
min de incubagdo a 25 °C, aliquotas foram retiras, diluidas em tampao SM e

determinada a titulacdo dos bacteriofagos.

4.12 EFEITO DOS BACTERIOFAGOS SOBRE O CRESCIMENTO DE P.

fluorescens

P. fluorescens foi cultivada em caldo TSB, a 30 °C, overnight, centrifugada
(5.000 g, por 5 min a 4 °C) e ressuspendida em solu¢ado de NaCl 0,85 %. Frascos
erlenmeyers contendo meio complexo (peptona 5 g/L e extrato de carne 3 g/L)
suplementado com 1 % de skim milk foram inoculados com suspensédo de P.
fluorescens para concentragdo de 10° UFC/mL. Bacteriéfagos foram adicionados ao
cultivo microbiano (tratamento) para multiplicidade de infec¢cao (MOI — razdo entre o
titulo de fagos e a concentracgéo de bactérias) de 10.000 (equivalente a 10" UFP/mL)
no inicio do crescimento. Meios de cultivo acrescidos de P. fluorescens e sem a
adicdo de bacteriéfagos foram utilizados como controle positivo. Os cultivos foram
incubados a 4 e a 10 °C, por 7 dias, sob agitacao de 50 rpm e avaliados quanto a
contagem de P. fluorescens a cada 24h. O crescimento bacteriano foi verificado pela
contagem de colbnias crescidas em agar TSA pelo método de plaqueamento em

superficie (microgotas) com incubacgéo a 30 °C por 48 h.
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4.13 EFEITO DE BACTERIOFAGOS SOBRE A ATIVIDADE PROTEOLITICA

DE P. fluorescens

A atividade proteolitica de P. fluorescens em meio complexo contendo 1% de
skim milk na presenga ou ndo de bacteriofagos liticos foi quantificada usando-se
azocaseina como substrato, conforme metodologia descrita por Ewings et al. (1984).
Amostras de meio de cultivo coletadas em cada condicdo avaliada no item anterior
foram centrifugadas a 3.000 g, por 20 min e submetidas a anadlise de atividade
proteolitica. Uma aliquota de 0,1 mL do sobrenadante foi transferida para um tubo e
adicionada de 500 yL de azocaseina 0,5% e de 500 pyL de tampao Tris-HCI (0,1
mol/L, pH 7,5 e 1 mL de Tris-HCI 0,1 mol/L), pH 7,5. A seguir os tubos foram
incubados a 37 °C, por duas horas em banho-maria. Foi adicionada a mistura 900 uL
de &acido tricloroacético (TCA) a 10% (m/v) e posteriormente os tubos foram
transferidos para banho de gelo, por 15 min. Apdés o periodo de resfriamento, as
amostras foram centrifugadas a 5.000 g, por 10 min, e a absorbancia do
sobrenadante foi medida a 366 nm, em espectrofotdbmetro. Leituras de absorbancia
de amostras de cada condigdo experimental sem incubagéo (a 37 °C por duas
horas) foram utilizadas como controle negativo e descontadas nas leituras
espectrofotométricas de cada amostra correspondente. Os resultados foram
plotados em grafico em fungédo do tempo de incubacgao, e as diferengas de leitura de

absorbancia entre controle e tratamento foram avaliadas.

4.14 EFEITO DE BACTERIOFAGOS SOBRE PROTEOLISE CAUSADA POR

P. fluorescens

O efeito do tratamento com bacteriéfagos sobre as proteinas do meio de
cultivo complexo a base de leite foi avaliado por eletroforese em gel de
poliacrilamida — SDS-PAGE, seguindo metodologia descrita por Laemmli (1970) com
algumas modificagoes.

Amostras de meio de cultivo coletadas em cada condi¢gdo avaliada no item
4.12 foram centrifugadas a 6.000 g, por 5 min. O sobrenadante foi coletado em um
novo tubo e acidificado para pH 4,0 com HCI 1M para precipitacdo das proteinas. As

proteinas precipitadas foram centrifugadas a 6.000 g por 5 min, lavadas em agua
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ultrapura esterilizada e ressuspendidas em tampao Tris-HClI 1,5M pH 8,8. O
conteudo proteico das amostras ressuspendidas foi determinado por meio de
metodologia de Lowry et al. (1951), utilizando caseina na elaboragdo da curva
padrao (50 ug/mL a 500 ug/mL). As amostras foram preparadas para a analise de
eletroforese SDS-PAGE pela adicdo de tampao de corrida e amostra na
concentracdo final de proteina ajustada em 30 ug. As amostras foram desnaturadas
a 100 °C por 10 min e, posteriormente, aplicadas em gel de poliacrilamida. A
eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida a 15 % para separagédo das
proteinas e gel de poliacrilamida a 4,5 % para empilhamento, ambos contendo SDS.
Os géis foram polimerizados pela adicdo de 0,025 % (v/v) de tetrametileno diamina
(TEMED) e 0,05 % (p/v) de persulfato de aménio. O tampao de corrida foi preparado
com Tris-base, glicina e SDS com pH corrigido para 8,6. A eletroforese foi conduzida
a 100 V por duas horas para separagdo das fragcbes proteicas. Os geéis foram
corados, por duas horas a temperatura ambiente com solugdo de azul brilhante de
Coomassie R a 0,2 % em metanol: acido acético: agua (1:2:17 v/v). O gel corado foi
disposto em solugcdo de acido acético para revelacdo das fragbes de proteinas.
Foram utilizados padrées de peso molecular (Precision Plus Protein™ Standards -
BioRad) e de caseina para comparacao dos resultados. Os géis foram escaneados
em scanner hp Scanjet 2400 para avaliagado da degradagédo de bandas de proteinas

nas amostras ao longo do tempo de armazenamento refrigerado.

