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RESUMO

RAMOS, Michelle Silva, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa, marco de 2013.
Isolamento e caracterizagdo de bacteri6fagos para biocontrole de
Pseudomonas spp. em queijo Minas Frescal. Orientadora: Regina Célia Santos
Mendonca. Coorientadores: Edimar Aparecida Filomeno Fontes e Wilmer Edgard
Luera Pena.

O objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar e utilizar bacteriéfagos liticos
no biocontrole de Pseudomonas spp. em queijos Minas Frescal. Foram isolados e
caracterizados bacteriéfagos obtidos de 4gua residuaria de laticinios e de exsudado
de frangos congelados. ApoOs propagacédo, os bacteriéfagos alcancaram contagens
entre 10 e 10 UFP. mL? e foram avaliados quanto & especificidade para a
distintos géneros e espécies de estirpes microbianas e em relacdo as estirpes
bacterianas isoladas de queijo Minas Frescal obtidos no comércio varejista de
Vicosa e regido de diferentes épocas e produtores. Foram caracterizados quanto a
morfologia e diversidade genética. Os bacteriéfagos apresentaram baixo espectro de
acdo entre géneros diferentes de bactérias e amplo espectro entre espécies
diferentes do mesmo género. Quanto a atividade litica dos bacteriéfagos as estirpes
bacterianas isoladas de queijos Minas Frescal do comércio varejista, o bacteri6fago
isolado de exsudado de frango apresentou especificidade contra um maior nimero
de estirpes em comparacéo ao bacteriéfago isolado de agua residuaria de laticinios.
Os dois bacteri6fagos ndo demonstraram diferencas no perfil gendmico, exibiram
morfologias semelhantes, apresentando cabeca icosaédrica e caudas curtas, o que
indica serem da familia Podoviridae e ordem Caudovirales. Através de testes
bioquimicos e técnica de PCR foram realizadas a identificacdo e confirmacéo das
estirpes bacterianas isoladas de queijo Minas Frescal do comércio varejista,
demonstrando maioria na identificacdo pertencente ao género Pseudomonas spp.
Foram fabricados queijos Minas Frescal em condi¢des laboratoriais afim de verificar
a eficiéncia do uso conjunto dos bacteri6fagos nas concentracdes 10, 10° e 108
PFU. mL' no biocontrole de micro-organismos deterioradores. Os parametros
microbiolégicos avaliados incluiram contagens de Pseudomonas spp., micro-
organismos proteoliticos, bacteriéfagos no leite, no soro, nos queijos e no exsudado
dos gqueijos e os fisico-quimicos foram pH, porcentagem de cloretos e perda de

massa durante 21 dias sob refrigeracdo. Observou-se nesta avaliacdo o efeito do
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uso em conjunto de bacteriéfagos sobre a contagem de Pseudomonas spp e micro-
organismos proteoliticos em queijos Minas Frescal mostrando dependéncia na
concentracéo utilizada. As maiores reducdes nas contagens de Pseudomonas spp e
micro-organismos proteoliticos foram observadas na concentracédo 10* PFU. mL™.
Ja as concentracdes de bacteriéfagos 10° e 10® PFU mL™ ndo demonstraram efeito
no controle da multiplicacdo destes micro-organismos durante o tempo de
estocagem. Resultados semelhantes foram observados quando avaliado a
contagem de micro-organismos proteoliticos, ao qual a concentracdo de
bacteriéfagos 10 PFU mL™ demonstrou maior eficiéncia na inibicdo da multiplicacdo
destes micro-organismos. Foi verificado um decréscimo na contagem de
bacteriéfagos, porém, a presenca destes nos queijos continuaram durante o tempo
de estocagem. N&o houve variacdo significativa em relacdo ao pH, massa dos
queijos e percentagem de cloretos durante o periodo de estocagem. Dessa forma,
conclui-se que o uso conjunto de bacteriéfagos liticos isolados de diferentes
ambientes apresentam potencial de utilizagdo no biocontrole de Pseudomonas spp.

em queijos Minas Frescal.
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ABSTRACT

RAMOS, Michelle Silva, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa, March 2013.
Isolation and characterization of bacteriophages for biocontrol of
Pseudomonas spp. in Frescal Minas cheese. Advisor: Regina Celia Santos
Mendonga. Co-Advisors: Edimar Aparecida Filomeno Sources and Wilmer Edgard
Luera Pena.

