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RESUMO

O queijo Minas Frescal (QMF) € um dos queijos mais produzidos e consumidos
no Brasil. Entretanto, esse tipo de queijo apresenta vida de prateleira curta devido a
facilidade de contaminagao microbiana durante o processo produtivo. A deterioracao
microbiana de QMF ocorre, principalmente, por crescimento de bactérias
psicrotréficas, que podem crescer e produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas mesmo
em temperaturas de 4°C. Neste sentido, o género Pseudomonas merece destaque
devido a sua frequéncia de isolamento e problemas relacionados ao seu crescimento
em leite e derivados. Esse estudo teve como objetivo avaliar a atividade de
bacteri6fagos liticos no controle de Pseudomonas fluorescens artificialmente
inoculada em queijo Minas Frescal a fim de reduzir a deterioragdo e ampliar a vida de
prateleira deste produto lacteo. Foram utilizados dois bacteriéfagos liticos
(UFJF_PfDIW6 e UFJF_PfSW6) e uma estirpe de P. fluorescens (UFV 041) nos
experimentos. Inicialmente, os fagos foram avaliados quanto a estabilidade em
salmoura (23% de NaCl e pH 5,3) durante 28 dias. As titulagdes dos fagos
UFJF_PfDIW6 e UFJF_PfSW6 permaneceram constantes ao longo do
armazenamento da salmoura a 10°C: 7,0 e 4,0 Log UFP/mL, respectivamente. Em
seguida, avaliou-se a influéncia da adicdo dos fagos na reducédo das contagens
bacterianas em queijo. Foram preparados microqueijos inoculados com 10* UFC/mL
de bactéria e adigdo combinada dos bacteriofagos UFJF_PfSW6 (10 UFP/mL) e
UFJF_PfDIW6 (10° UFP/mL) via leite, massa ou salmoura. Observou-se diferengas
estatisticas significativas (p<0,05) entre a contagem de bactérias em microqueijos
adicionados ou nao de bacteriéfagos apenas aos 3 dias de armazenamento
refrigerado. O tratamento com fagos reduziu em torno de 1,1 a 1,5 Log UFC/g nos
microqueijos apos esse periodo de armazenamento independente da forma de adigao
dos virus. Entretanto, a eficiéncia dos fagos na reducéo bacteriana foi diminuindo ao
longo do armazenamento, atingindo valores de 0,1 e 0,2 Log UFC/g aos 28 dias.
Dessa forma, avaliou-se o efeito dos fagos na contagem de P. fluorescens
adicionados via salmoura em queijos fabricados em macroescala, considerando
diferentes cargas microbianas e temperaturas de armazenamento (103 UFC/g e 10 °C;
10% UFC/g e 4 °C; 107 UFC/g e 10 °C). Observou-se que P. fluorescens cresceu
rapidamente nos queijos mesmo quando em baixa carga microbiana inicial e baixa

temperatura de armazenamento, atingindo contagens acima de 108 UFC/g entre 7 e



14 dias. O tratamento com fagos apresentou baixa eficacia no controle de P.
fluorescens em QMF produzido em macroescala, com excecdo da condigao
experimental de inoculo de 102 UFC/g e 4 °C em que os fagos provocaram redugbes
> 1,0 Log UFC/g aos 3 dias de armazenamento. Entretanto, ao longo do periodo de
armazenamento esse efeito foi reduzido. Portanto, a adigdo de fagos n&o foi capaz de
reduzir de forma efetiva a contagem de P. fluorescens nos queijos e,
consequentemente, ndo controlou a atividade proteolitica causada pela bactéria. As
amostras de queijo contaminadas apresentaram uma rapida degradagéao de proteinas,
demonstrada pela variacdo no indice de profundidade e extensao de 1,7 a 20,9% e
4,1 a 24,4%, respectivamente. A degradacéo de lipideos também foi observada por
meio do aumento da acidez titulavel, com gasto acima de 2 mg KOH/g na
neutralizagdo da gordura ao final do armazenamento. Outro importante resultado
desse estudo foi a capacidade de sobrevivéncia de P. fluorescens em salmoura.
Apesar da redugéo na contagem inicialmente inoculada ao longo do tempo, contagens
de 2,4 Log UFC/mL foram obtidas apos 40 dias de armazenamento da salmoura a 10
°C. Os fagos também nao foram capazes de reduzir a contagem bacteriana em
salmoura. Portanto, os bacteriéfagos estudados nédo foram eficazes no controle da
deterioracdo do QMF por P. fluorescens, bem como, na reducido dessa bactéria em
salmoura, uma importante fonte de contaminacdo microbiana de queijos. Novos
estudos devem ser realizados a fim de elucidar as influéncias da matriz/alimento da
interagdo bacteriéfago-bactéria, influéncias do estado fisiolégico da bactéria no
processo de infeccdo, bem como, influéncia do NaCl a infectividade dos fagos
utilizados nesse estudo. Indica-se também a avaliacado da aplicagéo de bacteriéfagos

em outros derivados lacteos.
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ABSTRACT

Minas Frescal cheese (QMF) is one of Brazil's most produced and consumed
cheeses. However, this type of cheese has a short shelf life due to the ease of microbial
contamination during production. Microbial deterioration of QMF occurs mainly through
the growth of psychrotrophic bacteria, which can grow and produce proteolytic and
lipolytic enzymes even at temperatures of 4°C. In this sense, the genus Pseudomonas
deserves attention due to its isolation frequency and problems related to its growth in
milk and dairy products. This study aimed to evaluate the activity of Iytic
bacteriophages in controlling Pseudomonas fluorescens in Minas Frescal cheese to
reduce spoilage and extend the shelf life of this dairy product. The experiments used
two lytic bacteriophages (UFJF_PfDIW6 and UFJF_PfSWG6) and a strain of P.
fluorescens (UFV 041). Initially, the phages were evaluated for brine stability (23%
NaCl and pH 5.3) for 28 days. The titer of phages UFJF_PfDIW6 and UFJF_PfSW6
remained constant throughout storage, at 7,0 and 4,0 Log PFU/mL, respectively. Next,
the influence of adding phages to cheese on the reduction of bacteria was evaluated.
Microcheeses were prepared and inoculated with 10 CFU/mL of bacteria, and the
bacteriophages UFJF_PfSW6 (106 PFU/mL) and UFJF_PfDIW6 (10° PFU/mL) via
milk, dough, or brine. Statistically significant differences (p<0.05) were observed
between the bacterial count in micro cheeses with or without bacteriophages added
only after three days of refrigerated storage. Phage treatment reduced around 1,1 to
1,5 Log CFU/g in micro cheeses after this storage period, regardless of how the viruses
were added. However, the efficiency of phages in bacterial reduction decreased
throughout storage, reaching values of 0,1 and 0,2 Log CFU/g at 28 days. In this way,
the effect of phages on the count of P. fluorescens added via brine to cheeses
manufactured on was evaluated considering different microbial loads and storage
temperatures (10° CFU/g and 10 °C; 103 CFU/g and 4 °C; 107 CFU /g and 10 °C). It
was observed that P. fluorescens grew rapidly in cheeses even at low microbial loads
and low storage temperatures, reaching counts above 108 CFU/g between 7 and 14
days. Phage treatment showed low efficacy in controlling P. fluorescens in QMF
produced on a macro scale, except in the experimental condition of inoculum of 103
CFU/g and 4 °C in which the phages caused reductions > 1,0 Log CFU/g at 3 days of
storage. However, over the storage period, this effect was reduced. Therefore, adding

phages could not effectively reduce the P. fluorescens count in cheeses and,



consequently, did not interfere with the deterioration process. The extension and depth
indices, which measure protein degradation, reached values above 20% after 28 days,
regardless of the storage temperature and whether or not phages were added to the
cheeses. Lipid degradation was also observed through increased titratable acidity, with
over 2 mg KOH/g expenditure to neutralize fat at the end of storage. Another important
result of this study was the survival capacity of P. fluorescens in brine. Despite the
reduction in the initially inoculated count over time, counts of 2,4 Log CFU/mL were
obtained after 40 days of storage at 10 °C. Phages were also unable to reduce bacterial
counts in brine. Therefore, the bacteriophages studied were ineffective in controlling
the deterioration of QMF by P. fluorescens and in reducing these bacteria in brine, an
important source of cheese contamination. New studies must be carried out to
elucidate the influences of the matrix/food on the bacteriophage-bacteria interaction,
the influences of the physiological state of the bacteria on the infection process, and
the influence of NaCl on the infectivity of the phages used in this study. It is also

recommended to analyze the application of bacteriophages in other dairy products.
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LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Fluxograma de fabricagdo do queijo Minas Frescal. ..............cccccccciinnnnneee 22

Figura 2: Analise bibliografica de contaminagcdo microbiana em queijo Minas Frescal

Lo N = = T | 25
Figura 3: Esquema estrutural de um bacteriéfago caudado. ..............cccccceiiinnnnnnnnes 32

Figura 4: Processo de infecgdo da bactéria por meio de ciclo litico ou lisogénico.
Adaptado de Feiner et al. (2015). .....uuuiiiiiii 34

Figura 5: Esquema de produgéo do microqueijo com adigédo dos fagos UFJF_PfSW6
e UFJF_PfDIW6 em diferentes etapas do processo produtivo. .........cccceevvvuiiineneen.. 42

Figura 6 (A): Contagem de Pseudomonas ao longo de 28 dias de armazenamento em
microqueijos adicionados de bacteriéfagos em diferentes etapas do processo

produtivo (leite, Massa OU Salga).........cooverriiiiii i 50

Figura 7A: Contagem de Pseudomonas ao longo do tempo nas trés condigdes de
aplicacao dos fagos (armazenamento a 10 °C e carga inicial alta; armazenamento a
10 °C e carga inicial baixa; armazenamento a 4 °C e carga inicial baixa). (B): Reducéo
na contagem de Pseudomonas ao longo do tempo nas trés condigbes de aplicagao

dos fagos. (C): Titulagédo de fagos ao longo do tempo nas trés condi¢des de aplicagéo.

Figura 8: Efeito dos fagos UFJF_PfDIW6 e UFJF_PfSW6 na reducao de contagem de
P. fluorescens UFV 041 em queijo minas frescal durante os 28 dias de
armazenamento a 10 -C e carga inicial MOl alta (A, B e C), a e 10 -C e carga inicial
MOI baixa (D, E e F) e a4 -C e carga inicial baixa (G, H e I). Grau de lipdlise medido
em mg de KOH gastos para neutralizar um grama de gordura de queijo Minas Frescal.

(*) = diferenca estatistica significativa. ... 55

Figura 9: Efeito do fago na contagem de P. fluorescens na salmoura refrigerada a

10°C durante os 40 dias de experimento. ...............uuuuuumiimiimiiiii e 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composi¢cdo média do queijo Minas Frescal. ...........coooovvviiiiiiiiiiiiniiiieeene 21

Tabela 2: Padrées microbioldgico e limites estabelecidos pela Portaria n°146/1996
(MAPA) e pela Instrugdo Normativa n°60/2019 (ANVISA) para queijo Minas Frescal

Tabela 3: Exemplos de contaminagao microbiana em queijo Minas Frescal no Brasil e
inconformidades segundo a Portaria n°146 -MAPA (07/03/1996) e Resolu¢do RDC n°
331= ANVISA (23/12/2019). ceeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeees 26

Tabela 4. Exemplo de aplicagdo de fagos em diferentes tipos de queijo e

caracteristicas da apliCAGAOD ........coiiiiiiiiiiie e 37

Tabela 5: Titulagado de bacteridfagos adicionados em salmoura e armazenados a 10
RO o (U] =T o) (3024 T [ =T ST 46



SUMARIO

1. INTRODUGAO .......ccitrtereiiririetetesesesasseseeesssssessssssassesessesssssesessssssssensnssssassensnsssnans 14
2. OBUETIVOS ......ccoeereerereeeresetessessssssesssssessssassssssesssssssssssssssssssssnsssssssasassasansessassens 18
2.1 OBJETIVO GERAL ..oovrurueueirrrsseseesssassesessssssssssssssssssessssssssssssssssssssenssssssssens 18
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...veueueeerererresessesssssesessssssssesssssssssssssssssssssessssssasaens 18

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ccceteuereeeerrasseeessssssesesessssssssessssssssssssssssassessasens 19
3.1.QUEIJO MINAS FRESCAL (QMF) c.veurueueererransesessrsssssesesssssssssssssssssssesssssssssaens 19
3.2. CONTAMINACAO MICROBIANA DE QMF .....cceerererecrerarasaeseresessssesesesssasaens 23
3.3.PSEUDOMONAS EM QUEIJOS ...oovruruerererransesessssssssesessssssssessssssssssesssssssassens 29
3.4.BACTERIOFAGOS NO CONTROLE MICROBIANO DE QUEIJOS.......cuu..... 31
3.4.1.Ciclos de INfECCAD . uiiimmmmnrriirrirrrrrrmm s r s 33

3.5. APLICACAO DE FAGOS EM QUEIJOS ....oeurueeerrrnsseeresssssseessssssssesssssssasaens 36

4. MATERIAL E METODOS .....ucoiieirerceereeeasesessesessesessssessssssessssesssssssssssssssssnsssens 40
4.1. MICRORGANISMOS ....ueetrrrrrrereiessassesesssssssessssssssssesesssssssssssssssssssssensssssassens 40

4.2. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE BACTERIOFAGOS EM SALMOURA..41

4.3.DETERMINACAO DA ETAPA DE ADIGAO DOS BACTERIOFAGOS NO
PROCESSO PRODUTIVO..uuuueitiiririiinissssssssnsrissssssssssssssssssssssssssssssssses 41

4.4.AVALIACAO DA EFICACIA DOS BACTERIOFAGOS EM QUEIJO MINAS

FRESCAL (LARGE-SCALE) ..ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisinssss s 43
4.4.1. Fabricacao do queijo Minas Frescal.........couvvvinnmmmmmmmmmmmnnsnsnnnnns 43
Vi S AN F= (TSI [T 0] o L] oo o= TR 44

4.4.3. Andlise das fragdes de nitrogénio e determinacéo do grau de protedlise44

4.5.SOBREVIVENCIA DE P. FLUORESCENS EM SALMOURA ADICIONADA OU
NAO DE BACTERIOFAGOS....couietrurerersesessssessssesesasessssssssssssssssssssssssssassssssasssns 45