415 EFEITO DOS BACTERIOFAGOS SOBRE A CONTAGEM DE
Pseudomonas spp., PSICROTROFICOS E MESOFILOS EM LEITE CRU

As amostras de leite cru utilizadas nesta pesquisa foram obtidas de forma
higiénica a fim de reduzir ao maximo a carga microbiana inicial, coletadas em fracos
estéreis e transportadas em caixa isotérmica ao Laboratério de Analise de Alimentos
e Aguas da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Foram realizados quatro tipos de tratamentos: Leite cru, contendo a
microbiota inerente ao processo de obtencdo do leite; Leite cru adicionado de
bacteriéfagos; Leite cru adicionado de bactérias; e Leite cru adicionado de bactérias
e bacteriéfagos. Os bacteriéfagos Ph6 e Ph32 foram liofilizados em matriz de leite

desnatado esterilizado (121 °C /15 min) e adicionados ao leite cru para atingir
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concentragdes finais de 10’ UFP/mL. As células de P. fluorescens UFV 041 foram
cultivadas overnight em caldo TSB e centrifugadas a 5.000 g por 5 min a 4 °C e
ressuspendidas em solugdo de NaCl 0,85 % (p/v). Foram realizadas diluicdes
seriadas da suspensdo de células em solugcdo de NaCl 0,85 % (p/v) para obter a
concentracdo final no leite cru de 10° UFC/mL. As amostras de cada tratamento
foram armazenadas a 4°C sob agitacdo de 100 rpm e avaliadas quanto a contagem
de Pseudomonas spp., microrganismos psicrotroficos e mesofilicos a cada 24 h
durante 7 dias de armazenamento.

A contagem de Pseudomonas spp. foi realizada por plagueamento em
superficie em agar Pseudomonas base suplementado com CFC (Cetrimida: 0,01
mg/mL; Fucidin: 0,01 mg/mL; Cefalosporina: 0,05 mg/mL), e as placas foram
incubadas a 30 °C, durante 48 h. As contagens de psicrotréficos e mesofilos foram
realizadas por plaqueamento em superficie em agar padrédo para contagem (PCA -
Plate Count Agar), com incubacdo a 7 °C por 10 dias e 35 °C por 48 h,
respectivamente. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados de

contagem foram transformados em Log UFC/mL para elaboracao dos graficos.

4.16 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados referentes a titulagdo dos bacteriofagos e ao tamanho das placas
de lise foram analisados comparando-se as médias apresentadas pelos diferentes
bacteriéfagos, por meio da analise de varidncia e teste t de Student a 5% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram analisadas 47 amostras e isolados 18 bacteriéfagos para
P. fluorescens os quais foram caracterizados e testados quanto ao seu potencial

para controle biologico.

5.1 ISOLAMENTO DOS BACTERIOFAGOS

Das 47 amostras das diferentes fontes analisadas, 36,2% apresentaram
bacteriéfagos para pelo menos uma das trés bactérias hospedeiras utilizadas,
enquanto que apenas 2,1% dessas amostras positivas apresentaram bacteriéfagos
para mais de uma estirpe (Tabela 2). Aproximadamente 66,7% dos bacteridfagos
foram isolados de amostras de agua de corrego ou rio e 33,3% de amostras de
efluente de laticinios. O maior percentual de isolamento de bacteriéfagos em
amostras de coérregos ou rio pode estar relacionado a maior diversidade bioldgica
existente nesses locais, principalmente pelo fato de receberem aguas residuais de
diferentes origens. Em varios estudos o sucesso de isolamento de bacteriofagos
deu-se a partir de amostras de aguas residuais, o que confirma que esse tipo de
amostra € uma fonte desses agentes para diferentes estirpes bacterianas (DANIS-
WLODARCZYK et al., 2015; HU, MENG & LIU, 2016; KWIATEK et al., 2015;
SHIGEHISA et al. 2016).

No presente estudo foram isolados 18 bacteriéfagos para as trés estirpes de
P. fluorescens estudadas, dos quais 66,7% foram para P. fluorescens UFV 041,
27,8% para P. fluorescens UFV 07A e apenas 5,6% para P. fluorescens NCTC
10038. As estirpes de P. fluorescens UFV 041 e UFV 07A foram isoladas
previamente de amostras de leite cru refrigerado granelizado de uma industria da
Zona da Mata Mineira no Brasil (PINTO, 2004), enquanto que P. fluorescens NCTC
10038 foi isolada de amostras de agua da Inglaterra (RHODES, 1959). Esse fato
pode explicar o maior numero de bacteriéfagos isolados para as primeiras duas

estirpes de P. fluorescens em comparagao com a ultima.
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Tabela 2 — Isolamento de bacteriéfagos para estirpes de P. fluorescens a partir de

diferentes amostras coletadas na regiao da Zona da Mata de Minas Gerais/Brasil.

Fonte de isolamento Amostra Presencga/Auséncia de lise por estirpe de P.
fluorescens testada
P.f. UFV 041 P.f. UFV 07A P.f. NCTC 10038

Efluente de laticinio

+ 1 4+
1 1
1 1

+
1
1

+ - -

Efluente de laticinio + - -
+ - -

Esgoto doméstico - - -
- - +

- + -

+ + -

Agua de corrego - - ,
+ - -

+ - -

- + -

+ - -

+ - -

Agua de rio

AADAARADARNWWWWWWWWWWNNRNNRNNNRNNN S A aas a3 00 ioobwh o
N RN OO NODNRRANOOCONOOAROINAOONOOARWN 2O

1

1

1

Lago

“+” presenca. “-” auséncia.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).



45

5.2 CARACTERIZACAO DOS BACTERIOFAGOS

Os testes de caracterizacdo consistiram em determinar a titulacdo, tamanho
das placas de lise, epecificidade, one-step growth, tamanho de genoma, resisténcia

ao tratamento térmico, ao sanitizante e estabilidade a diferentes faixas de pH.
5.2.1 Titulagao, tamanho das placas de lise e especificidade

Sete bacteriéfagos, dos 18 isolados, foram selecionados em fungdo da
transparéncia das placas de lise apresentadas, origem da amostra e da bactéria
hospedeira para uma caracterizacdo preliminar. Foram selecionados trés
bacteriéfagos por estirpe bacteriana, exceto para P. fluorescens NCTC 10038 para a
qual foi isolado apenas um bacteriéfago. A etapa de caracterizagdo preliminar
(Tabela 3) compreendeu a determinagao da titulagdo, do tamanho das placas de lise

e a especificidade de hospedeiros (Tabela 1).