The aim of this study was to isolate, characterize and use the Iytic
bacteriophages in biocontrol Pseudomonas spp. in Minas Frescal cheese.
Bacteriophages obtained from dairy wastewater and exudate of frozen chickens were
isolated and characterized bacteriophages obtained from dairy wastewater and
exudate of frozen chickens. After propagation, bacteriophages achieved counting
between 10™° and 10™ PFU. mL™ and were evaluated for specificity to different
genera and species of microbial strains and in relation to bacterial strains isolated
from Minas Frescal cheese obtained in retail stores in Vigosa region and from
different periods and producers. They were then characterized for the morphology
and genetic diversity. Bacteriophages presented a low spectrum of action between
different genera of bacteria and wide spectrum of different species of the same
genus. As to the lytic activity of the bacteriophage to the bacterial strains isolated
from cheese Minas Frescal retail, the bacteriophage isolated of exudate chicken
showed specificity against a larger number of strains in comparison to the
bacteriophage isolated from dairy wastewater. The two bacteriophages showed no
differences in genomic profiling, these exhibited similar morphologies, with
icosahedral heads and short tails, indicating that they belong to the family
Podoviridae and order Caudovirales. Through biochemical tests and PCR were
performed and confirmed the identification of bacterial strains isolated from Minas
Frescal cheese retail, demonstrating majority in the identification of the genus
Pseudomonas spp. Frescal Minas cheeses were manufactured under laboratory
conditions in order to verify the efficiency of the combined use of bacteriophages at
concentrations 10, 10° and 10® PFU. mL™? in the biocontrol of deteriorative
microorganisms. The microbiological parameters have includedcounts of
Pseudomonas spp. Proteolytic micro-organisms, bacteriophages in milk, whey,
cheese and the in the exudate of the cheeses and the physicochemical were pH,

chlorides and percentage of weight loss during 21 days under refrigeration. It was
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noted in this review that the effect of the combined use of bacteriophages on the
count of Pseudomonas spp and proteolytic micro-organisms in Minas cheese Frescal
showing dependence on concentration used. The largest reductions in the counts of
Pseudomonas spp and proteolytic micro-organisms were observed in the
concentration 10 PFU. mL™. As for the concentrations of 10° and 10® PFU. mL™
bacteriophages. showed no effect in controlling the growth of these micro-organisms
during storage period. Similar results were observed when measured count
proteolytic microorganisms to which the bacteriophage concentration of 10* PFU mL’
! showed a higher efficiency in inhibiting the proliferation of these micro-organisms. It
was observed a decrease in the count of bacteriophages, however, the presence of
the cheeses continued during the storage time. No significant changes in relation to
pH, mass of cheeses and percentage of chlorides during the storage period. Thus, it
is concluded that the combined use of lytic bacteriophages isolated from different
environments have potential use in the biocontrol of Pseudomonas spp. in Minas

Frescal.

XVi



1. INTRODUCAO

O suprimento de produtos lacteos com maior vida de prateleira e livre de
micro-organismos patogénicos é cada vez mais desejavel tanto para a industria
qguanto para o consumidor, assim como a adequacdo das caracteristicas fisico-
quimicas, sensoriais, nutritivas e microbioldgicas. No entanto, esses alimentos
quando processados em condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas ou expostos a
condicbes ambientais irregulares, alteracbes na qualidade podem ocorrer e
desencadear uma série de modificacGes prejudicando as caracteristicas intrinsecas
do produto.

O queijo Minas Frescal € um dos queijos mais populares no Brasil, porém, por
ser um produto fresco, é extremamente vulneravel a deterioracdo microbiana e
alteracdes bioquimicas, devido ao baixo teor de sal e alto teor de agua na sua
composicdo. O seu armazenamento deve ser feito sob condi¢des de refrigeragao. O
leite como matéria prima na elaboracdo de queijos, deve ser de boa procedéncia e
de baixa contaminacao microbiana de forma a garantir a qualidade do produto.