4.6. ANALISES ESTATISTICAS ...cetrrerererersesessssesessessssssesssssssssssesssssssssssssssssssanas 45



5. RESULTADOS E DISCUSSAOD.......cccoermrererereirasenessesssssessssssssasssssssssssssssssssenes 46
5.1.ESTABILIDADE DOS BACTERIOFAGOS EM SALMOURA ......ccecevercrereruenene 46

5.2.DETERMINACAO DA ETAPA DE ADICAO DOS BACTERIOFAGOS NO
PROCESSO PRODUTIVO...uuuuetiiririiisssssrssnsrssssssssssssssssssssssssssssssses 48

5.3.AVALIACAO DA EFICACIA DOS BACTERIOFAGOS EM QUEIJO MINAS
FRESCAL AO LONGO DO ARMAZENAMENTO (LARGE-SCALE) ....ceeiiiiiiiunnnes 51

5.3.1.Efeito dos bacteriofagos sobre a contagem bacteriana em queijo Minas

[ (=T o~ | 51

5.3.2.Influéncia da adigdo de bacteriéfagos sobre a protedlise e a lipdlise no

queijo Minas Frescal ... 54
5.4.EFEITO DO FAGO NA CONTAMINACAO DA SALMOURA .....cccceeerrerrcrernens 55
6. CONCLUSAO ......c.cciriiccrie et s e s e sas e s e sae e s e sae e s e eae e s e eas e s e eas e s e sas e saesasnens 57

REFERENCIAS........ccootitrteteerertrteueeresaseesesesasssesesssassesesesssassssesssssassssessssassenssssnans 58



14

1. INTRODUGAO

Queijo Minas Frescal (QMF) é um dos principais queijos frescos produzidos no
Brasil, tanto por grandes industrias como por pequenas unidades familiares e
artesanais. Caracteristicas intrinsecas, como alto teor de agua, pH e quantidade de
nutrientes, bem como, as condi¢cdes de processamento e armazenamento desse tipo
de queijo favorecem a sua contaminagdo microbiana e o crescimento de patogenos e
deteriorantes, incluindo Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, e estirpes de Escherichia coli, Pseudomonas, entre outros (FERREIRA; DOS
SANTOS, 2022; LIMA; DIIRR; RAMOS; DE FATIMA ULISSES et al., 2022; RIBEIRO;
FREIRE; SILVEIRA; CARVALHO, 2023; VINHA; DE OLIVEIRA PINTO; CHAVES,
2018). O crescimento de bactérias do grupo coliformes e/ou de bactérias psicrotroficas
sdo as principais causas de deterioragdo microbiana de QMF. As bactérias do grupo
coliformes podem fermentar a lactose, produzir gas e causar um defeito denominado
de estufamento precoce em QMF (FARKYE, 2000; OKURA; MOACIR, 2010; TABLA,;
GOMEZ; REBOLLO; MOLINA et al., 2022). Por outro lado, o crescimento de bactérias
psicrotréficas pode levar a alteracdes sensoriais, de textura e cor no QMF, mesmo em
condi¢gdes adequadas de armazenamento refrigerado (GOULART; PINTO, 2021;
MIRANDA, 2020).

O género Pseudomonas merece destaque dentre as bactérias psicrotréficas
deteriorantes de alimentos, devido a sua frequéncia de isolamento e problemas
relacionados ao seu crescimento em leite e derivados. Essas bactérias séo
ubiquitarias e facilmente destruidas no processamento térmico do leite empregado na
industria de laticinios. Entretanto, elas podem recontaminar as plantas produtivas e,
consequentemente, os produtos lacteos no processamento por meio de matérias-
primas, solo e agua, e por falhas higiénicas (FERREIRA, 2017). As salmouras
utilizadas na salga do queijo também podem abrigar microrganismos contaminantes
provenientes de fontes ambientais ou de queijos contaminados (BROWN; MILLAN-
BORRERO; CARBONELLA; MICHELETTI et al., 2018; MARINO; SEGAT; MAIFRENI;
FRIGO et al., 2015). Os principais problemas causados por Pseudomonas e suas
enzimas hidroliticas em lacteos estao relacionados com defeitos de sabor amargo,
odor, cor e consisténcia indesejaveis no produto final, bem como, gelatinizacao de
leite UHT, rancidez em manteiga, perda de rendimento em queijos e alteragdo nas
caracteristicas da textura (DA SILVA COSTA; DA SILVA RODRIGUES; DE
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CARVALHO; MACHADO, 2022; DE ANDRADE PAULO; MONTANHINI; RIBEIRO,
2021).

O género Pseudomonas produz uma variedade de pigmentos fluorescentes e
nao fluorescentes e o surgimento de pigmentagao azul em queijos € apontado pelo
Sistema de Alerta Rapido para Alimentos e Ragbes da Unido Europeia (Rapid Alert
System for Food and Feed - RASFF) como um indicativo de contaminacgao por estirpes
de Pseudomonas fluorescens (RASFF, 2010). Como consequéncia, diversos estudos
foram desenvolvidos para caracterizar adequadamente a deterioragdo em queijos,
visando a detecgéo e identificacdo dos seus agentes causadores. A pigmentagao azul
é frequentemente registrada em queijos, como mucgarela (CARMINATI et al., 2019;
BARUZZ| et al., 2012) e queijo Minas Frescal (DE PAULA; MEDEIROS;
FERNANDES; DA SILVA et al., 2021; TEIDER; RIBEIRO; OSSUGUI; TAMANINI et
al., 2019).

A presenca de P. fluorescens resulta em protedlise, descoloracao e lipdlise em
queijos. Diversos trabalhos indicam problemas como amargor, odor desagradavel e
pigmentacdo em queijo mugarela (BARUZZI; LAGONIGRO; QUINTIERI; MOREA et
al., 2012; QUINTIERI; CAPUTO; DE ANGELIS; FANELLI, 2020; ROSSI; SERIO;
CHAVES-LOPEZ; ANNIBALLI et al., 2018), , formacédo de sedimentos e modificacéo
do tempo de coagulacéo do coalho e firmeza da coalhada em queijo Cheddar (LAW;
ANDREWS; SHARPE, 1977; PALUDETTI; KELLY; GLEESON, 2020; SAMARZIJA;
ZAMBERLIN; POGACIC, 2012), rancidez em queijo semi-duro maturado (CORSETTI;
ROSSI; GOBBETTI, 2001) e pigmentagcado azul em queijo Minas Frescal (DA SILVA
RODRIGUES; MACHADO; DE CARVALHO; NERO, 2021).

Algumas tecnologias podem ser utilizadas para ampliar a vida de prateleira de
queijos, incluindo o uso de aditivos antimicrobianos de origem vegetal natural,
atmosfera modificada ou embalagens ativas, revestimentos comestiveis, uso de
fotossensibilizadores e de didxido de carbono e altas pressdes hidrostaticas
(BARUKCIC; SCETAR; MARASOVIC; LISAK JAKOPOVIC et al., 2020; CHRISTAKI;
MOSCHAKIS; KYRIAKOUDI; BILIADERIS et al., 2021; JALILZADEH; TUNCTURK;
HESARI, 2015; NAJERA; NIETO; BARRON; ALBISU, 2021; SARAIVA; RODRIGUES;
DA SILVA JUNIOR; DA SILVA SCAPIM et al., 2021; SINGH; WANI; KARIM;
LANGOWSKI, 2012). Entretanto, a aplicagcdo de muitas delas em queijos frescos,

como o QMF, é inviavel ou apresenta elevado custo. Dessa forma, o uso de
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bacteriofagos liticos pode ser uma alternativa natural interessante no controle de

bactérias deteriorantes e extensao da vida de prateleira desse tipo de queijo.

Bacteri6fagos, ou fagos, s&o virus que infectam exclusivamente as bactérias e
sdo amplamente encontrados na natureza e possuem uma série de vantagens como
agentes de biocontrole. Dentre as vantagens destacam-se a especificidade para a
bactéria alvo, a capacidade de autorreplicagdo, a capacidade de penetracdo em
biofilmes, inalteracdo nas caracteristicas sensoriais do alimento, adaptagdo aos
hospedeiros, baixa toxicidade inerente, baixo custo e facilidade de isolamento e
propagacéo, resisténcia as condigdes de processamento de alimentos e vida util
prolongada (MARTINEZ; GARCIA; RODRIGUEZ, 2019; O'SULLIVAN; BOLTON;
MCAULIFFE; COFFEY, 2019; PUJATO; QUIBERONI; MERCANTI, 2019;
SILLANKORVA; OLIVEIRA; AZEREDO, 2012).

O potencial de utilizagdo destes agentes no controle de qualidade e seguranga
alimentar € amplamente discutido na literatura (CHANG, 2020; ENDERSEN;
COFFEY, 2020; GARVEY, 2022; MAHONY; MCAULIFFE; ROSS; VAN SINDEREN,
2011). Estudos indicam a eficiéncia do uso de bacteriéfagos em alimentos na reducéo
ou eliminagéo de patdgenos como Salmonella spp., Campylobacter spp, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterobacter sakazakii (AYALA
TABARES, 2016; DA SILVA; DA ROCHA NOGUEIRA, 2022; PEREZ VERGARA;
RAMIREZ LADINO, 2019; SANCHEZ ZAPATA; VILLAR DONAIRE, 2022). Além
disso, ja existem no mercado produtos baseados nestes agentes aprovados pelo Food
and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos da América para uso em alimentos

no controle de microrganismos patogénicos (ex. Listex P100TM - EBI Food Safety).

Na industria de laticinios, os fagos tém sido aplicados em diferentes tipos de
queijo, incluindo queijos frescos e macios, Cheddar, coalhada e queijos duros e
semiduros, para controlar bactérias como Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Clostridium tyrobutyricum (EL HADDAD; ROY; KHALIL; ST-
GELAIS et al., 2016; FIGUEIREDO; ALMEIDA, 2017; GARCIA-ANAYA; SEPULVEDA,;
SAENZ-MENDOZA; RIOS-VELASCO et al., 2020; TABLA; GOMEZ; REBOLLO;
MOLINA et al., 2022; AVILA; SANCHEZ; CALZADA; MAYER et al., 2023). Para QMF
os fagos tém sido utilizados principalmente no controle de Estafilococos coagulase
positiva, Samonella spp., Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus
(CAMPOS, 2022; LIMA; DIIRR; RAMOS; DE FATIMA ULISSES et al., 2022; PINTO,



17

2019; VINHA; DE OLIVEIRA PINTO; CHAVES, 2018). Entretanto, a aplicagéo de
bacteri6fagos para controle de Pseudomonas em queijos ainda € pouco abordada na
literatura. A maioria dos estudos de aplicagao de fagos para controle de Pseudomonas
estdo relacionados aleite cru ( DO NASCIMENTO; SABINO; DA ROZA CORGUINHA;
TARGINO et al., 2022; MENG; LIU, 2016; TANAKA; YAMADA; TAKEUCHI,
INOKUCHI et al., 2018; WONGYOO; SUNTHORNTHUMMAS; SAWAENGWONG;
SURACHAT et al., 2023).

Varios fatores podem influenciar a atividade de fagos em queijos, incluindo a
multiplicidade de infeccdo (multiplicity of infection, MOI), a estrutura da matriz
alimentar, o processamento e o armazenamento e as condigdes ambientais como
temperatura, pH e salinidade (ABEDON, 2016; ACKERMANN; TREMBLAY;
MOINEAU, 2004; FISTER; ROBBEN; WITTE; SCHODER et al., 2016; GUENTHER;
HUWYLER; RICHARD; LOESSNER, 2009; JONCZYK-MATYSIAK; tODEJ; KULA;
OWCZAREK et al., 2019). A avaliagdo do potencial de bacteriéfagos no controle de
deteriorantes em QMF é uma forma de ampliar as possibilidades de conservacao
desse queijo por meio de um agente natural, trazendo vantagens as industrias e aos

consumidores.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade de bacteriéfagos liticos no controle de Pseudomonas
fluorescens em queijo Minas Frescal a fim de reduzir a deterioragdo e ampliar a vida

de prateleira deste produto lacteo.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a estabilidade de bacteriéfagos em salmoura ao longo do tempo de

armazenamento refrigerado;

2) Determinar a etapa de adi¢cdo de bacteriéfagos no processo produtivo do

queijo Minas Frescal,

3) Avaliar o crescimento e capacidade de deterioragdo de P. fluorescens em

queijo Minas Frescal ao longo do armazenamento refrigerado.

4) Determinar o efeito da adigao de bacteriéfagos na reducéo de P. fluorescens

e na deterioragdo em queijo Minas Frescal ao longo do armazenamento refrigerado.

5) Avaliar a capacidade de bacteri6fagos reduzirem a contagem de P.

fluorescens em salmoura ao longo do tempo de armazenamento refrigerado
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.QUEIJO MINAS FRESCAL (QMF)

O Brasil é um grande produtor de leite e também de derivados lacteos. Em
2021, o pais foi classificado como o quarto maior produtor mundial de leite e a
atividade leiteira cresce mais que o dobro em relagdo ao Produto Interno Bruto (PIB)
brasileiro, ha quase duas décadas (FAOSAT, 2023). Segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2022, foram produzidos 34.609.218
mil litros de leite e arrecadaram o valor de producdo de 80.043.813 mil reais.
(CARVALHO; DA ROCHA; CARNEIRO, 2018; IBGE, 2022). Em relagao a produgao
de queijo, em 2020, segundo a Organizacdo de Cooperagdo e Desenvolvimento
Econémico (OCDE), o Brasil ocupou o sexto lugar entre os maiores produtores

mundiais de queijo, confirmando sua importancia socioeconémica (OECD., 2020).