Tabela 3 — Caracterizacao preliminar dos bacteriéfagos quanto a titulagao, tamanho de

placas de lise e especificidade de hospedeiros. Valores médios (n=3) * desvio padrao.

Tamanho das

Titulagao
Bacteriéfago placas de lise Hospedeiro Especificidade
(Log/UFP/mL)
(mm)
Ph4 0,58+ 0,22% 070+010°  P.LUFV 041 -
Ph6 972+018° 0511005  P.f UFV 041 -
Ph32 7.60+006°  267+020° P.fUFvV041 L.innocua®; P. aeruginosa 313*
b c P.fUFV 041*; P. putida
Ph41 8,98 + 0,06 137+0,12°  P.f UFV07A
(EOP=0,52)
d b P.fUFV 041* P. putida
Ph45 8,19 + 0,04 1,77 £0,06°  P.f. UFV 07A
(EOP=0,75)
Ph31 9,20 + 0.10° 163+012°  Pf UFVO7A P. putida (EOP=0,94)
Ph29 8,48+018°  039+0,03° P.NCTC -

Médias seguidas de uma mesma letra nas colunas nado diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste t de Student.

* Nao foi possivel calcular o EOP.

- Auséncia de placas de lise para todas as bactérias avaliadas.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).
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A titulacdo dos bacteriéfagos variou de 7,60 + 0,06 a 9,72 + 0,18 Log UFP/mL.
Os bacteriofagos Ph4 e Ph6 apresentaram as maiores titulagdes, com valores
superiores a 9 Log UFP/mL, diferindo significativamente dos demais bacteriéfagos
(p<0,05). Esses resultados sdo semelhantes aos titulos ja relatados por outros
estudos para bacteriéfagos isolados para P. fluorescens e P. aeruginosa, que
variaram de 7 a 9 Log UFP/mL (AHIWALE et al., 2012; DANIS-WLODARCZYK et al.,
2015; HU, MENG & LIU, 2016; RADHAKRISHNAN et al., 2012). Suspensbes com
altos titulos favorecem a propagacado dos bacteriofagos e a sua utilizagdo para o
desenvolvimento de produtos comercias, pois possibilita a produgdo de suspensoes
concentradas.

Todos os bacteriofagos selecionados apresentaram placas de lise claras
(Figura 4). Conforme Jurczak-Kurek et al. (2016) a formagéo de placas de lise claras
e tipica de bacteriéfagos liticos e a formagéo de placas turvas é indicativa de que o
bacteriéfago possua capacidade de entrar no ciclo lisogénico. Assim a opacidade
das placas de lise € um importante critério para a selegdo de bacteriéfagos. A
capacidade de entrarem no ciclo lisogénico ndo é desejada quando a finalidade do

bacteriéfago for para aplicagbes de controle do crescimento bacteriano.

Figura 4 — Aspectos e tamanhos das placas de lise dos bacteri6fagos

selecionados sobre as bactérias P. fluorescens hospedeiras apés incubagao

Ph4 Ph32 Ph41
Ph45 Pk

Ph29
10 mm

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

O diametro das placas de lise variaram entre 0,39 + 0,03 e 2,67 + 0,20 mm.
Apenas o bacteriéfago Ph32 apresentou placas de lise com didmetro maior que 2
mm, diferindo significativamente dos demais (p<0,05). Em estudos feitos com
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bacteriéfagos isolados para P. fluorescens o tamanho das placas de lise variaram de
1a 7,4 mm (DINKAR et al., 2017; RADHAKRISHNAN et al., 2012; SUN et al., 2012).
Nos estudos feitos com P. aeruginosa a variagao das placas de lise foi menor sendo
de 1 a 3 mm (AHIWALE et al., 2012; DANIS-WLODARCZYK et al., 2015; JURCZAK-
KUREK et al., 2016).

As diferengas do tamanho das placas de lise indicam a diversidade de
bacteriofagos, pois é uma caracteristica individual. Jurczak-Kurek et al.(2016) em
seu estudo encontraram uma correlacdo do tamanho da placa de lise com o
tamanho da cabeca do bacteriofago. Os bacteriofagos com cabegas maiores
formaram placas de lise menores. Segundo o autor esse fato pode estar
correlacionado com a maior dificuldade dos bacteriéfagos com cabegas grandes se
difundirem pelo meio de cultivo sdlido.

Abedon e Culler (2007) relacionaram o tamanho da placa de lise com
periodos de laténcia e burst size dos bacteridfagos. Bacteriéfagos com periodos
latentes curtos produzem placas de lise maiores em relagao aos bacteriofagos com
periodos latentes longos. O mesmo acontece com o burst size, quanto menor o burst
size maior o tamanho da placa de lise e vice-versa. Ainda segundo esses autores, 0s
bacteriéfagos com periodos latentes curtos tém mais tempo para se difundir pelo
meio de cultivo sdlido e infectar mais células bacterianas, aumentando o tamanho da
placa de lise.

Em relagcao a especificidade de infeccao dos bacteriéfagos, foram avaliadas
20 estirpes bacterianas (Tabela 1) além das estirpes P. fluorescens utilizadas como
hospedeiro para o isolamento. Os bacteriofagos Ph4, Ph6 e Ph29 néao
demonstraram capacidade de infectar outras estirpes bacterianas que nao a estirpe
hospedeira. Ja os bacteriofagos Ph31, Ph41 e Ph45 apresentaram atividade litica
sobre P. putida ATCC 15175 com alta eficiéncia de infeccdo (EOP > 0,50). A
especificidade de bacteriofagos de Pseudomonas spp. € bastante variavel. Em
alguns estudos os bacteridéfagos isolados mostraram-se extremamente hospedeiro-
especifico, ndo infectando nenhuma outra estirpe bacteriana testada (AHIWALE et
al., 2012; SUN et al., 2012; TANAKA et al., 2018). Em contrapartida, em outros
estudos os bacteridfagos isolados ndo se mostraram hospedeiro-especifico, atuando
sobre outras estirpes bacterianas, mas pertencentes ao mesmo género (KWIATEK
et al., 2015; RADHAKRISHNAN et al., 2012; SILLANKORVA et al., 2008). No estudo
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de Sillankorva et al. (2008) um dos bacteriéfagos isolados foi capaz de infectar 11
estipes de P. fluorescens testadas.