De acordo com o Polo SEBRAE agro, o Brasil produziu em 2021 cerca de 818
mil toneladas de queijo e segundo a Organizagao de Cooperagao e Desenvolvimento
Econdémico (OCDE) e Organizagao das Nag¢des Unidas para Agricultura e Alimentagao
(FAO), a projegao de produgao de queijo no pais deve aumentar em torno de 2,2% ao
ano, até alcangar 945 mil toneladas em 2025 (AGRO, 2023; JOINT; ORGANIZATION;
ADDITIVES, 2017). No cenario nacional, sdo comercializados 50 tipos de queijos no
mercado formal, sendo 234 marcas de queijo Prato, 353 mugarela, 263 Minas Frescal,
164 Provolone, 147 Minas Padrao e 45 de queijos ralados. No setor informal, em que
os alimentos nao sido controlados por autoridades estaduais ou federais, essa
producéo representa aproximadamente 40% da producgdo total de queijos do pais
(CHALITA; SILVA; PETTI; SILVA, 2009). O aumento da produc¢éo nacional de lacteos
€ evidenciado pela diminuicao de importagcdes desse produto nos ultimos anos. Em
2021, o Brasil importou menos 20,5% em quantidade de lacteos em comparagao com
2020. A quantidade importada foi de 174 e 137,8 mil toneladas em 2020 e 2021,
respectivamente (LEITE; STOCK; RUBACK, 2022).

Ja em relagdo ao consumo, dentre os diversos derivados lacteos, o queijo
destaca-se por possuir alto valor nutricional e ser uma excelente fonte de calcio,
proteinas e vitaminas. Estima-se, de acordo com a Associag¢ao Brasileira de Industria
de Queijos (ABIQ), que o consumo de queijo no Brasil & de 5,5 quilos por habitante

ao ano, ficando atras de paises como Argentina com 11 quilos per capita ano, Franga
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e Italia com 25 quilos per capita ano, enquanto na América do Sul o consumo médio
€ de 20 quilos per capita ano (DCI, 2018). Um dos principais motivos para o
crescimento do consumo de queijo geralmente esta relacionado ao aumento do
consumo fora de casa, ao aumento da renda da populagao e ao proprio crescimento
populacional (ABIQ, 2014).

De acordo com o Decreto n° 9.013 de 2017, queijo é o produto lacteo fresco ou
maturado que se obtém por meio da separacdo parcial do soro em relagao ao leite ou
ao leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado) ou de soros lacteos,
coagulados pela acdo do coalho, de enzimas especificas, produzidas por
microrganismos especificos, de acidos organicos, isolados ou combinados, todos de
qualidade apta para uso alimentar, com ou sem adi¢cdo de substancias alimenticias,
de especiarias, de condimentos ou de aditivos. Entende-se por queijo fresco o que
estd pronto para o consumo logo apds sua fabricagdo. Entende-se por queijo
maturado o que sofreu as trocas bioquimicas e fisicas necessarias e caracteristicas
da variedade do queijo (BRASIL, 2017). Dentre os queijos produzidos no pais, aqueles
classificados como queijos frescos destacam-se pela grande variedade e tipo de
processos de fabricagdo. Esses queijos sdo muito populares e, por apresentarem
bons rendimentos durante a producao, sao vendidos a um maior numero de pessoas
a pregos acessiveis (DE SENA, 2000). Um dos queijos frescos mais conhecidos, o
QMF merece destaque, pois € um dos mais produzidos e consumidos por diferentes
faixas etarias e classes sociais conferindo ao alimento um significativo valor
socioeconémico e cultural (DE SOUZA; DA SILVA GIOVANNETTI; DE FREITAS
SANTOS; GANDRA et al., 2017). Dados da Pesquisa Industrial Anual (PIA) do IBGE
de 2020, mostram que a producao brasileira de QMF, somada a de queijo minas
padréao, foi de mais de 101 mil toneladas em 2020. Em 2017, o Brasil produziu 92,4
mil toneladas desse tipo de queijo (ESTATISTICA-IBGE, 2017 ).

O consumo de QMF destaca-se devido ao reduzido teor de gordura neste
produto, sendo frequentemente indicado em dietas com baixo teor de gordura (LISITA,
2005). Sua producgao é muito difundida no estado de Minas Gerais em comparagao
com outros tipos de queijo. No século XVIII, a produgédo desse produto predominou
nas areas de pecuaria leiteira, e com o tempo se espalhou por todo o territério do
estado. Sua producdo € baseada nas técnicas dos imigrantes dinamarqueses e

holandeses, tecnologia ainda valorizada na regiao e passada de geragao em geracgao.
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A popularidade desse queijo é justificada pela tradigdo cultural, habitos alimentares,
baixo prego, processamento simples, rapido retorno do investimento, auséncia de
maturagdo e bom rendimento da producgéao (VINHA; PINTO; SOUZA; CHAVES, 2010).
Justamente por ndo ser maturado, € um produto muito perecivel, com vida util curta,
exigindo armazenamento em ambientes refrigerados e consumo rapido (FURTADO,
1999).

Conforme definido pela Portaria n°® 352/1997 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, entende-se por QMF, o queijo fresco obtido por
coagulagdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada ou nao com agao de bactérias lacticas especificas.
Segundo a Instrugdo Normativa n° 4/2004, o QMF é um queijo semi-gordo, de muito
alta umidade, a ser consumido fresco. A Tabela 1 apresenta a composigao centesimal

média do queijo Minas Frescal.

Tabela 1: Composicao média do queijo Minas Frescal.

Atributos Concentragao
Umidade 55-60 %
Solidos Totais 40-45%
Gordura 17 -19%
Gordura no Extrato Seco 38-47 %
(GES)
Sal 1,2-16 %
pH* 6,3-6,6
pH** 51-5,2

*Valor de pH para queijos produzidos sem acido latico; **Valor de pH para
queijos produzidos com fermento latico. Fonte: FURTADO (2005).

O queijo Minas Frescal apresenta condi¢des favoraveis para sobrevivéncia e
multiplicagdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes, principalmente, devido
ao alto teor de agua, alto valor nutricional, alta atividade de agua, valor de pH préximo
ao neutro. Além disso, € um tipo de queijo com etapas de processamento que
permitem a recontaminagao, como a enformagem manual e embalagem, onde pode
haver contato do queijo com equipamentos, materiais e utensilios mal higienizados, e
a higiene pessoal inadequada dos manipuladores (BARAN; ERDOGAN; TURGUT;
ADIGUZEL, 2017; FURTADO, 2017; MARTINS, 2018; RIBEIRO; SIMOES;
JURKIEWICZ, 2009).

O processo de fabricagdo do QMF e suas variagbes estao representados na

Figura 1. Para dar inicio a produgdo do queijo, € necessario a realizagdao da
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pasteurizagdo do leite, que permite a eliminagdo de microrganismos patdgenos e
reducao de deteriorantes a niveis aceitaveis. Apds o processo de pasteurizacao, €
necessario adicionar cloreto de calcio para aumentar o teor de calcio soluvel, pois o
existente naturalmente fica indisponivel quando o leite é pasteurizado. Além disso,
ajuda a acelerar a coagulagdo do leite e da elasticidade a massa do queijo (DA
CONCEICAQ; DA SILVA; DE OLIVEIRA; SOARES et al., 2009). De acordo com Silva
(200%5), o leite pasteurizado é preparado para a coagulagdo da caseina, sua principal
proteina, através da adicdo do coalho. O coalho é um composto de proteinases
(quimosina e pepsina) adicionado ao leite que promove a sua coagulagao, resultando
em massa de queijo, chamada de coalhada. A coagulagéo inicia-se apds a adicao do
coalho e leva cerca de 45 minutos (SILVA, 2005).

Preparacdo do leite
\ Filtragem
Y Pasteurizacio
Cloreto de célcio Adicdo dos ingredientes
coalho \
(obrigatorios) / v Salga no leite
Bactérias laticas Coagulacdo
cloreto de sodio
(opcionais) 30a35°C
Y 40 a 45 minutos
Cubos de 1,52 2 cm de | __+—=Corte da coalhada
aresta
\ 4

Mexedura e sinérese

\ 4

/ Dessoragem parcial
Salga da coalhada

(massa) Y
Enformagem
\ Forma cilindrica
Resfriamento
L Viragem 1 a 3 vezes

Queijo fresco

Salga em salmoura

L4

Embalagem e
estocagem

v

Distribuicdo comercial

Figura 1: Fluxograma de fabricagdo do queijo Minas Frescal. Elaborado pelo autor.
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Apds o processo de coagulagdo, inicia-se o corte da coalhada, a massa é
cortada por liras verticais e horizontais em cubos, e inicia-se o processo de sinérese
com mexeduras intercaladas com momentos de repouso da massa. Apds atingir a
consisténcia adequada, parte do soro de leite é retirada e inicia-se o processo de
enformagem, muitas vezes de forma manual, o queijo € moldado em sua forma
caracteristica (FREITAS, 2015). O QMF nao precisa ser prensado porque possui um
teor de umidade caracteristico que precisa ser mantido. O queijo € entdo salgado para
garantir o controle de umidade, preservagao e sabor. Para promover a salga dos
queijos existem diferentes formas: salga por imersdo em salmoura, salga da massa,
na superficie do queijo (salga a seco), salga mista e a salga direta no leite (OLIVEIRA,;
LIRA; TORRES; SOARES et al., 2008).

Na fabricacdo de QMF, um dos métodos de salga mais comuns € por imersao
em salmoura. O tempo de permanéncia dos queijos nos tanques de salmoura
depende do peso, formato, tamanho, do teor de sal desejado e da umidade do queijo
(GUSSO, 2009). Apds a salga, o queijo € embalado em sacos plasticos e armazenado
em baixas temperaturas para garantir sua conservagao (SILVA, 2005). O prazo de
validade do queijo Minas Frescal depende do processo de produg¢do e pode variar
entre 10 e 20 dias quando refrigerado de 2 a 4 °C (FERREIRA; DOS SANTOS, 2022).

3.2. CONTAMINACAO MICROBIANA DE QMF

A contaminagao microbiolégica na industria de alimentos representa um sério
perigo para a saude do consumidor e acarreta grandes prejuizos econdmicos
(PERRY, 2004). Devido ao risco apresentado a saude publica, o processo de
fabricacdo até a comercializacdo ao consumidor final é fiscalizado. O MAPA é o
responsavel pela fiscalizagdo dos produtos de origem animal, como QMF, até a
expedig¢ao daindustria, enquanto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

fiscaliza a qualidade desses alimentos quando dispostos para comercializagao.

De acordo com a ANVISA, os padrdes microbiolégicos para queijos de alta
umidade sao estabelecidos pela Resolugédo da Diretoria Colegiada — n°331/2019 e a
Instrugcdo Normativa n°60/2019. Ja para o MAPA, os padrdes microbiolégicos para
esses tipos de queijos sado estabelecidos pela Portaria MAPA — n° 146/1996 (Tabela
2).
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Tabela 2: Padrées microbioldgico e limites estabelecidos pela Portaria n°146/1996 (MAPA) e
pela Instru¢do Normativa n°60/2019 (ANVISA) para queijo Minas Frescal

Legislagao Requisitos microbiolégicos
Coliformes/g (30 °C): n=5, c=2, m=10, M=1000
Coliformes/g (45 °C): n=5, c=2, m=50, M=500
Portaria n°146 - Estafilococos coagulase positiva/g: n=5 c=1 m=100 M=500
MAPA (07/03/1996) Salmonela sp./25g: ausente
Fungos e leveduras/g: n=5, c=2, m=500, M=5000

Listeria monocytogenes/25g: ausente
Escherichia colilg: n=5, c=1, m=100, M=1.000

Resolugédo RDC n° Estafilococos coagulase positiva/g: n=5 c=2 m=100 M=1000
331- ANVISA Salmonela sp./25g: ausente
(23/12/2019) Listeria monocytogenes/25g: n=5, ¢c=0, m=100

Enterotoxinas estafilocécicas (ng/g): ausentes

*n= numero de amostras a ser analisada, M= limite superior, m= limite inferior, c= nimero
maximo de amostras permitido entre m e M. Valores expressos em Unidade Formadora de Colénias
(UFC) ou Numero Mais Provavel (NMP) por grama.

A contaminagao do queijo por Pseudomonas pode se originar de diferentes
fontes, desde a obtengao da matéria prima até o processo de fabricagdo e embalagem
do queijo. Dentre elas, o uso de leite de vacas com mastite, infeccdo causada por
microrganismos externos a glandula mamaria, como Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, o controle
sanitario insuficiente do rebanho, a auséncia de pasteurizacdo, as condi¢des
higiénicas insuficientes em toda a cadeia produtiva, temperaturas e formas de
armazenamento inadequadas e habitos higiénicos inadequados durante o manejo,
contribuem para a contaminagdo do queijo (DOS SANTOS; SOUSA; MELO, 2019;
KUMMEL; STESSL; GONANO; WALCHER et al., 2016; MEDEIROS, 2019).

Outra fonte de contaminagdo é a salga em salmoura. A reutilizagdo das
salmouras, um procedimento comum na industria de laticinios, pode alterar as
caracteristicas de pH, nutrientes e aumentar a contaminagéo microbiana dos queijos.
A filtracdo e tratamento térmico sdo medidas usadas para recuperar e manter a
qualidade da salmoura. Entretanto, ndo existe critério microbiolégico para qualidade
de salmoura (BRASIL, 1996). Existem poucas pesquisas que descrevem o perfil
microbioldgico de salmouras, 0 que faz com que essa importante etapa do processo
de producéo seja negligenciada na contaminagao dos queijos. Nos estudos sobre

qualidade microbiolégica de salmoura, as contagens de coliformes totais, coliformes
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termotolerantes, Staphylococcus aureus, bolores e leveduras, aerobios mesofilos e
psicrotroficos ultrapassaram 5,0 Log UFC/mL (LISITA, 2005; SILVA; COELHO;
ROCHA; NEVES et al., 2017).

Apesar da legislagdo vigente, diversos estudos apontam contaminagdes de
microrganismos deteriorantes e patogénicos em QMF em todo o Brasil. Esses casos
evidenciam um quadro desfavoravel da qualidade deste alimento independente da
sua origem de fabricagdo. A Figura 2 apresenta resultados de alguns estudos sobre
contaminagdes microbianas de QMF superiores aos limites estabelecidos pela
legislagdo (Portaria n°146/1996 do MAPA e pela Instrugcdo Normativa n°60/2019 da
ANVISA para queijo Minas Frescal).

Coliformes totais (n=267)

E. coli (n 420)

Coliformes termotolerantes (n=451)

S. aureus (n=201)

Fungos filamentosos e leveduras (n=20)
ECP (n=337)

Salmonella spp. (n=375)

Listeria monocytogeneses (n=254)

Cll 1I0 2l0 3I0 4|O 510 610 7l0 8l0 9'0 1(I)0
Percentual de amostras
Figura 2: Analise bibliografica de contaminagao microbiana em queijo Minas Frescal no Brasil.
Amostras que estavam em desacordo com a legislagao vigente (azul) e amostras que estavam em
acordo com a legislagéo vigente (laranja). *n= nimero de amostras de queijo avaliadas nos estudos.
ECP - Estafilococos coagulase positiva. Total de estudos: foram analisados vinte e cinco (25) artigos

cientificos publicados nos ultimos dez (10) anos.

Os resultados de contaminag¢ao microbiana de QMF em cada um dos estudos

sao reportados na Tabela 3.



Tabela 3: Exemplos de contaminag¢ao microbiana em queijo Minas Frescal no Brasil e inconformidades segundo a Portaria n°146 -MAPA
(07/03/1996) e Resolugdo RDC n° 331— ANVISA (23/12/2019).

Coliformes

Numero a Estafilococ Listeria Staphyloco
A . Local de N amostras/ Tipo de Coliform . Bolores e os Salmonella Py
Referéncia de N 452 C E. coli monocytog ccus
estudo produgao es a 352C Leveduras coagulase spp.
amostras (termotole s enes aureus
rantes) pos.
Caseiro  Industrializado (%) de amostras inconformes
ZONTA et Arapongas,
al. (2013) PR 54 0 54 100 S/D 100 S/D S/D S/D S/D S/D
Morais; Brasilia e
Rezende,  Taguatinga, 10 0 10 S/D 80 50 S/D S/D Ausente S/D Ausente
2013 DF
Apolinario Zona da
et al. 31 0 31 S/D 54,8 77,4 S/D 16,12 Ausente 9,6 S/D
Mata, MG
(2014)
Cruzzoiza"' Bahia 77 0 77 s/D 96,3 s/D s/D 3,7 Ausente Ausente s/D
Costaetal,  Sdo Paulo, 30 15 15 80 s/D s/D s/D s/D s/D s/D s/D
2015 SP
\;T"azt(t)'lest Ji, PR 4 4 0 s/D 100 100 s/D s/D Ausente 100 Ausente
Chesca et Uberaba-
al,, 2015 MG 10 S/D S/D S/D S/D Ausente S/D S/D Ausente Ausente 50
Silva, 2015 Gg'oalg'sa 10 5 5 s/D 14,3 100 12,5 s/D s/D s/D s/D
DIAS et al., Regido Sul
2016 de Goids 10 5 5 S/D 50 50 S/D S/D Ausente S/D 30
Feitosa et Morrinhos-
al, 2016 GO 37 0 37 S/D S/D 86,49 S/D S/D S/D S/D 35,14
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Coliformes

Numero a Estafilococ Listeria Staphyloco
A . Local de N amostras/ Tipo de Coliform . Bolores e os Salmonella Py
Referéncia de N 452 C E. coli monocytog ccus
estudo produgao es a 352C Leveduras coagulase spp.
amostras (termotole os enes aureus
rantes) pos.
Caseiro  Industrializado (%) de amostras inconformes
Da Silva et Sudoeste
al., 2016 da Bahia 18 0 18 S/D S/D 83,3 S/D S/D S/D S/D 100
Vinha et Vigosa, MG 77 S/D 0 75 25 S/D S/D 25 Ausente S/D S/D
al., 2016
Garcia et Campinas,
al., 2017 sp 10 5 5 65 25 60 35 50 40 Ausente S/D
De SOUZA Zonada
etal, 2017 Mata, MG 50 7 43 100 40 32 S/D 20 40 Ausente S/D
Oliveira et Londrina,
al., 2017 PR 36 0 36 100 27,8 55,6 S/D S/D S/D S/D S/D
Vinha et .
al. 2018 Vigosa, MG 78 32 46 S/D S/D S/D S/D 39,7 S/D S/D S/D
Silva; Belo, Sete
2018 Lagoas, MG 4 4 0 S/D 50 S/D S/D 75 Ausente S/D S/D
Limaetal., Distrito
2019 Federal 20 20 0 S/D 100 100 S/D S/D 95 S/D S/D
Bastistella Barra do
Bugres — 18 18 0 S/D 16,67 27,78 S/D S/D Ausente Ausente S/D
et al., 2019
MT
Pinto, 2019  Rolimde 30 s/D s/D s/D 10 43,4 s/D s/D s/D s/D 100

Moura
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Coliformes .
Numero a Estafilococ Listeria Staphyloco
A . Local de N amostras/ Tipo de Coliform . Bolores e os Salmonella Py
Referéncia de N 452 C E. coli monocytog ccus
estudo produgao es a 352C Leveduras coagulase spp.
amostras (termotole os enes aureus
rantes) pos.
Caseiro  Industrializado (%) de amostras inconformes
Ferrari; Sdo Espirito
, 28 0 28 S/D S/D 78,3 S/D S/D S/D S/D 39,3
José, 2019 Santo
Feragaet ltaperuma, s/D s/D s/D s/D 100 s/D 5/D 50 Ausente 5/D s/D
al., 2020 RJ
Silva; N
Ferreira,  UPerlandia 10 5 5 90 60 s/D s/D 20 s/D s/D s/D
-MG
2021
LIMA et al. Sul Espirito
’ 1
2022 Santo 4 4 0 S/D 25 75 S/D S/D 100 Ausente 00
campos Botucatu,
2
2022 S0 Paulo 50 S/D S/D S/D 30 34 S/D S/D 6 4

Valores apresentados em porcentagem.

*S/D= a informagao nao pbde ser obtida a partir dos dados do estudo referenciado.
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Coliformes foram o principal grupo de microrganismo responsavel por
inconformidades nas amostras de QMF com os padrdes legais vigentes. A presenca
desse grupo € um importante indicador de condigdes higiénico sanitarias irregulares
e podem causar grandes perdas econdmicas na industria (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004). Além disso, a presenga de coliformes favorece a produc¢ao de gases
e defeito de estufamento precoce em queijos frescos (TABLA; GOMEZ; REBOLLO;
MOLINA et al, 2022). Entretanto, outros grupos microbianos considerados
importantes deteriorantes de queijos sado pouco investigados e quantificados em QMF.
Microrganismos psicrotréficos sado importantes deteriorantes de queijos frescos
armazenados refrigerados. A presenga desse grupo em leite e derivados é
influenciada pelas condi¢gdes de higiene na ordenha, duragdo do periodo de
armazenamento ou até mesmo contaminagdo pods-pasteurizagdo (MACHADO,;
BAGLINIERE; MARCHAND; VAN COILLIE et al., 2017; RABELO; RICARDO;
PORFIRIO; PIMENTEL et al., 2021; VAN TASSELL; MARTIN; MURPHY; WIEDMANN
et al., 2012). Mesmo com armazenamento refrigerado, o QMF fica exposto ao
crescimento de bactérias psicrotroficas e, consequentemente, producao de enzimas
proteoliticas e lipoliticas por essas bactérias (GOULART; PINTO, 2021; MIRANDA,
2020). Neste sentido, o género Pseudomonas merece destaque devido a sua
frequéncia de isolamento e problemas relacionados ao seu crescimento em leite e

derivados.
3.3. PSEUDOMONAS EM QUEIJOS

Pseudomonas sao bactérias gram-negativas em forma de bastonete, moveis
devido a presenca de flagelos polares, aerdbios estritas e ndo formadoras de esporos.
O género Pseudomonas predomina dentre os psicrotréficos encontrados no leite,
sendo as espécies mais comumente isoladas Pseudomonas fluorescens e
Pseudomonas putida (DE LONGHI; DE SOUZA CORREIA; BRUZAROSKI; POLI-
FREDERICO et al., 2022). Essas bactérias podem ser encontradas no solo, agua, ar,
poeira e vegetais e apresentam capacidade de produzir enzimas proteoliticas e
lipoliticas resistentes a tratamentos térmicos usualmente empregados na industria de
laticinios. Os principais problemas causados por Pseudomonas em lacteos estao
relacionados com defeitos de sabor amargo, odor, cor e consisténcia indesejaveis no

produto final, bem como, gelatinizagao de leite UHT, rancidez em manteiga, perda de
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rendimento em queijos (DA SILVA COSTA; DA SILVA RODRIGUES; DE CARVALHO;
MACHADO, 2022; DE ANDRADE PAULO; MONTANHINI; RIBEIRO, 2021).

Pseudomonas tém sido encontradas com frequéncia em queijos e associadas
a problemas tecnoldgicos e de vida de prateleira. Estudos reportaram o género
Pseudomonas como principal contaminante em amostras de queijo Minas Frescal (DE
PAULA; MEDEIROS; FERNANDES; DA SILVA et al., 2021; FEITOSA; BORGES; DE
PAULA; BARBOSA et al., 2016; SARAIVA; RODRIGUES; DA SILVA JUNIOR; DA
SILVA SCAPIM et al., 2021; STELLATO; DE FILIPPIS; LA STORIA; ERCOLINI, 2015).
Outro importante problema associado a contaminagcdo por Pseudomonas é o
desenvolvimento de pigmentagdo azul em queijos frescos. Diversos estudos foram
desenvolvidos para investigar as causas da coloragdo em queijos e alguns desses
relacionaram a coloragéo com a ocorréncia de P. fluorescens (CARMINATI; BONVINI,
ROSSETTI; ZAGO et al., 2019; CARRASCOSA; MARTINEZ; SANJUAN; MILLAN et
al., 2021; DA SILVA RODRIGUES; MACHADO; DE CARVALHO; NERO, 2021; DEL
OLMO; CALZADA; NUNEZ, 2018). Em 2021, pela primeira vez no pais, foram
investigadas e identificadas estirpes de Pseudomonas causadoras da coloragao azul
de QMF, incluindo Pseudomonas carnis (DA SILVA COSTA; DA SILVA RODRIGUES;
DE CARVALHO; MACHADO, 2022). A deterioragdo especifica que gera a
pigmentagao azul ocorre geralmente em queijos frescos com alto teor de umidade e
pH alto (entre 5,3 e 6,0) e € desenvolvida mesmo em armazenamento em baixas
temperaturas (CARMINATI; BONVINI; ROSSETTI; ZAGO et al., 2019). Vale ressaltar
que a pasteurizacido do leite é eficiente no controle de Pseudomonas em leite cru,
entretanto, falhas durante o processo de fabricagdo do queijo pode permitir a
recontaminagao por algumas estirpes prevalentes no ambiente produtivo. No Brasil, a
industria de laticinios tem relatado com frequéncia a ocorréncia dessa deterioragao no
QMF. Entretanto, devido a falta de informacdes cientificas nacionais a respeito, muitas
pessoas acabam associando erroneamente essa deterioracdo a residuos quimicos
nos produtos finais (RIBEIRO; FREIRE; SILVEIRA; CARVALHO, 2023).

A presenca desse tipo de bactéria € responsavel por grandes prejuizos
financeiros a industria de laticinios e, portanto, deve haver um controle rigoroso na
producdo de queijos tipo Minas Frescal. Muitos psicrotroficos sdo destruidos na
pasteurizagao do leite, incluindo Pseudomonas, mas eles podem recontaminar os

queijos por falhas higiénicas no processo produtivo, portanto, a higienizagao de toda
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a fabrica deve ser reforcada. A exposicdo da matéria-prima a condi¢des higiénico-
sanitarias inadequadas pode comprometer a qualidade dos queijos. Alguns estudos
reportaram a presenca de Pseudomonas dentro das plantas produtivas de queijo,
incluindo na salmoura (CARMINATI; BONVINI; ROSSETTI; ZAGO et al.,, 2019;
CASTRO; DA SILVA FERNANDES; KABUKI; KUAYE, 2021; STELLATO; UTTER;
VOORHIS; DE ANGELIS et al., 2017). Rovedilho (2023) cita que falhas nos
procedimentos de higienizagdo podem favorecer a contaminagdo e crescimento de
Pseudomonas em produtos lacteos e, portanto, deve haver sanitizacao eficiente das

instalagdes produtivas.

Além das condi¢des higiénico-sanitarias, algumas tecnologias podem ser
utilizadas para ampliar a vida de prateleira de queijos, incluindo o uso de aditivos
antimicrobianos de origem vegetal natural, atmosfera modificada ou embalagens
ativas, revestimentos comestiveis, uso de fotossensibilizadores e de diéxido de
carbono e altas pressdes hidrostaticas (BARUKCIC; SCETAR; MARASOVIC; LISAK
JAKOPOVIC et al., 2020; CHRISTAKI; MOSCHAKIS; KYRIAKOUDI; BILIADERIS et
al., 2021; JALILZADEH; TUNCTURK; HESARI, 2015; NAJERA; NIETO; BARRON;
ALBISU, 2021; SARAIVA; RODRIGUES; DA SILVA JUNIOR; DA SILVA SCAPIM et
al., 2021; SINGH; WANI; KARIM; LANGOWSKI, 2012). Entretanto, a aplicagdo de
muitas delas em queijos frescos, como o QMF, é inviavel ou apresenta elevado custo.
Dessa forma, o uso de bacteriéfagos liticos pode ser uma alternativa natural
interessante no controle de bactérias deteriorantes e extensido da vida de prateleira

desse tipo de queijo.
3.4.BACTERIOFAGOS NO CONTROLE MICROBIANO DE QUEIJOS

Bacteriéfagos, também denominados fagos (Figura 3), sdo virus capazes de
infectar bactérias, incluindo aqueles de importancia em alimentos, com especificidade
variavel para familia, género, espécie ou estirpe. O uso de fagos para o biocontrole
dos seus hospedeiros traz beneficios como: seguranga, isolamento e propagagao
faceis e de baixo custo, eficacia em doses baixas, extensao da vida util dos alimentos
e manutengao das propriedades sensoriais dos alimentos. A principal vantagem de
utilizar fagos é a capacidade desse virus na adsorgcado e infecgao de hospedeiros
bacterianos sem modificar as caracteristicas sensoriais como aparéncia, sabor e
aroma dos alimentos (ROGOVSKI et al., 2021). Seu uso na industria de alimentos

indica seu grande potencial de prevencao e redugao de populagdes de bactérias de
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grande relevancia, em quantidades expressivas, em produtos alimenticios e no
ambiente de producao (COSTA; PASTRANA; TEIXEIRA; SILLANKORVA et al., 2023;
HAGENS; LOESSNER, 2007; PUJATO; QUIBERONI; MERCANTI, 2019;
SILLANKORVA; OLIVEIRA; AZEREDO, 2012). E justamente esta especificidade em
relacao ao hospedeiro, determinada por receptores das estruturas do envelope celular
das bactérias, um dos fatores fundamentais no sucesso no uso de fagos para controle
biolégico (MATHIEU; YU; ZUO; DA SILVA et al., 2019).