O bacteriofago Ph32 formou placas de lises opacas para Listeria innocua
ATCC 33090 e P. aeruginosa INCQS 00313, bem como, os bacteriofagos Ph41 e
Ph45 para a estirpe P. fluorescens UFV 041, somente a partir das suspensdes nao
diluidas. A formagdo de um halo opaco apenas na regido de inoculagdo de
suspensao de bacteriéfago nado diluida sem a produgdo de placas de lises nos
pontos de inoculacdo da suspensao diluida (10" a 107) é indicativo de “lise de fora”,
fato que pode ter ocorrido com esses trés bacteriéfagos.

A ‘lise de fora” ocorre quando as proteinas (holinas e endolisinas)
responsaveis pela ruptura da parede celular das bactérias no final do processo da
infeccdo fagica atuam sobre a parte externa da parede celular, degradando-a e
levando a célula bacteriana a ruptura. No processo de formacgao da “lise de fora” nao
ocorre a infecgdo fagica, as proteinas encontram-se no meio e sdo oriundas de
infeccdes anteriores (PUJATO et al., 2018).

Um importante resultado dos testes de especificidade € que nenhum dos
bacteriéfagos estudados foi capaz de lisar estirpes bacterianas usadas nos
processos tecnolégicos de beneficiamento do leite para a produgdo de derivados.
Esse fato sugere que sua aplicagdo como alternativa para conservagéo do leite cru
seja segura, mesmo que sobrevivam aos tratamentos térmicos que antecedem o
beneficiamento do leite. Em estudos feitos por Hu, Meng e Liu (2016) e por Tanaka
et al. (2018) sobre avaliagdo da capacidade de bacteri6fagos no controle de
Pseudomonas spp. em leite, ndo foi avaliada a capacidade de bacteriéfagos em
infectar estirpes bacterianas utilizadas em processos tecnoldgicos de beneficiamento
do leite.

A partir dessa caracterizacdo preliminar foram selecionados dois
bacteriéfagos para avaliagdo da curva de one-step growth, determinagcdo do
tamanho do genoma, resisténcias ao tratamento térmico, ao sanitizante e a
diferentes faixas de pH. Os bacteriéfagos selecionados foram Ph6 e Ph32,
hospedeiros da estirpe P. fluorescens UFV 041. Os critérios para a selegao desses
bacteriéfagos foram: bactéria hospedeira com maior atividade proteolitica em
estudos preliminares (MARTINS et al., 2015; PINTO et al., 2014), maiores titulagdes

e placas de lises em comparagao com outros bacterioéfagos.
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5.2.2 One-step growth, tamanho de genoma, resisténcia ao tratamento térmico,
ao sanitizante e pH

A caracterizagdo do crescimento (one-step growth) dos bacteriéfagos permite
identificar as fases do processo de infeccado, que incluem o periodo de laténcia e
burst size. O periodo de laténcia € o tempo decorrido entre a infecgdo fagica e a
liberagcdo de progénie e o burst size refere-se ao numero de particulas fagicas da
progénie liberadas por célula infectada (TANAKA et al., 2018).

O bacteriéfago Ph6 apresentou periodo de laténcia de 96 minutos e burst size
de 295 particulas fagicas por célula infectada (Figura 5A). Ja& o bacteriéfago Ph32
apresentou periodo de laténcia de 25 minutos e burst size de 40 particulas fagicas
por célula infectada (Figura 5B).

Figura 5 — Curvas One-step Growth dos bacteriéfagos Ph6 (A) e Ph32 (B) em P.
fluorescens UFV 041 em incubagao a 30 °C. Valores médios (n=3) * erro padrao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Em relagdo ao periodo de laténcia, existe uma grande variagdo nos valores
encontrados nos estudos na literatura. Alguns autores relataram valores bastante
curtos, variando entre 15 e 35 minutos, como o encontrado para o bacteri6fago Ph32
(AHIWALE et al., 2012; DANIS-WLODARCZYK et al., 2015; DINKAR et al., 2017,
SILLANKORVA et al., 2008). Enquanto que periodos de laténcia de 90 e 105
minutos, semelhantes ao observado para o bacteriéfago Ph6, foram obtidos por
outros autores (SUN et al., 2012; TANAKA et al., 2018). Quanto maior o periodo de
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laténcia, maior o tempo gasto pelo bacteridfago para infectar a bactéria hospedeira e
para liberar sua progénie (maturagdo), ou seja, levara mais tempo para eliminar a
bactéria hospedeira.

O burst size apresentado pelo bacteriéfago Ph6 € maior do que os valores
observados na literatura, que variam entre 44 e 153 particulas fagicas por célula
infectada (AHIWALE et al., 2012; DANIS-WLODARCZYK et al., 2015; DINKAR et al.,
2017; SILLANKORVA et al., 2008; SUN et al., 2012; TANAKA et al., 2018). Ja o
Ph32 apresenta burst size semelhante ao do bacteriéfago de P. aeruginosa descrito
por Ahiwale et al. (2012), que foi de 44 particulas fagicas por célula infectada.

Segundo Sun et al. (2012) o periodo de laténcia apresentado pelo
bacteriéfago relaciona-se com o burst size de forma progressiva. Maiores periodos
de laténcia levam a maiores burst size, fato que pode ser observado nos
bacteriéfagos estudados. Segundo Abedon e Culler (2007), bacteriéfagos com
periodo de laténcia maiores terdo maiores burst size porque a progénie tera mais
tempo disponivel para sua maturagdo. Sun et al. (2012) também destacaram que
esses parametros podem ser influenciados pelo hospedeiro (fase de crescimento),
temperatura de incubacéo e pela taxa de crescimento especifica de cada virus, o
que pode justificar a grande variagdo desses parametros. Segundo Jonczyk-
Matysiak et al. (2019), bacteriéfagos que possuam grandes burst size e periodos
curtos de laténcia devem ser preferencialmente utilizados para controle biolégico. No
caso do presente estudo, o uso associado dos dois bacteriéfagos selecionados seria
uma estratégia para atender a ambos os critérios.

O tamanho do genoma de bacteriéfagos de P. fluorescens descritos na
literatura varia entre 20 e 53 kbp (DINKAR et al., 2017; SILLANKORVA et al., 2008;
SUN et al., 2012). No presente estudo, o bacteriéfago Ph6 apresentou tamanho de
genoma ligeiramente superior (38,8 kb) ao do bacteriéfago Ph32 (31,3 kb) (Figura 6).
Genomas menores sdo mais interessantes para bacteri6fagos com aplicagdes em
biocontrole, uma vez que, podem ser clonados com maior facilidade e apresentam

menor probabilidade de transferirem ilhas de patogenicidade das bactérias.
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Figura 6 — Eletroforese de campo pulsado (PFGE) do DNA dos bacteriéfagos Ph6 e
Ph32 nao digeridos. 1 — marcador MidRange PFG Marker N0342S BioLabs; 2 — DNA
nao digerido do bacteriéfago Ph6; 3 — DNA nao digerido do bacteriofago Ph32.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Em relacdo a inativagdo térmica foram observadas redugbes de
aproximadamente 3 e 5 Log UFP/mL nas titulagdes do bacteriéfago Ph6 apds 30 min
de tratamento a 63 e 72 °C, respectivamente (Figura 7A). A redugao da titulagdo do
Ph32 foi de 3,7 e 5,5 Log UFP/mL apdés 30 min de tratamento a 63 e 72 °C,
respectivamente (Figura 7B). Nenhum dos dois bacteriéfagos foi reduzido abaixo do
limite de quantificacdo (<1,7 Log UFP/mL) nos bindmios tempo/temperatura
avaliados. O bacteriéfago Ph6 mostrou-se mais resistente em ambos os binémios

tempo/temperatura em comparagao com o Ph32.
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Figura 7 — Cinética de inativagao térmica dos bacteriofagos Ph6 (A) e Ph32 (B) a 63 e

72 °C durante 30 min. Valores médios (n=3) * erro padrao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Em estudo realizado por Sun et al. (2012) a estabilidade térmica de
bacteriéfago de P. fluorescens foi similar aos resultados obtidos neste estudo. Apds
60 min de tratamento térmico a 70 °C, esses autores observaram reducao 6,2 Log
na titulagdo do bacteriéfago analisado. Por outro lado, Danis-Wlodarczyk et al.
(2015) nao observaram nenhuma reducdo na titulagdo de bacteriéfagos de P.
aeruginosa em tratamentos térmicos nas temperaturas entre 40 e 70 °C por 60 min.
Em contrapartida, Dinkar et al. (2017) observaram inativagado de quatro bacteriéfagos
de P. fluorescens abaixo do limite de quantificagdo, apds tratamento térmico a 45 °C
por 30 min. A estabilidade térmica dos bacteriéfagos € bastante variavel. De acordo
com Caldeira e Peabody (2007) essa variagao pode estar relacionada ao numero de
ligacoes de dissulfeto presentes entre as proteinas do capsideo dos bacteriéfagos.
Em seu estudo, esses autores verificaram reducdo da estabilidade térmica dos
bacteriéfagos apos a adicdo de uma substancia que destréi as ligagdes de
dissulfeto.

A capacidade dos bacteriofagos Ph6 e Ph32 de resistir aos tratamentos
térmicos com os binbmios tempo/temperatura comuns ao processamento do leite é
uma caracteristica positiva. A aplicagdo desses bacteriéfagos para o biocontrole de
P. fluorescens no leite cru permitiia a sua atuagdo continua no leite tratado

termicamente, auxiliando no controle de recontaminacgoes.

30
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A estabilidade dos bacteriéfagos Ph6 e Ph32 ao hipoclorito de sédio (NaClO)
foi avaliada nas concentragdes de 50 e 200 mg/L de cloro residual livre (CRL) por 30
min (Tabela 4). O bacteriéfago Ph6 apresentou reducgao > 7,88 Log UFP/mL para os
tratamentos com hipoclorito em ambas as concentragbes. O Ph32 apresentou
reducdo > 7,32 Log UFP/mL quando tratado com solug¢do de hipoclorito a 200 mg/L
e de 6,58 quando tratado com solugdo de hipoclorito a 50 mg/L.

Ambos os bacteri6fagos mostraram-se sensiveis ao CRL, mas o Ph6 foi mais
sensivel. Em outros estudos também foi constatado que os compostos clorados
apresentam eficacia para a inativagdo de bacteriofagos e que quanto maior a
concentracdo de CRL, maior a eficacia, além de apresentarem melhor desempenho
se comparado a outros sanitizantes (CHEN et al., 2018; MERCANTI et al., 2012;
TOMAT et al., 2017).

Tabela 4 — Titulagao dos bacteriéfagos antes e apoés tratamento com hipoclorito de

sédio (NaClO) durante 30 min. Valores médios (n=3) * desvio padrao.