Os bacteriofagos sao ubiquos e estdo diretamente relacionados com a
quantidade de bactérias presente no ambiente, representando a forma de vida mais
abundante do planeta, com uma estimativa de 10%? bacteriéfagos, estando presente
em todos os meios onde existe o hospedeiro. A descoberta desses virus foi atribuida
a Felix d’'Herelle, em 1917 (FURFARO; CHANG; PAYNE, 2018). Desde sua
descoberta, os fagos vém sendo propostos para diversos fins como a fagoterapia,
sistema de entrega de medicamentos, agentes de controle biolégico, dentre outros
(GARCIA; MARTINEZ; OBESO; RODRIGUEZ, 2008; PINTO; ALMEIDA; AZEREDO,
2020).

Esquema estrutural de fagos

—_, Capsideo (localizagao
do material genético)

— Collar

Cauda
~;-.¥ Fibras da calda

Placa base

Figura 3: Esquema estrutural de um bacteriéfago caudado. Elaborado pelo autor.

Os fagos sao classificados e divididos em diferentes familias dependendo da
sua morfologia, composi¢cao de acidos nucleicos, estrutura do capsideo e gama de
hospedeiros. O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) é responsavel
pela classificacdo taxondmica de bacteri6fagos. A grande maioria dos fagos

identificados até agora pertence a classe Caudoviricetes, que atualmente esta dividida
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em 7 ordens, 44 familias e 44 subfamilias (MATTHIJNSSENS; ATTOUI; BANYAI;
BRUSSAARD et al., 2022). Ela contém fagos de comprimentos variados de cauda
com capsideos icosaédricos e um genoma de DNA de fita dupla (TURNER;
KROPINSKI; ADRIAENSSENS, 2021; TURNER; SHKOPOROV; LOOD; MILLARD et
al., 2023). No entanto, estes numeros estdo em constante mudanga devido ao rapido

aumento dos dados de genomas sequenciados disponiveis.

Desde sua descoberta, esses virus vém sendo estudados em funcédo do seu
potencial no controle biolégico de bactérias de interesse na medicina humana e na
industria alimenticia. Os fagos vém sendo utilizados para uso terapéutico devido ao
surgimento de bactérias resistentes a antibidticos. Ja existem estudos em humanos
com administragéo intravenosa de bacteriéfagos em casos de infecgao por estirpes
resistentes que demonstram sua eficacia (CISEK; DABROWSKA; GREGORCZYK;
WYZEWSKI, 2017; DA SILVA; DA ROCHA NOGUEIRA, 2022; GRANDO, 2021; VAZ;
RECH; COLDEBELLA, 2022). Em 2006, o FDA aprovou o uso de bacteriéfagos como
conservantes de alimentos e no controle de estirpes bacterianas em vegetais frescos,
carmnes e derivados (SAFWAT MOHAMED; FAROUK AHMED; MOHAMED
MAHMOUD; ABD EL-BAKY et al., 2018).

3.4.1. Ciclos de Infecgcao

O principio do tratamento com fagos envolve o reconhecimento do hospedeiro
para iniciar o processo de infecgao. Este encontro é o resultado da colisao aleatéria
de fago-bactéria por meio de movimento browniano (KASMAN; KASMAN;
WESTWATER; DOLAN et al., 2002). Ap6s o reconhecimento, ocorre a ligagao do fago
a superficie da bactéria (BERTOZZI SILVA; STORMS; SAUVAGEAU, 2016). O fago
entdo usa enzimas para induzir a formagao de um poro no envelope celular através
do qual o material genético ¢é injetado. Esse processo ocorre de diferentes formas de
acordo com o tipo de cauda presente no fago (ORLOVA, 2012; WITTEBOLE; DE
ROOCK; OPAL, 2014). As interagcbdes fago-bactéria sao mediadas pelas proteinas
distais dos fagos, conhecidas como proteinas de ligagao ao receptor (receptor-binding
proteins - RBPs), que sao os principais fatores que determinam a ligacao especifica
(NOBREGA; VLOT; DE JONGE; DREESENS et al., 2018).

Os bacteriéfagos podem apresentar dois tipos de ciclo de infecgao principais:
lise da célula, ocasionada por bacteriéfagos virulentos (ou liticos), ou permanéncia na

célula hospedeira devido a integracdo do DNA do fago ao DNA do hospedeiro,



34

ocasionado pelos bacteriéfagos temperados (ou lisogénicos), num estado chamado
lisogenia (KENNY; MCGRATH; FITZGERALD; VAN SINDEREN, 2004) (Figura 4).
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Figura 4: Processo de infecgédo da bactéria por meio de ciclo litico ou lisogénico. Adaptado de
Feiner et al. (2015). Elaborado pelo autor.

Outro ciclo importante no processo de infec¢gao por fagos é o ciclo crénico.
Nesse tipo de ciclo de infecgéo o fago insere seu material genético no genoma de seu
hospedeiro, sendo replicado a cada ciclo celular, sem ocorrer a lise da célula da
bactéria (ROGOVSKI; CADAMURO; DA SILVA; DE SOUZA et al., 2021). No ciclo
litico, ap6s a introdugdo do material genético na bactéria, a maquinaria celular do
hospedeiro é direcionada para a produgéo dos componentes fagicos, como proteinas
virais (WITTEBOLE; DE ROOCK; OPAL, 2014). Por fim, ocorre a montagem de novos
virions e a producdo de enzimas responsaveis pela degradacdo da parede celular
bacteriana, permitindo a liberagdo dos fagos no meio externo mediante a inativagao
do hospedeiro (HAGENS; LOESSNER, 2007; ORLOVA, 2012; WITTEBOLE; DE
ROOCK; OPAL, 2014).

Enquanto no caso do ciclo lisogénico, o DNA viral se integra ao DNA bacteriano
e é replicado junto com o DNA da bactéria para novas geragdes. Quando o DNA do
fago esta incluso no DNA da bactéria ele € chamado de propago e pode ser
transmitido pela divisao celular as proximas geragoes (QUIBERONI; GUGLIELMOTTI;

REINHEIMER, 2003). A partir desse momento, o fago apresenta-se na forma latente,
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sendo sintetizadas apenas proteinas de repressao, que inibem a transcri¢ao de outros
genes, além de proteinas ligadas a imunidade da bactéria as novas infecgbes
(MIRZAEI; MAURICE, 2017) MIRZAEI; MAURICE, 2017). Os fagos que utilizam esse
tipo de ciclo se distinguem por possuirem genes que codificam a proteina integrase
(INT), enzima que medeia a recombinacédo do DNA do fago com o do hospedeiro,

fatores determinantes no ciclo de infec¢ao dos bacteridéfagos (GROTH; CALOS, 2004).

A eficacia da interagdo fago-bactéria é determinada por fatores intrinsecos e
fatores externos. Como primeiro fator pode-se citar a MOI, razao entre o numero de
fagos e o numero de células bacterianas. Assim, a MOl reflete a probabilidade de que
uma célula hospedeira tera pelo menos um fago que leva a infecgao (ABEDON, 2016;
LY-CHATAIN, 2014). Em um estudo de Sharma et al. (2021), uma redugao de 90%
em populagdes da bactéria Pseudomonas aeruginosa foi observada em uma MOI de
1, enquanto uma reducéo de 52% foi observada em uma MOI de 0,1. No entanto,
mesmo em MOIs mais baixas, os autores alcancaram uma reducéo significativa no
numero de bactérias em comparagao com o controle, com reducdes de 42% e 37%
em MOls de 0,01 e 0,001, respectivamente. Em outro estudo utilizando camundongos
infectados com P. aeruginosa e tratados com fagos, observou-se 100% de
sobrevivéncia e os animais ndo apresentaram sinais de infeccdo em MOIs de 10 e
100 (ARUMUGAM; MANOHAR; SUKUMARAN; SADAGOPAN et al., 2022).

Condigoes fisicas e quimicas tais como pH, temperatura e salinidade também
interferem no processo de infecgédo dos fagos. Esses fatores podem levar a perda de
lipidios dos fagos envelopados e/ou DNA, mudangas estruturais assim como
inativagao do fago por meio da supressao da sua estrutura (cabecga, cauda e envelope)
e por isso influenciam na ocorréncia, viabilidade e capacidade de infeccdo de
bacteriéfagos (ACKERMANN; TREMBLAY; MOINEAU, 2004; JONCZYK-MATYSIAK;
L ODEJ; KULA; OWCZAREK et al., 2019).

A temperatura desempenha um papel fundamental na fixagao, penetracao,
multiplicagao e duracao do periodo latente. De acordo com Gouvéa et al. (2016), como
os fagos dependem da fungdao metabdlica do hospedeiro, as mudancas fisiolégicas
causadas pela alteragcdo da temperatura de incubacdo da bactéria também

influenciam o fago. Temperaturas mais altas podem levar a uma fase de laténcia
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prolongada e podem inativar os fagos (JONCZYK; KtAK; MIEDZYBRODZKI;
GORSKI, 2011; TEY; OOI; YONG; NG et al., 2009).

Crespo (2021), avaliou as mudangas fenotipicas e genotipicas sofridas por um
bacterifago de RNA quando propagado em temperaturas diferentes e observou que
o aumento de temperatura (de 37 °C para 43 °C) influenciou na velocidade de
adaptacado e na estrutura da populacéo e na diversidade genética nela contida. Em
outro estudo, observou-se que a temperatura influenciou na eficiéncia da interacéo
fago-bactéria. Em temperaturas abaixo do 6timo de crescimento para a bactéria,
menos material genético do fago penetrou na célula hospedeira bacteriana
(JONCZYK-MATYSIAK; L ODEJ; KULA; OWCZAREK et al., 2019).

Assim como a temperatura, a acidez e a salinidade sao fatores que influenciam
na estabilidade do fago. O pH é um fator de grande importancia, visto que rege o
equilibrio das formas nitrogenadas (BOLSAN, 2023). Cada bacteriéfago apresenta
seu otimo de pH, entretanto pH acidos limitam a proliferacdo de muitos fagos e,
dependendo da duragao da exposigdo, mesmo valores de pH ligeiramente mais altos
podem tornar as particulas virais inativas (JONCZYK; KtAK; MIEDZYBRODZKI;
GORSKI, 2011). O choque osmético de ions e a salinidade também s&o fatores
apontados como inativadores de bacteriéfagos (DAVIS; SILVEIRA; FLEET, 1985).

3.5.APLICACAO DE FAGOS EM QUEIJOS

Na literatura € possivel encontrar estudos sobre como os bacteriéfagos tém
sido aplicados para inativar S. aureus em queijos frescos e maturados e para prevenir
a formacdo de biofiilme (DE CASTRO, 2019; YOUSSEF; AGUN; FERNANDEZ;
KHALIL et al., 2023). Outros autores avaliaram um coquetel de bacteriéfagos liticos
no controle de estirpes de E. coli em diferentes matrizes alimentares e temperaturas.
O numero de células de E. coli foi significativamente reduzido na matriz lactea, caindo
abaixo do limite de detecgdo (<10 UFC/mL) a 4 °C e diminuindo de 2 a 4 log UFC/mL
a 24 °C apods 24 h de exposigao (PINTO, 2019; TOMAT; BALAGUE; AQUILI; VERDINI
et al., 2018). Figueiredo, Miranda e Almeida (2014), ao estudarem a eficiéncia com
fago do tipo P0100 em queijos macios, observaram reducgdes de 0,8 e 1,0 log UFC/g

para Listeria monocytogenes. A Tabela 4 apresenta alguns desses trabalhos.



Tabela 4: Exemplo de aplicagédo de fagos em diferentes tipos de queijo e caracteristicas da aplicagao
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Produto Bactéria alvo Fago (concentragao) Forma de Reducao Tempo Referéncia
(concentragao) aplicagao (Condigoes)
Queijo Cheddar  S. aureus (6 log/ml) Coquetel (®812 Leite 4 log <LOD(2log)0d Haddad et al.
/44AHJD / ®2) (MOI pasteurizado 4°C) (2016)
15/45/150)
Queijo Cheddar  S. aureus (6 log/mL) Coquetel Leite 4 log <LOD(2log)0d Haddad et al.
(Team1/P68/LH1- pasteurizado 4°C) (2016)
MUT) (MOI 15/45/150)
Queijo duro L. monocytogenes (4 Produto ListShield Superficie 2,8 log 4d (4 °C) Perera et al.
log/g) (coquetel) (8 log) (2015)
Requeijao L. monocytogenes (5 P100 (7 log) Superficie 0,8 log 7d (10 °C) Silva et al.
log/g) (2014)
Queijo macio L. monocytogenes (5 P100 (7 log) Superficie 1 log 7d (10 °C) Silva et al.
log/g) (2014)
Queijo duro S. aureus (6 log/mL) Coquetel (PIPLA35, Leite 5,5 log 30d (11 °C) Bueno et al.
®IPLA8S8) (6 log) pasteurizado (2012)
Queijo fresco L. monocytogenes (4 P100 (8 log) Superficie 3,5 log Lise: 1d; Soni et al.
log/g) Recrescimento: 7 (2012)