Bacteriofago Titulagao inicial Titulagado apoés o Titulagao apds o

(Log UFP/mL) tratamento a 200 mg/L (Log tratamento a 50 mg/L (Log

UFP/mL) UFP/mL)
Ph6 9,58 + 0,06 <1,70 <1,70
Ph32 9,02 £ 0,25 <1,70 2,44 + 0,24

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

O efeito do pH na estabilidade dos bacteriéfagos Ph6 e Ph32 foi similar para o
pH 2, no qual ambos apresentaram titulagcdo < 50 UFP/mL (limite de quantificagcao),
evidenciando que condigbes acidas extremas levam ambos os bacteriéfagos a
inativagdo. Ja nos valores de pH 5, 7, 9 e 11 os bacteriéfagos mantiveram a sua
titulagao estavel apds o periodo de exposi¢cdo de 60 min (Figura 8). Os bacteriéfagos
Ph6 e Ph32 apresentaram maior estabilidade as faixas extremas de pH alcalino, se
comparados a outros bacteriéfagos de P. fluorescens descritos na literatura. Em
estudo feito por Dinkar et al. (2017) os bacteriéfagos de P. fluorescens estudados
foram inativados no pH 10. Da mesma forma, Sun et al. (2012) observaram
inativagdo do bacteriéfago KSL-1 de P. fluorescens em pH 11. Segundo Jonczyk et
al. (2011) a concentragao de ions hidrogénio influencia na agregacao (precipitagéo)
dos bacteriéfagos, o que limita a sua atividade. O processo de agregagao

(precipitagao) limita a atividade do bacteriéfago. Quando o valor de pH do meio é
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menor ou igual ao ponto isoelétrico do bacteriéfago ha a formagédo de agregados,

causando um declinio na titulacdo de bacteriofagos.

Figura 8 — Efeito do pH na estabilidade dos bacteriofagos Ph6 e Ph32 apods incubagao
em solucdao com pH ajustado para 2, 5, 7, 9 e 11 durante 60 min. Valores médios (n=3)
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

5.3 EFEITO DA ADICAO DOS BACTERIOFAGOS SOBRE A CONTAGEM
BACTERIANA, ATIVIDADE PROTEOLITICA E PROTEOLISE CAUSADA POR P.

fluorescens

O controle do crescimento microbiano pelos bacteriéfagos foi avaliado a 4 e
10 °C para simular condicbes adequadas de conservacdo e de abuso de
temperatura de armazenamento do leite cru, respectivamente. Os bacteriéfagos Ph6
e Ph32 alteraram a cinética de crescimento de P. fluorescens UFV 041 em meio de
cultivo a base de leite em ambas as temperaturas avaliadas, reduzindo a contagem
bacteriana na maioria dos tempos durante os 7 dias de armazenamento (Figura 9).
No armazenamento a 4°C, as contagens de P. fluorescens UFV 041 nas amostras
sem adi¢cdo dos bacteri6fagos comegaram a aumentar progressivamente desde o
primeiro dia de incubacéao e atingiram valores de 9,6 + 0,4 Log UFC/mL apds 7 dias.
Mesmo nas condicbes ideais de temperatura preconizadas pela IN 76/2018,

observou-se crescimento exponencial da bactéria, o que indica que a refrigeragao
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nao é suficiente para resolver o problema. Nos tratamentos com os bacteridfagos
Ph6 e Ph32 foram observadas redugbes nas contagens de P. fluorescens UFV 041
variando de 1,6 (7°dia) a 4,6 (4°dia) Log UFC/mL e de 1,4 (7°dia) a 4,1 (5°dia) Log
UFC/mL, respectivamente, ao longo de 1 a 7 dias de armazenamento (Figura 9A). Ja
no armazenamento a 10 °C, como esperado, a taxa de crescimento bacteriano foi
maior e P. fluorescens UFV 041 atingiu a fase estacionaria de crescimento em 4 dias
com contagem média de 9,6 £ 0,1 Log UFC/mL nas amostras sem adicdo dos
bacteriéfagos. Nos tratamentos com os bacteriéfagos Ph6 e Ph32 foram observadas
redugdes nas contagens de P. fluorescens UFV 041 variando de 0,1 (6°dia) a 3,1
(3°dia) Log UFC/mL e de 0,2 (7 °dia) a 5,4 (3°dia) Log UFC/mL, respectivamente, ao
longo de 1 a 7 dias de armazenamento (Figura 9B). Em estudo feito por Tanaka et
al. (2018), sobre o potencial de bacteriéfagos na reducéo da contagem de P. lactis
em temperaturas de refrigeragao, foi verificada uma reducédo de 2 e 3 Log UFC/mL
na contagem de P. lactis incubada a 3 °C apdés 24 h e 4 dias de incubacgao,
respectivamente.

Os resultados do presente estudo mostraram que ambos os bacteriéfagos
possuem atividade na temperatura de armazenamento refrigerado do leite cru.
Entretanto, o bacteriéfago Ph6 apresentou menor capacidade de reducido de P.
fluorescens UFV 041 na temperatura de incubacado de 10 °C se comparado com o
bacteriéfago Ph32. Hu, Meng e Liu (2016) observaram diferenca na infectividade de
bacteriéfagos de Pseudomonas spp. em fungdo da temperatura de incubagéo. Dos
treze bacteriofagos avaliados por esses autores apenas cinco apresentaram alta
infectividade na temperatura de 4 °C. Segundo Jonczyk et al. (2011) a temperatura é
um fator crucial para a sobrevivéncia dos bacteriéfagos e influencia diretamente na
capacidade de infeccdo dos mesmos. A temperatura desempenha um papel
fundamental na adsorgcao, penetracao, multiplicacdo e na duracdo do periodo de
laténcia. Em temperaturas abaixo da temperatura o6tima para um determinado
bacterié6fago menos material genético penetra nas células hospedeiras bacterianas,
reduzindo a sua infectividade.

Outro fator importante na infectividade de bacteriéfagos é a fase de
crescimento da bactéria hospedeira. As menores redugdes de contagem bacteriana
causada pelos bacteriéfagos do presente estudo ocorreram na fase estacionaria do
cultivo microbiano, entre 6 e 7 dias de armazenamento, em ambas as temperaturas.

Em estudo feito por Nabergoj, Modic e Podgornik (2017) verificou-se aumento do
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periodo de laténcia e redugao do burst size de bacteriofagos em cultivos bacterianos
na fase estacionaria. Segundo esses autores, as células bacterianas na fase
estacionaria entram em um modo "hibernagédo”, um estado inativo persistente, mas
reversivel. Nesse modo "hibernagcado" as células infectadas produzem algumas
enzimas fagicas, mas interrompem o desenvolvimento dos bacteri6fagos até que os
nutrientes adequados se tornem disponiveis. Além disso, alteracbes na membrana
da bactéria durante a fase estacionaria reduzem a adsor¢ao dos bacteridéfagos e,

consequentemente, a sua infectividade.

Figura 9 — Cinéticas de crescimento de P. fluorescens UFV 041 com e sem adigcao de
bacteriofagos nas temperaturas de 4 e 10 °C. A — P. fluorescens UFV 041 com e sem
adicdo dos bacteriéfagos Ph6 e Ph32 a 4 °C. B — P. fluorescens UFV 041 com e sem

adicao dos bacteriéfagos Ph6 e Ph32 a 10 °C. Valores médios (n=3) * erro padrao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

A atividade proteolitica de P. fluorescens UFV 041 em meio de cultivo a base
de leite nas amostras sem adicao dos bacteriéfagos, como esperado, foi maior e
mais rapida a 10 °C do que a 4 °C, possivelmente devido a influéncia da temperatura
na taxa de crescimento da bactéria. Os bacteri6fagos Ph6 e Ph32 inibiram ou
atrasaram em pelo menos dois dias a atividade proteolitica causada pela bactéria
durante os armazenamentos a 4 e 10 °C, respectivamente (Figura 10). Esses

resultados demonstram que além de reduzir as contagens bacterianas, os
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bacteriéfagos também tém efeito sobre a produgédo e/ou atividade de proteases
produzidas por P. fluorescens UFV 041 mesmo em condigdes de abuso de
temperatura. A presenca dessas enzimas no leite cru leva a uma série de alteracdes
dessa matéria-prima e seus derivados, como a formacgdo de uma estrutura de gel,
amargor, sabores maltados ou metalicos, sinerese em leites fermentados,
sedimentagcdo em UHT e perda de rendimento na fabricacdo de queijos (CHEN et
al., 2003; GLUCK et al., 2016; MATEOS et al., 2015; SAMARZIJA et al., 2012;
STOECKEL et al., 2016b). A reducdo da atividade proteolitica evidencia que o
emprego desses agentes no leite cru pode evitar a degradagdo dos seus
constituintes, preservando a sua qualidade ou prolongando o tempo de utilizagéo

dessa matéria-prima pela industria sem prejuizos nos processos ou produtos finais.

Figura 10 — Atividade proteolitica de P. fluorescens UFV 041 em azocaseina com e

sem adicao dos bacteriéfagos Ph6 e Ph32. Valores médios (n=3) * erro padrao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

A protedlise causada por P. fluorescens UFV 041 ocorreu a partir do sexto dia
de incubacado das amostras a 4 °C, com a degradacdo da molécula de caseina
presente no meio de cultivo. Nas amostras tratadas com os bacteriéfagos Ph6 e
Ph32 n&o foi observada degradacdo de proteinas ao longo dos 7 dias de
armazenamento, mostrando que ambos os bacteriéfagos foram eficazes em evitar a
degradacao dos constituintes proteicos das amostras a 4 °C. Ja nas amostras
incubadas a 10 °C, sem adi¢ao de bacteriéfagos, houve protedlise a partir do quarto

dia de incubacdo. O tratamento com bacteriofagos atrasou a degradagdo de
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proteinas em 48 h, a qual ocorreu a partir do sexto dia de armazenamento (Figura
11). Esses resultados sao coerentes com aqueles obtidos nos ensaios de atividade

proteolitica.

Figura 11 — SDS-PAGE (15%) das proteinas do meio liquido a base de leite e efeito dos
bacteriofagos Ph6 e Ph32 na protedlise causada por P. fluorescens UFV 041
incubadas por 7 dias a4 e 10 °C. A - P. fluorescens UFV 041 em meio a base de leite
incubado a 4 °C. B - P. fluorescens UFV 041 em meio a base de leite adicionado de
Ph6, incubado a 4 °C. C - P. fluorescens UFV 041 em meio a base de leite adicionado
de Ph32, incubado a 4 °C. D - P. fluorescens UFV 041 em meio a base de leite
incubado a 10 °C. E - P. fluorescens UFV 041 em meio a base de leite adicionado de
Ph6, incubado a 10 °C. F - P. fluorescens UFV 041 em meio a base de leite adicionado
de Ph32, incubado a 10 °C. M - Precision Plus ProteinTM Standards — BioRad; 0d-7d —

dias de incubacao; CS — padrao de caseina.
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5.4 CONTROLE DE Pseudomonas spp., PSICROTROFICOS E MESOFILOS
EM LEITE CRU

As amostras de leite cru foram incubadas a 4 °C em conformidade com o
estabelecido pela legislagéo brasileira. As contagens de Pseudomonas spp. nas
amostras de leite cru atingiram valores de 8,1 + 0,2 Log UFC/mL apds 7 dias de
incubacdo a 4 °C. As amostras de leite cru tratadas com os dois bacteriéfagos
selecionados apresentaram redugbes nas contagens de Pseudomonas spp.
variando de 0,03 (2° dia) a 3,2 (7° dia) Log UFC/mL, ao longo de 1 a 7 dias de
armazenamento (Figura 12A). As redugdes nas contagens de psicrotroficos e
mesdfilos iniciaram-se a partir do 1° dia e variaram de 0,1 (1° dia) a 2,5 (7° dia) Log
UFC/mL (Figura 12B) e de 0,04 (2° dia) a 2,9 (7° dia) Log UFC/mL (Figura 12C),
respectivamente. O mesmo comportamento foi observado para as amostras de leite
cru artificialmente contaminado com P. fluorescens UFV 041 adicionadas ou n&o de
bacteriéfagos. As contagens de Pseudomonas spp. nas amostras de leite cru
artificialmente contaminado com P. fluorescens UFV 041 atingiram valores de 8,3 +
0,2 Log UFC/mL apés 7 dias de incubagao a 4 °C. As amostras adicionadas de P.
fluorescens UFV 041 e tratadas com os dois bacteriofagos selecionados
apresentaram redugdes nas contagens de Pseudomonas spp. variando de 0,01 (1°
dia) a 2,6 (7° dia) Log UFC/mL (Figura 12A). As redugdes nas contagens de
psicrotréficos iniciaram-se a partir do 2° dia e variaram de 0,1 (2° dia) a 2,8 (7° dia)
Log UFC/mL (Figura 12B) e de mesdfilos iniciaram-se a partir do 1° dia e variaram
de 0,1 (1° dia) a 2,6 (7° dia) Log UFC/mL (Figura 12C). Esses resultados mostram
que os bacteriofagos foram ativos na matriz leite e que mesmo nao tendo sido
inoculada a bactéria hospedeira com qual os bacteriéfagos foram isolados, eles
tiveram atividade litica sobre outros microrganismos presentes nas amostras de leite