d (ambos a 4 °C)
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Produto Bactéria alvo Fago (concentragao) Forma de Reducgao Tempo Referéncia
(concentragao) aplicagao (Condigoes)
Queijos com L. monocytogenes (2 A511 (8 log) Superficie 1,8loga1 6d(12-13°C Guenther e
manchas log/cm?) Trés doses (1 h,3de log 1d(12-13°C Loessner
vermelhas L. monocytogenes (1 6 d/ 8 log) 33loga34 12d((12a13°C) (2011)
log/cm?) Duas doses (1he6d log e11d(6°C)
L. monocytogenes (3 / 8 log) 3,1a3,5log 11d(12a13°C)
log/cm?) e11d(6°C)
Queijos macio L. monocytogenes (3 A511 Duas doses (1 e  Superficie 2,5log 10d(12a13°C) Guenthere
mofo branco log/cm?) 20h/81log)8log 9 2,4 log e10d(®6°C)8d Loessner
log 2,9 log (12a13°C)e 10  (2011)
d®6°C)9d(12a
13°C)e 10d (6
°C)
Queijo mancha L. monocytogenes (1 P100 Superficie a 1,6 log 6d (14 °C) Carlton et al.
vermelha suave  log/cm?) 7 log a1,6log 6d (14 °C) (2005)
Sete doses (7 log) b 1,6 log Lise: 6 d;
Sete doses (6 log) Recrescimento: 10
d (ambos a 14 °C)
Queijo cheddar S. enteritidis (4 log/mL) SJ2 (8 log) (8 log) Leite 3,7loga24 90d(8°C) Modi et al.
pasteurizado log 99d (8°C) (2001)
Leite cru
Coalho acido / S. aureus SMQ-1320 Coquetel Leite 1-3 log 32-38°C Haddad et al.
coalho (6 log/mL) (Team1/P68/LH1- pasteurizado (2016)
MUT) (MOI 15, 45 e
150)
Coalhada mole S. aureus Sa9 (6 Coquetel (PIPLA35, Leite 56loga72 45m(32°C) Bueno et al.
Coalho dura log/mL) ®IPLA88) 6 log pasteurizado log 6 h (pH 5,3) (2012)
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Produto Bactéria alvo Fago (concentragao) Forma de Reducgao Tempo Referéncia
(concentragao) aplicagao (Condigoes)
Coalhada acida  S. aureus Sa9 (6 Coquetel de fago Leite 72loga65 4h(25°C)1h Garcia et al.
Coalhada Coalho log/mL) (PIPLA35, ®IPLA88)  pasteurizado log (30°C) (2007)
8 log (MOI 250) 8 log
(MOI 350)
Leite integral e P. fluorescens L23.2, P22.1, and Diretamenteno 4,09e 5,29 5d4°C Tayyarcan et
desnatado A11.1 leite al. (2023)
Leite cru P. mosselii ®C106 e P21A Diretamente no 4°C Wongyoo et
leite al. (2023)
Leite cru P. fluorescens (3 UFJF_PfDIWG e Caldo Milk-PBE 3,2 log 7 dias (4° C) (pH 5 Do Nascimento
log/ml) UFJF_PfSW6 al11) et al. (2022)

E possivel observar que a maioria dos trabalhos publicados discutem o uso de fagos no controle de L. monocytogenes,
enquanto a aplicagdo se da pela superficie do queijo ou na aplicagao no leite (matéria-prima). O uso de fagos no controle de P.
fluorescens ainda € pouco discutido na literatura, assim como a influéncia da etapa de adi¢do do fago durante a producao do queijo,

por isso, este trabalho se torna um avanco a literatura sobre o uso de fagos na industria de laticinios para tal finalidade.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MICRORGANISMOS

Neste estudo, foram utilizados uma estirpe de P. fluorescens (UFV 041), cedida
pelo Banco de culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento
de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV) (2004) e dois bacteri6fagos
liticos de P. fluorescens (Purivirus UFJF_PfDIW6 e Pijolavirus UFJF_PfSW6) do
Laboratério de Andlise de Alimentos e Aguas da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) isolados e caracterizados previamente
(DO NASCIMENTO; SABINO; DA ROZA CORGUINHA; TARGINO et al., 2022;
HUNGARO; VIDIGAL; DO NASCIMENTO; GOMES DA COSTA OLIVEIRA et al.,
2022; VIDIGAL; HUNGARO, 2023). Todos os microrganismos foram armazenados em
caldo Triptona de Soja (TSB), contendo 20 % de glicerol como crioprotetor, e
congelados a -80 °C. No momento da utilizagéo, a bactéria foi ativada em caldo TSB
por trés repiques sucessivos, com incubagao de 30 °C por 24h. Os bacteriéfagos
foram propagados a partir de estoques congelados a -80 °C conforme metodologia

descrita por Sambrook e Russel (2001).

Os fagos UFJF_PfSW6 e UFJF_PfDIWG6, utilizados nesse estudo foram
caracterizados anteriormente no trabalho de Nascimento et al. (2022). A
caracterizagao indicou que ambos os fagos pertencem a ordem Caudovirales e
provavelmente pertencentes a familia Podoviridae mostrando uma cabeca icosaédrica
presa a uma cauda curta. Além disso, apresentam genomas de DNA curtos que
variam de 32 a 45 kb. O fago PfDIW6 mostrou um periodo latente de 115 min e um
tamanho de explosao de 145 células PFU/infectadas. Enquanto o ciclo de infecgdo do
fago PfSWG6 foi apresentou periodo latente de 25 minutos e um tamanho de explosao
de 25 PFU/célulainfectada. Em relac&o a estabilidade do pH, ambos os fagos estavam

estaveis a pH 5-11 e foram muito suscetiveis ao hipoclorito de sdodio.

Quanto a eficiéncia dos fagos no biocontrole de P. fluorescens, nas
temperaturas de 4 e 10°C, ambos apresentaram reducdes na contagem bacteriana. A
temperatura de 4°C, as redugdes foramde 1,6 a4,6 log UFC/ml e 1,4 a 4,1 log UFC/ml
para UFJF_PfDIW6 UFJF_PfSW6, respectivamente. Ja o experimento de

armazenamento a 10 °C, a contagem bacteriana foi reduzida entre 0,1 e 3,1 log
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UFC/ml e 0,2 a 5,4 log UFC/ml nas amostras tratadas com os fagos UFJF_PfDIWG6 e
UFJF_PfSW6, respectivamente.

4.2. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE BACTERIOFAGOS EM SALMOURA

Para avaliar a possibilidade de aplicagdo dos bacteriéfagos por inoculagao dos
queijos via salmoura, foi realizado um estudo de estabilidade. A salmoura foi
preparada pela adigao de 23% de NaCl em agua purificada, seguido de esterilizagao
em autoclave a 121 °C/15 min e, posterior adicao de 0,30% de cloreto de calcio em
agua purificada e ajuste de pH da salmoura para 5,3 com acido latico 85%. As
suspensdes de bacteriofagos foram preparadas de acordo com Nascimento (2020),
nas concentragdes de 10" PFU/mL (UFJFPfSW6) e 10° PFU/mL (UFJFPfDIWG) e
adicionadas a salmoura e armazenada a 10 °C. Aliquotas de 100 uL da salmoura
inoculada foram retiradas ao longo do tempo (0, 7, 14, e 21 e 28 dias), diluidas
serialmente (1:10) em tampao SM (50 mM Tris—HCI [pH 7.5], 0.1 M NaCl, 8 mM
MgS0O4 x7H-20, 0.01% gelatina), e avaliadas quanto a titulagdo dos bacteriéfagos por
meio de metodologia de microgotas em sobrecamada da bactéria hospedeira
(ADAMS, 1959).

4.3.DETERMINACAO DA ETAPA DE ADICAO DOS BACTERIOFAGOS NO
PROCESSO PRODUTIVO

P. fluorescens UFV 041 foi cultivada overnight em caldo TSB a 30 °C,
centrifugada (5.000 g por 5 min) e ressuspendida em solugédo de NaCl 0,85 %. Leite
cru (100 mL) recém ordenhado foi aquecido a 60 °C por 30 min, para a eliminagao
e/ou reducédo de possiveis microrganismos contaminantes. Em seguida, o leite tratado
termicamente foi resfriado a 30 °C e contaminado artificialmente com P. fluorescens
UFV 041 para obter uma concentracao final de células de 10* UFC/mL. Para avaliar o
efeito da adigao de bacteriéfagos na redugéo de P. fluorescens em diferentes etapas
do processo produtivo de QMF, foram preparados microqueijos (queijo com
aproximadamente 3g) contaminados artificialmente seguindo a metodologia
preconizada por Bachmann et al. (2009) com adaptacdes. Os bacteriofagos foram
adicionados no leite (tratamento 1), massa (tratamento 2), ou processo de salga
(tratamento 3) durante a fabricagcdo do microqueijo. Amostras de microqueijo
adicionadas de tampao SM foram utilizadas como controle para todas as trés formas

de adicao.
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Todo o leite contaminado com P. fluorescens foi adicionado de 1000 pL de uma
mistura dos bacteriofagos UFJF_PfSW6 (106 PFU/mL) e UFJF_PfDIW6 (10° PFU/mL)
em tampdo SM (tratamento 1) ou de 1000 yL de tamp&o SM em substituicdo a
suspensao de fagos (controle e tratamentos 2 e 3). Em seguida, o leite foi adicionado
de cloreto de calcio (100 pL a 40%) e 100 pL de coagulante liquido Ha-la® (Chr
Hansen, Valinhos, SP) e, imediatamente homogeneizado, distribuido em tubos Falcon
(10 mL/tubo), e incubado a 40 °C por 40 min para coagulagédo. Apds coagulagéao, a
coalhada foi cortada com o auxilio de alga bacteriologica descartavel, deixada em
repouso por 15 min e agitada suavemente por inversdo 10 vezes com ciclos de
repouso de 5 min entre as inversdes. O soro de leite foi drenado por centrifugagao
(270 g por 5 min) e descartado. Posteriormente, aliquotas de 1000 yL da suspenséo
de fagos (tratamento 2) ou 1000 yL de tampao SM (controle, tratamento 1, 3) foram
adicionadas aos tubos contendo a massa de microqueijo e misturadas com auxilio de

alca bacteriologica descartavel (Figura 5).

1000 pL
Tampéo SM (Controle,

tratamentos 2 e 3) = il cloret
L+ cloreto
l calcio 40%
2 ] 40°c/
100 pL+ coagulante 40 min
1000 pL liquido Ha-la

PFSW6 (10%)
PDIWG (10%) 10 tubos falcon
Tratamento 1 10 mL/tubo

Repouso de Descarte do
15 min soro

Corte com al¢a Mexedura por inversao Centrifuga 270g/ Smin Tamp3o SM (((jn()t(:é)lélLtratamen[o 1,3)
bacterioldgica 10 vezes P 2 !

descartavel 1000 pL

PFSW6 (10°) e PfDIWS (10%)
(Controle, tratamento 2)

Leite
Pasteurizado +
PFO41 (104

Mistura

Descarte do Repausd
Repouso de iquido de
5 min 20 min
Centrifuga 270g/ 10min 40 pL cloreto de sédio 23% Microqueijo
1000 pL Tampae SM (Controle, tratamento 1 e 2) Centrifuga 270g/ 10min

40 pL cloreto de sédio 23%
1000 pL PFSW6 (105) e PFDIWG (109)
(tratamento 3)

Figura 5: Esquema de produgéo do microqueijo com adigao dos fagos UFJF_PfSW6 e UFJF_PfDIW6
em diferentes etapas do processo produtivo. Elaborado pelo autor.

A massa de microqueijo foi deixada em repouso por 5 min e, posteriormente,

centrifugada (270 g por 10 min) para remogao do excesso de liquido e consolidacao

do microqueijo. A etapa de salga do microqueijo foi realizada por adicao de 40 uL de
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solugao estéril de cloreto de sédio 23 % (p/v), acrescida de 1000 pL de solugédo tampao
SM (controle e tratamentos 1 e 2) ou de 1000 pL da suspensédo de fagos (tratamento
3). Posteriormente, os microqueijos foram deixados em repouso por 20 min e,
novamente, centrifugados (270 g por 10 min) para remogao do excesso de liquido. Os
microqueijos foram armazenados a 10 °C e avaliados quanto a contagem de

Pseudomonas e titulagao de bacteriéfagos em 0, 3, 7, 10, 15, 21 e 28 dias.

4.4.AVALIACAO DA EFICACIA DOS BACTERIOFAGOS EM QUEIJO MINAS
FRESCAL (LARGE-SCALE)

4.4.1. Fabricagdo do queijo Minas Frescal

O queijo Minas Frescal foi fabricado a partir de leite, obtido por ordenha
mecanica, em uma propriedade rural na regido de Juiz de Fora - MG. Um volume de
50 litros de leite foi pasteurizado a 63 °C por 30 min e resfriado a 37 °C. O leite
pasteurizado e resfriado foi entdo contaminado com P. fluorescens UFV 041 cultivada
overnight em caldo TSB a 30 °C, centrifugada (5.000 g; 5 min) e ressuspendida em
solucdo de NaCl 0,85 % para obter concentragédo final de células de 106 UFC/ml ou
103 UFC/ml de leite. Em seguida, o leite foi adicionado de cloreto de célcio (25 mL a
40%) e coagulante liquido Ha-la® Chr Hansen (40 mL) e, imediatamente
homogeneizado. Apés o tempo de coagulacdo de aproximadamente 40 min, a
coalhada foi cortada e iniciou-se o processo de mexedura, com intervalos de agitagcéo
e repouso de 5 min. Apos um periodo de 30 min de mexedura, os graos da massa

apresentaram consisténcia adequada para a enformagem.

Na enformagem, parte do soro de leite foi retirada do tanque de fabricagao para
facilitar o enchimento das formas (250 g). Os queijos enformados foram armazenados
sob refrigeracéo a 10 °C e virados ap6s 1 e 24 h. Apds as 24 h de armazenamento
refrigerado, os queijos foram desenformados e salgados por 30 min em salmoura
contendo ou n&o bacteri6fagos. A salmoura foi preparada e contaminada previamente
com os bacteriofagos UFJF_PfSW6 e UFJF_PfDIW6 nas concentragdes de 10%e 10°
PFU/mL, respectivamente. Os queijos foram embalados em embalagem de
polipropileno, armazenados a 10 °C ou a 4 °C e avaliados quanto a contagem de
Pseudomonas, titulacdo de bacteriéfagos, determinacdo dos indices de extenséao e

profundidade e grau de lipdlise durante 0, 3, 7, 14, e 21 e 28 dias.
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4.4.2. Analise Microbiologica

As amostras de queijo Minas Frescal foram pesadas (25 g) e diluidas
serialmente (1:10) em agua peptonada tamponada 0,1%. Para contagem de P.
fluorescens as diluigdes foram inoculadas em agar Pseudomonas suplementado com
CFC (Cetrimida: 0,01 mg mL-"; Fucidin: 0,01 mg mL""; cefalosporina: 0,05 mg mL""),
por plaqueamento em superficie e incubadas a 30 °C por 48 h. As titulagdes dos
bacteri6fagos nas amostras de QMF foram realizadas a partir da centrifugagéo
(10.000 g por 10 min) da diluigdo 10", seguida de diluigdes decimais seriadas em
tampéo SM (50 mM Tris—HCI [pH 7.5], 0.1 M NaCl, 8 mM MgS04 x7H.0, 0.01%
gelatina) e titulagdo conforme metodologia descrita por Adams (1959). Aliquotas de
20 pL das diluigdes foram dispostas em placas de Petri contendo sobrecamada de

bactéria hospedeira em agar TSA semi-solido e incubadas a 30 °C por 24 h.