cru utilizada, reduzindo as contagens.
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Figura 12 — Contagem de Pseudomonas spp. (A), psicrotréficos (B) e mesoéfilos (C) em
leite cru a 4 °C por 7 dias com e sem adigdo de coquetel de bacteriéfagos. Valores
médios (n=3) * erro padrao.
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fluorescens UFV 041 (103 UFC/mL) e de bacteriéfagos Ph6 e Ph32 (107 UFP/mL).

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

As maiores redugbes nas contagens microbianas no leite cru foram
observadas apos 7 dias de incubacao, diferente do observado no experimento com o
meio de cultivo a base de leite, no qual as maiores redugdes foram observadas entre
o terceiro e quinto dia para ambos os bacteri6fagos. No experimento com o leite cru
€ possivel observar uma cinética de crescimento das bactérias diferente da
apresentada no experimento com o meio de cultivo a base de leite. No experimento
com o leite cru as bactérias iniciam a fase de crescimento exponencial a partir do

terceiro dia de incubacdo. Ja no experimento com o meio de cultivo a base de leite
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iniciam a fase de crescimento exponencial a partir do segundo dia. Segundo
Nabergoj, Modic e Podgornik (2017) a concentracdo de bactérias influencia na
infectividade dos bacteri6fagos. Quando ha baixas concentragdes bacterianas a
infectividade do bacteriéfago é reduzida, pois ha poucos hospedeiros e a
possibilidade de colisdo para adsor¢do € comprometida. Também segundo os
autores, outros fatores podem influenciar na taxa de adsorgdo dos bacteridfagos,
como diversidade bacteriana presente no meio, osmolaridade, forca ibnica e
requisitos de eletrolitos (cations divalentes como Mg?* e Ca®").

Em estudo feito por Hu, Meng e Liu (2016) avaliando a eficacia de um
coquetel de bacteriofagos em controlar Pseudomonas spp. em leite cru, apds cinco
dias de incubacgao a 4 °C observou-se a reducao de 4 Log UFC/mL na contagem de
psicrotréficos e mesdfilos nas amostras inoculadas com o coquetel. No presente
estudo a reducio de psicrotréficos e mesofilos no quinto dia de incubacéo a 4 °C foi
de 1,9 e 0,3 Log UFC/mL. A maior reducéo encontrada por Hu, Meng e Liu (2016)
pode estar associada as diferengcas experimentais, em seu estudo os autores
utilizaram um coquetel de dez bacteriéfagos e um MOI de 100.000.

Tanaka et al. (2018) observaram uma redugdao de 3 Log UFC/mL na
contagem de P. lactis em amostras de leite integral adicionadas de bacteriéfago
apods 4 dias de incubacido. No presente estudo a redugao de Pseudomonas spp. no
quarto dia foi de 1,6 Log UFC/mL. A diferenga entre os resultados pode ser devido
ao fato de que no estudo feito por Tanaka et al. (2018) a unica bactéria no leite era a

P. lactis e a temperatura de incubacgao foi de 3 °C.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel o isolamento de bacteriéfagos liticos para P. fluorescens de
amostras de aguas residuais. A caracterizagdo quanto a titulagdo, tamanho de
placas de lise e especificidade de microrganismos alvos permitiu a selecdo de dois
bacteriéfagos liticos com caracteristicas distintas desejaveis para aplicagdo em
biocontrole no leite cru. Os dois bacteriofagos selecionados, Ph6 e Ph32,
apresentaram periodo de laténcia e burst size complementares, genoma pequeno,
estabilidade a uma ampla faixa de pH, e resisténcia térmica aos binémios
tempo/temperatura utilizados pela industria no tratamento térmico do leite. Eles
reuniram varias caracteristicas importantes para a sua utilizagdo em biocontrole,
destacando-se a estabilidade térmica, que possibilita sua atividade no controle de
recontaminagbes bacterianas. Além disso, mostraram-se sensiveis a solugao de
hipoclorito de sédio na concentracdo usada nos processos industriais de
desinfeccdo, o que permite sua eliminagdo quando desejavel.

A eficacia na redugao das contagens de P. fluorescens em meio de cultivo a
base de leite, assim como a redugao da atividade proteolitica e da degradagao de
proteinas nas temperaturas de armazenamento do leite cru demonstrou o potencial
dos bacteriéfagos estudados em retardar a perda da qualidade dessa matéria-prima.
Com a aplicagdo dos bacteriofagos no leite cru verificou-se sua capacidade de
reduzir as contagens de Pseudomonas spp., psicrotréficos e meséfilos, que apds
sete dias de incubacgao foi de 3,2, 2,5 e 2,9 Log UFC/mL em amostras de leite cru e
de 3, 2,8 e 2,6 Log UFC/mL em amostras de leite cru inoculadas com P. fluorescens,
em relagdo as amostras ndo tratadas com o coquetel de bacteriéfagos. Portanto, os
bacteriéfagos liticos, Ph6 e Ph32, isolados neste estudo sdo uma alternativa eficaz
no auxilio do controle de P. fluorescens em leite cru e na manutencdo da sua
qualidade durante o periodo de estocagem refrigerada. A realizacdo de testes em
um maior numero e diferentes amostras de leite, assim como a aplicacdo dos
mesmos em escala e em condi¢cdes reais de armazenamento do leite constituem
estudos a serem feitos a fim de sedimentar a possibilidade da sua aplicagédo na

cadeia leiteira.
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