4.4.3. Anadlise das fragdes de nitrogénio e determinagéo do grau de protedlise

Os teores de nitrogénio total, nitrogénio soluvel em pH 4,6 e nitrogénio néo
proteico soluvel em acido tricloroacético 12% foram determinados pelo método de
Kjeldahl conforme metodologia de Silva et al. (1997). Esses valores foram utilizados
nos calculos dos indices de extensdo e profundidade das amostras de queijo
(FURTADO; PARTRIDGE, 1988; WOLFSCHOON POMBO, 1983). Esses indices
foram utilizados para determinar o grau de protedlise ao longo do armazenamento nas
amostras de queijo Minas Frescal contaminadas com Pseudomonas e tratadas ou ndo

com bacteriéfagos.

O grau de lipdlise nas amostras foi avaliado indiretamente por meio da
determinagao da acidez titulavel da gordura extraida do queijo, medida em mg KOH/g
de gordura, ao longo do periodo de armazenamento. Brevemente, aproximadamente
40 g de amostra de queijo foram macerados com 12 g de Na>SO4 anidro em almofariz
de porcelana e transferidos com 60 mL de éter dietilico para um frasco de 100 mL com
tampa de rosca. A mistura foi agitada por 1 h, com intervalos de ultrassonificagdo por
30s a cada 15 min. Posteriormente, a mistura foi decantada e o sobrenadante filtrado
em papel de filtro qualitativo. O precipitado remanescente no frasco foi ressuspendido
em trés porgdes sucessivas de 20 mL de éter dietilico, que foi, posteriormente,
decantado e filtrado. O solvente total recolhido foi evaporado em equipamento Extrator

de Soxhlet. Apds a evaporacéo, a fase lipidica foi quantificada, dissolvida em 50 mL
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de Etanol/Eter dietilico (1:2) e titulada com solugdo etandlica de KOH 0,05 N com
fenolftaleina 1% (p/v) como indicador. O resultado foi expresso em mg de KOH gasto

para neutralizar um grama de gordura.

4.5.SOBREVIVENCIA DE P. FLUORESCENS EM SALMOURA ADICIONADA OU
NAO DE BACTERIOFAGOS

P. fluorescens UFV 041 foi cultivada overnight em caldo TSB a 30 °C,
centrifugada (5.000 g por 5 min) e ressuspendida em solugdo de NaCl 0,85 %.
Salmouras adicionadas ou nido de bacteriéfagos (UFJF_PfSW6- 107 PFU/mL e
UFJF_PfDIWG6 - 10° PFU/mL) preparadas conforme descrito previamente (item 4.2)
foram contaminadas com P. fluorescens UFV 041 para obter concentragao final de
células de 108 UFC/mL e armazenadas a 10 °C. Aliquotas de 100 yL de salmoura
contaminada com e sem adigao de bacteriéfagos foram coletadas nos dias 0, 2, 6, 8,
10, 15, 22 e 30, posteriormente foram diluidas serialmente (1:10) em agua peptonada
tamponada 0,1%, e avaliadas quanto a contagem de Pseudomonas por meio de
plaqueamento em superficie em agar Pseudomonas suplementado com CFC

(Cetrimida: 0,01 mg mL""; Fucidin: 0,01 mg mL-"; cefalosporina: 0,05 mg mL").
4.6.ANALISES ESTATISTICAS

O experimento foi realizado em triplicata e a estabilidade dos fagos na salmoura
foi avaliada por teste ANOVA ao nivel de significancia de 5%. Os resultados de
contagem de P. fluorescens, grau de lipdlise (mg KOH/g de gordura) e protedlise
(indices de profundidade e de extensdo) das amostras de queijo tratadas ou nédo com
bacteri6fagos foram comparados por meio de teste t-Student ao nivel de significancia

de 5%, em cada um dos tempos de armazenamento avaliados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ESTABILIDADE DOS BACTERIOFAGOS EM SALMOURA

As titulagdes dos dois bacteriofagos mantiveram-se inalteradas em salmoura
(23% de NaCl, 0,30% de CaClz, e pH 5,3) durante 28 dias de armazenamento a 10 °C
(Tabela 5). As concentragbes dos bacteriéfagos UFJF_PfDIW6 e UFJF_PfSW6
permaneceram em torno de 7,0 e 4,9 Log PFU/mL, respectivamente. A variagéo entre
as titulagdes iniciais dos dois bacteriéfagos ocorreu devido a diferengas nas titulagdes
maximas alcangadas durante a propagagdo de cada um deles. O bacteridfago
UFJF_PfSW6 atingiu titulagbes 100 vezes menores que aquelas do bacteriéfago
UFJF_PfDIW6 na propagacédo seguindo a metodologia descrita por Sambrook e
Russel (2001). Neste ensaio foram utilizadas as concentragées maximas obtidas para
cada bacteriéfago na inoculagdo da salmoura.

Tabela 5: Titulagdo de bacteriéfagos adicionados em salmoura e armazenados a 10 °C
durante 28 dias.

Tempo Titulagao bacteriéfagos (PFU/mL)

(dias) UFJF_PfDIW6* UFJF_PfSW6*
0 7,06 £ 0,10 4,90 + 0,05
7 7,13 +0,08 4,90 +0,12
14 6,90 + 0,11 4,87 £ 0,04
21 7,11 +£0,03 4,68 £0,17
28 7,17 £0,03 4,87 + 0,06

* Concentragdo de ambos os bacteriéfagos nao diferiu estatisticamente pela ANOVA (p>0,05)
ao longo do tempo de armazenamento.

Diversos fatores fisicos e quimicos, como temperatura, acidez, salinidade e
ions, podem determinar a ocorréncia e viabilidade de bacteriéfagos no ambiente e
durante o armazenamento, principalmente, por danificar seus elementos estruturais e
reduzir a infectividade (ACKERMANN; TREMBLAY; MOINEAU, 2004). Apesar disso,
os fagos séo ubiquos e ja foram isolados de diversos ambientes com condi¢des
estressantes. Fagos ja foram encontrados em ambientes com alta irradiagdo UV e
calor como o deserto do Saara ou em fontes termais, em condi¢des adversas de pH
e forgas ibnicas, como em esgoto, em alimentos, em humanos e em fabricas de queijo
(BACHRACH; LEIZEROVICI-ZIGMOND; ZLOTKIN; NAOR et al., 2003; BREITBART;
WEGLEY; LEEDS; SCHOENFELD et al., 2004; BRUTTIN; DESIERE; D'AMICO;
GUERIN et al, 1997; HAVELAAR; HOGEBOOM, 1984; PRIGENT; LEROY;
CONFALONIERI; DUTERTRE et al.,, 2005). No presente estudo, ambos os fagos
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foram estaveis, suportaram a salinidade e o pH em salmoura armazenada refrigerada

durante 28 dias, o que permitiu sua adicdo ao QMF a partir da salga em salmoura.

A estabilidade do fago em ambientes salinos também foi observada por outros
autores. Hidaka (1971) observou maior atividade de fagos de Pseudomonas, Vibrio e
Flavobacterium em solugdo com concentragdes de NaCl semelhantes a agua do mar,
aproximadamente 3,5%. Seaman e Day (2007) observaram fagos de Staphylococcus
aureus estaveis em aguas com salinidade entre 4 e 37% de NaCl. Scarascia et al.
(2018) observaram a efetividade de fagos no tratamento de P. aeruginosa em solugao
salina de NaCl na concentragao de 3,5%. Fister et al. (2016) ao analisarem a influéncia
do meio salino na estabilidade de fagos P100 e sua eficiéncia no controle de Listeria
monocytogenes foram inicialmente capazes de reduzir as bactérias até 7 log em até
14 dias a 4 °C. Em concentragdes de NaCl de até 0,1 M, um aumento de fagos livres
no sobrenadante foi observado apdés 30 minutos. Enquanto Leibo e Mazur (1969)
observaram que a diluigcao rapida ou excessiva da concentracdo de NaCl da solugao
salina (de 0,3 para 0,05 M), causou uma diminui¢do na viabilidade ou até mesmo

inativagao dos fagos avaliados.

As condigdes de acidez do meio também afetam diretamente a infectividade de
fagos (LY-CHATAIN, 2014; MAURA; DEBARBIEUX, 2011). Fister et al. (2016) ao
analisarem a influéncia do pH na efetividade de bacteriéfagos P100 contra Listeria
monocytogenes, observaram que em pH 2 e 3 a infectividade de fagos foi reduzida
rapidamente, enquanto os fagos se mantiveram estaveis entre pH 4 e 10. Em outro
estudo, Kerby et al. (KERBY; GOWDY; DILLON; DILLON et al., 1949) indicaram o pH
6timo entre 6 e 8 para infectividade de fagos do tipo T7. Ja Sharp et al. (1946) ao
analisarem fagos do tipo T2, observaram estabilidade na faixa de pH entre 5 e 9, com
maximo entre 5 e 6. Kfak et al. (2011) observaram a estabilidade de fago do tipo T4
em pH entre 6 e 7.4. Zaburlin et al. (2017) e Mercanti et al. (2016) afirmam que a
infectividade de diversos fagos € severamente prejudicada em pH inferiores a 5.
Nesse estudo, os fagos UFJF_PfSW6 e UFJF_PfDIW6 se mantiveram estaveis no pH
de 5.3, resultados também observados por Nascimento et al. (2020). Portanto, a
salmoura também pode ser considerada um reservatério de fagos com capacidade de
infectar bactérias durante o momento da salga (NEVE; DIETRICH; HELLER, 2005).
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5.2.DETERMINACAO DA ETAPA DE ADICAO DOS BACTERIOFAGOS NO
PROCESSO PRODUTIVO

As contagens de P. fluorescens UFV 041 ao longo de 28 dias de armazenamento
em microqueijos adicionados de bacteriéfagos em diferentes etapas do processo
produtivo (leite, massa ou salga) sdo apresentadas na Figura 6A. P. fluorescens
cresceu rapidamente nos microqueijos adicionados ou ndo de bacteriofagos, e atingiu
a fase estacionaria, com aproximadamente 108 UFC/g, em torno de 7 dias de
armazenamento da 10 °C. Efeito significativo de reducdo na contagem de P.
fluorescens (p<0,05) entre microqueijos adicionados de bacteri6fagos em comparagéo
com o controle positivo sem adigdo de bacteridfagos foi observado apenas em 3 dias
de armazenamento por meio do Teste t de Holm-Sidak. Nos demais tempos de estudo
ndo houve diferenca entre controle positivo e tratamento com bacteridfagos
independente da etapa de aplicagao dos bacteriéfagos. A redugédo na contagem de P.
fluorescens néo foi influenciada pela etapa de adigdo dos bacteriéfagos (leite, massa
ou salga) no processo de fabricagdo em nenhum dos tempos avaliados, com excegao
de 15 dias de armazenamento (Figura 6B). Houve diminuigdo no biocontrole ao longo
do experimento. As maiores redugdes na contagem de Pseudomonas foram
observadas com trés primeiros dias de armazenamento (1,1 a 1,5 Log UFC/g), ja no
vigésimo oitavo dia, as redugbes variaram de 0,1 a 0,2 Log UFC/g. Outro fator
importante a ser discutido € a influéncia das fases de crescimento da bactéria na
infectividade e replicacdo dos fagos. A maior atividade dos fagos ocorreu apos o

terceiro dia de experimento, na fase exponencial do cultivo microbiano.

Em relagdo a aplicacdo de fagos em queijo, Guenther et al. (2009) afirmaram
que a eficacia dos fagos depende em grande parte da estrutura da matriz alimentar.
Portanto, o estado fisico do alimento desempenha um papel significativo na eficacia
do fago. Durante a fabricagdo do queijo, as microestruturas do leite sdo alteradas e
afetam a atividade do fago, o que pode explicar a auséncia diferenga de reducao de
bactérias entre as etapas de adigao em leite e no queijo, pois o tempo em que o leite
fica liquido é muito curto, em torno de 40 min até a completa coagulagao (EL-BAKRY;
SANCHEZ; MEHTA, 2018).

Entretanto, estudos anteriores indicam maiores taxas de redugao de bactérias

indesejaveis quando os fagos foram aplicados diretamente ao leite durante a
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fabricagdo de queijo em comparagado com sua aplicagéo na superficie do queijo apds
a fabricacdo (GARCIA-ANAYA; SEPULVEDA; SAENZ-MENDOZA; RIOS-VELASCO
et al., 2020). Silva et al. (2014) observaram reducéo de 1 log de L. monocytogenes na
aplicacado de fago em superficie de queijo macio. Esse resultado foi semelhante ao
encontrado por Guenther e Loessner (2011), que observaram que a aplicagao de fago

em superficie reduziu em 1 log a contagem de L. monocytogenes.

Nenhuma consideragao foi reportada sobre como as mudancgas de fase nos
produtos lacteos afetam a eficacia do fago (GARCIA-ANAYA; SEPULVEDA; SAENZ-
MENDOZA; RIOS-VELASCO et al., 2020). Além disso, a aplicagao de fagos na etapa
de salga em salmoura para controle de bactérias em queijos ainda nao foi reportada

na literatura até o momento.

Em estudo feito por Nabergoj, Modic e Podgornik (2019) verificou-se um
aumento do periodo de laténcia e redugao do burst size (numero de particulas fagicas
da progénie liberadas por célula infectada) de bacteriéfagos em cultivos bacterianos
na fase estacionaria. Segundo esses autores, as células bacterianas na fase
estacionaria entram em um modo "hibernacéo"”, um estado inativo em que as células
infectadas permanecem viaveis, mas nado se dividem, interrompendo assim, o
desenvolvimento dos bacteriéfagos. Além disso, alteragbes na membrana da bactéria
durante a fase estacionaria reduzem a adsor¢do dos bacteriéfagos e,

consequentemente, a sua infectividade.

Considerando que nao houve diferenga na redugdo da contagem bacteriana
entre as formas de aplicacao foi elaborado um gréfico representando o efeito geral da

reducéo da contagem de Pseudomonas pela aplicagao de bacteridfagos (Figura 6C).
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Figura 6 (A): Contagem de Pseudomonas ao longo de 28 dias de armazenamento em microqueijos adicionados de bacteriéfagos em diferentes
etapas do processo produtivo (leite, massa ou salga). Linha pontilhada vermelha indica que houve diferenga estatistica significa pelo Teste t de Holm-Sidak
com nivel de significancia de 5% entre tratamento e controle. (B): Efeito de redugdo da contagem de Pseudomonas pela adi¢ao de fagos no leite, na massa

ou na salmoura na fabricagdo de microqueijo ao longo de 28 dias de armazenamento. Médias sequidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%. (C): Efeito geral de redugdo da contagem de Pseudomonas ao longo de 28 dias de armazenamento independente da
etapa de adicdo dos fagos na fabricagcao de microqueijo.
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5.3.AVALIACAO DA EFICACIA DOS BACTERIOFAGOS EM QUEIJO MINAS
FRESCAL AO LONGO DO ARMAZENAMENTO (LARGE-SCALE)

5.3.1. Efeito dos bacteri6fagos sobre a contagem bacteriana em queijo Minas

Frescal

A eficacia da interagdo entre fagos e bactérias € determinada por diversos
fatores, como por exemplo a multiplicidade de infecgdo (MOI), as carateristicas da
matriz alimentar e as condi¢gdes ambientais. Cada sistema alimentar tem propriedades
fisico-quimicas unicas que podem interferir no tratamento com fagos (GUENTHER,;
HUWYLER; RICHARD; LOESSNER, 2009). A temperatura é um fator externo que
influencia na estabilidade e infectividade de fagos (NASSER; OMAN, 1999; OLSON;
AXLER; HICKS, 2004). Jepson e March (2004) observaram que um fago analisado
por eles (fago A) apresentou boa estabilidade a 4 °C. Enquanto Machalela (2016), ao
avaliar a estabilidade de bacteriéfagos de P. fluorescens a -20 °C, 10 °C e 24 °C,
observou que a 10 °C houve perda de viabilidade do fago de 1,02 + 0,1 Log PFU/mL.
O presente estudo avaliou a infecgdo dos fagos a 4 e 10 °C, simulando condigbes de

armazenamento aplicaveis em ambiente industrial, comércio e residéncias.

Outro fator que influencia a atividade fagica em produtos lacteos é a MOI. El-
Haddad et al. (2016) testaram o efeito de coquetéis de fagos na redugao de S. aureus
em coalhada. A redugdo de bactérias foi de aproximadamente 1,0, 2,0 e 3,0 Log
UFC/g em MOls de 15, 45 e 150, respectivamente, indicando que a MOI é um fator
importante na interagédo fago-bactéria. Garcia et al. (2007), ao estudarem a eficiéncia
de um coquetel de fagos sobre estirpes de S. aureus, observaram que MOlIs de 350 e
250 reduziram em 6,5 e 7,2 Log a contagem de bactérias em leite pasteurizado,

respectivamente.

A adigao dos fagos, independente da carga microbiana inicial, ndo foi capaz de
provocar grandes redugdes na contagem de P. fluorescens no QMF. A 10 °C e alta
carga bacteriana as redugdes variaram de 0,2 a 0,6 log UFC/g. Ja a 10 °C baixa carga
bacteriana as redugdes variaram de 0,1 a 0,3 log UFC/g. Com excegao da aplicagao
a 4 °C e baixa carga de bactérias e 3 dias de armazenamento, a carga inicial e a
temperatura de aplicagdo do tratamento nao interferiram no controle de crescimento
bacteriano, reduzindo as contagens em apenas 0,5 a 0,6 Log UFC/g (Figura 7A). Esse

resultado pode ser atribuido a baixa infectividade dos fagos a temperatura de 10 °C.
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A contaminacgao artificial do leite pasteurizado utilizado na fabricacdo dos
queijos com P. fluorescens UFV 041 (10* UFC/mL) levou a contagens iniciais elevadas
nas amostras de queijo, de aproximadamente 7 Log UFC/g. As amostras de queijo
tratadas com bacteriéfagos atingiram titulagdes iniciais desses agentes de
aproximadamente 6 Log PFU/g. A bactéria P. fluorescens UFV 041 cresceu
rapidamente nas amostras de queijo, atingindo contagens de 9 Log UFC/g ja nos sete
primeiros dias de armazenamento a 10 °C e se manteve elevada até o final do

experimento de 28 dias.

Em relagdo a reducdo da contagem de bactérias (Figura 7B), as amostras
inoculadas com fagos resultaram em uma ligeira diminuicdo na contagem de P.
fluorescens até o terceiro dia de experimento, depois, o fago n&o foi capaz de diminuir
a contagem de bactérias, a maior redugéo ocorreu em 4 °C e baixa carga de bactérias
e em 3 dias de armazenamento. Os resultados observados indicam que ndo houve
influéncia da temperatura para o controle bacteriano ao longo do tempo. Marrella et
al. (2022) também observou o aumento de P. fluorescens em amostras de queijo sob
refrigeracdo e que a inoculagdo do fago gerou pequenas diminuigdes na contagem
bacteriana, mas nao significativas ao longo do tempo. O crescimento de
Pseudomonas spp. a um nivel tdo alto quanto os encontrados neste estudo afeta
negativamente as propriedades sensoriais do produto e representa o principal
obstaculo para prolongar a vida util de produtos lacteos (LERICHE;
BORDESSOULES; FAYOLLE; KAROUI et al., 2004; PALA; SCARANO; VENUSTI;
SARDO et al., 2016; SPANU; PIRAS; MOCCI; NIEDDU et al., 2018).

A contagem de P. fluorescens aumentou nas amostras de controle ao longo do
tempo, atingindo uma contagem superior a 8 Log UFC/g apds 7 dias e permanecendo
estavel até o final do experimento. Ja a titulagdo dos fagos foi influencia pela
temperatura até o sétimo dia, apresentando maiores valores para o experimento a 10
°C (8,1 e 7,9 Log UFP/g para alta e baixa carga inicial, respectivamente) e menor para
4 °C e carga inicial baixa (6,9 Log UFP/g) (Figura 7C). Ap6s o décimo quarto dia, néo

houve diferencga entre as titulacdes.
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Figura 7A: Contagem de Pseudomonas ao longo do tempo nas trés condigbes de aplicagdo dos fagos (armazenamento a 10 °C e carga inicial alta;
armazenamento a 10 °C e carga inicial baixa;, armazenamento a 4 °C e carga inicial baixa). (B): Redugdo na contagem de Pseudomonas ao longo do tempo
nas trés condi¢ées de aplicagdo dos fagos. (C): Titulagdo de fagos ao longo do tempo nas trés condi¢ées de aplicagéo.

Esses resultados confirmam a influéncia da temperatura na infectividade de fagos. Do Nascimento (2020), também avaliou a

influéncia da temperatura na interagao fago-bactéria. Ao estudar a atividade de fagos de P. fluorescens a 4 °C e 10 °C, observou-se

que as redugdes na contagem de bactérias foram maiores a 4 °C.



54

5.3.2. Influéncia da adi¢ado de bacteriofagos sobre a protedlise e a lipdlise no

queijo Minas Frescal

Mesmo nas condigdes ideais de temperatura (conservagao a 4b°C), observou-
se crescimento exponencial da bactéria, o que indica que a refrigeragdo nao €
suficiente para resolver o problema. Ademais, o tratamento com os bacteriéfagos n&o
foi capaz de diminuir o crescimento de P. fluorescens, o que indica a baixa efetividade
dos fagos sobre a contagem de bactérias e, consequentemente, na redugdo da

deterioracdo do QMF.

A producédo e/ou atividade de proteases produzidas pelas bactérias, para as
temperaturas avaliadas, nédo foi influenciada pelos fagos (Figura 8). A presenga
dessas enzimas no queijo pode acarretar alteragdées como a rancidez, alteracéo de
cor, amargor e sabores maltados ou metalicos, (CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003;
GLUCK; RENTSCHLER; KREWINKEL; MERZ et al., 2016).

As amostras de queijo contaminadas apresentaram uma rapida degradagéao de
proteinas, demonstrada pela variacdo no indice de extensao de 3,2 a 27,7% e no
indice de profundidade de 1,6 a 20,9%, durante 28 dias de armazenamento a 10 °C e
alta carga bacteriana inicial, respectivamente. Para a temperatura de 4 °C, os valores
foram de 1,7 a 20,9% e 4,1 a 24,4% para profundidade e extensao, respectivamente.
A atividade proteolitica de P. fluorescens com e sem adi¢ao dos bacteri6fagos foi
elevada ao longo do experimento, o que indica bactéria altamente proteolitica nas
condi¢des avaliadas. Estudos sobre vida de prateleira de queijo Minas Frescal indicam
aumento nos indices de extensao das amostras variando de 9,9 a 13% ao final de 20
a 30 dias de armazenamento a 4 e 10 °C (ANDREATTA, 2006; SANGALETTI, 2007).

Em relagdo ao grau de lipdlise, observou-se o0 aumento da degradagao de
lipidios do queijo ao longo do armazenamento. O consumo de hidroxido de potassio
aumentou de 0,47 a 3,9 mg de KOH/g de gordura a 10 °C e carga bacteriana baixa,
0,48 a 2,7 mg de KOH/g de gordura a 10 °C e carga bacteriana alta e 0,48 a 2,7 mg
de KOH/g de gordura a 4 °C e carga bacteriana baixa, nos 28 dias de armazenamento.
As amostras tratadas com bacteriéfagos apresentaram resultados bastante similares
aos do controle positivo, diferindo estatisticamente (p<0,05) apenas ao final de 28 dias

de armazenamento.
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Figura 8: Efeito dos fagos UFJF_PfDIW6 e UFJF_PfSW6 na redugdo de contagem de P.
fluorescens UFV 041 em queijo minas frescal durante os 28 dias de armazenamento a 10 °C e carga
inicial MOI alta (A, B e C), a € 10 °C e carga inicial MOI baixa (D, E e F) e a 4 °C e carga inicial baixa
(G, H e ). Grau de lipdlise medido em mg de KOH gastos para neutralizar um grama de gordura de
queijo Minas Frescal. (*) = diferenca estatistica significativa.

5.4.EFEITO DO FAGO NA CONTAMINACAO DA SALMOURA

Na salmoura contaminada por P. fluorescens e tratada com solugéo dos fagos,
a contagem da bactéria reduziu ao longo do tempo pelo efeito de estresse osmético,
nutritivo e de pH. Entretanto, a contagem ainda foi de 2,38 Log UFC/mL depois de 40
dias de armazenamento (Figura 9), o que aumenta o risco de contaminagao cruzada
de P. fluorescens em queijos via salmoura. Os fagos n&do atuaram na redugéo da
contagem bacteriana na salmoura. Santos (1991) ao estudar a influéncia dos fatores
externos como pH, temperatura e salinidade, observou que o aumento da
concentragéao de NaCl de 0,1 M para 1 M, reduziu em 20% a contagem de fagos.
Smrekar et al. (2008) observaram que a infectividade do fago do tipo T4 foi
essencialmente estavel na faixa de pH 4-10 e concentragdo de NaCl entre 0,1 M e

1,5 M, enquanto a concentracdo de 2 M de NaCl diminuiu a infectividade. Zachary
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(1976) ao examinar os efeitos da variagdo nos niveis ibnicos na estabilidade e
replicacédo de dois bacteriéfagos (nt-1 e nt-6), observou que a replicabilidade dos fagos
foi influenciada por diferentes concentragdes de NaCl. Como nao foi realizado um
estudo sobre a faixa ibnica 6tima para os fagos analisados, a concentragdo de NaCl

da salmoura pode ter influenciado negativamente na replicabilidade dos bacteriéfagos.
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Figura 9: Efeito do fago na contagem de P. fluorescens na salmoura refrigerada a 10°C
durante os 40 dias de experimento.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, os dois bacteriéfagos avaliados (UFJF_PfDIW6 e UFJF_PfSW6)
foram estaveis em salmoura e mantiveram a capacidade de infeccdo e a sua
concentragdo ao longo de 28 dias de armazenamento a 4 °C, o que permitiu sua
aplicacdo em QMF na etapa de salga por salmoura. Entretanto, a forma de adi¢ao dos
fagos no QMF, seja no leite, massa ou salmoura, ndo levou a diferencas estatisticas
significativas nas contagens de Pseudomonas entre si. As diferencas foram
observadas apenas em relagédo ao controle positivo, sem adi¢gao de fagos, aos 3 dias
de armazenamento. No experimento, as bactérias foram capazes de crescer e
deteriorar QMF mesmo em temperaturas de refrigeragao 10 °C e 4 °C, atingindo
elevada contagem em um curto periodo de tempo de armazenamento tanto em alta
quanto baixa carga bacteriana inicial de inéculo. A adigdo de fagos nao foi capaz de
reduzir de forma efetiva a contagem de P. fluorescens nos queijos e,
consequentemente, nao interferiu no processo de deterioracdo. Além disso, essa
bactéria foi capaz de sobreviver em salmoura por 40 dias a 10 °C, apesar da reducao
de 3,3 Log UFC/mL ao longo do tempo na contagem inicialmente inoculada. Os fagos
também nao foram capazes de reduzir a contagem bacteriana em salmoura, indicando

a ineficiéncia dos fagos nessa proposta de controle microbioldgico.

Apesar da etapa de adicdo do fago né&o ter influenciado na redugédo da
contagem de bactérias, a aplicagédo do fago na salmoura, pode trazer beneficios
econdmicos na producéo desse tipo de queijo. E possivel que o estado fisico da matriz
alimentar tenha influenciado a atividade dos fagos. Portanto, pesquisas futuras devem
ser realizadas para avaliar a interagao fago-bactéria com carga bacteriana inicial mais
baixa e avaliar a influéncia da matriz alimentar na infec¢gdo dos fagos ao longo do

tempo de armazenamento refrigerado.
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