Os principais micro-organismos envolvidos na deterioracdo de alimentos
refrigerados sdo os psicrotréficos como as bactérias do género Pseudomonas.
Devido a falhas durante o processamento e pds-processamento, um elevado
namero de espécies de micro-organismos psicrotréficos podem estar associados a
deterioracdo de alimentos, afetando diretamente sua qualidade e tornando-o
inapropriado para o consumo.

Pseudomonas é uma bactéria gram negativa, aerébica, em forma de
bastonete e nado esporulada podendo ser encontradas no solo, em aguas
residudrias, no ar, na poeira e nos vegetais. Os micro-organismos deste género
estdo relacionados com alimentos frescos, refrigerados e congelados. Eles podem
ser encontrados em alimentos que tenham sofrido contaminacdo pos-
processamento, sendo muito comum a ocorréncia de P. fluorecens em produtos
lacteos deteriorados, entre eles o queijo Minas Frescal. Essa espécie microbiana
causa modificagBes deletérias no alimento com producdo de enzimas capazes de
alterar as propriedades inerentes ao produto como: formacao de limo, mudanca de
cor e mau cheiro, consequentemente reduzindo a sua vida de prateleira.

Este micro-organismo € altamente proteolitico, capaz de produzir enzimas

termorresistentes que ndo sao inativadas durante o tratamento térmico. As enzimas



proteoliticas produzidas por estes micro-organismos causam a proteodlise do queijo
produzindo gosto amargo, alteragdes na consisténcia, perdas de rendimento durante
a fabricacdo devido a degradacdo da micela de caseina e influencia de forma
negativa a vida de prateleira deste produto.

Diante disso, tem se buscado desenvolver e utilizar métodos que possam
diminuir a carga microbiana de queijo Minas Frescal de forma a aumentar a vida de
prateleira e garantir a seguranca durante o consumo do produto. Uma alternativa
interessante € o uso de bacteriofagos.

Bacteriéfagos sdo uma das formas de vida mais abundantes na natureza. S&o
virus ubiquos no meio ambiente e ndo sdo prejudiciais para os seres humanos e os
animais. A utilizacdo de bacteriofagos como agentes antibacterianos contra um ou
mais hospedeiros € uma alternativa simples, de baixo custo, de facil aplicacdo e
segura em termos ambientais. Permanecem viaveis mesmo em baixas temperaturas
e ndo interferem nas caracteristicas fisicas e sensoriais dos alimentos.

A literatura mostra um interesse crescente na utilizacdo de bacteriéfagos no
biocontrole de micro-organismos indesejaveis em alimentos. Em diversos estudos
tém sido avaliado o uso de bacteriofagos no controle de micro-organismos
patogénicos e deterioradores em alimentos, os quais, devido a sua especificidade,
promovem a seguranca dos alimentos durante o processamento e estocagem.

O uso de bacteriofagos no biocontrole de psicrotréficos, especificamente
Pseudomonas em queijo Minas Frescal pode tornar-se um instrumento util no
aumento da vida de prateleira deste produto, oferecendo incentivos econémicos e
vantajosos tanto para a industria quanto para o consumidor, resultando na
diminuicAio de perdas associadas a deterioracdo bacteriana durante o
armazenamento refrigerado e melhor manutencdo das propriedades sensoriais do

produto.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Isolar, caracterizar e utilizar bacteri6fagos com atividade litica no biocontrole
de Pseudomonas spp. em queijo Minas Frescal.
2.2 Objetivos especificos
a) Isolar e caracterizar Pseudomonas spp. de queijo Minas Frescal
disponiveis no comércio varejista, produzidos em diferentes épocas e por
diferentes produtores;

b) Isolar e caracterizar bacteri6fagos para Pseudomonas fluorecens;

c) Avaliar a multiplicacdo de Pseudomonas spp. € micro-organismos

proteoliticos em queijos inoculados com bacteriéfagos;

d) Avaliar a viabilidade dos bacteri6fagos inoculados nos queijos;

e) Avaliar provaveis ocorréncias de alteragdes fisico-quimicas nos queijos

durante a estocagem.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Producéo e consumo de queijo no Brasil

Do total de leite produzido no Brasil, 25 % é destinado a elaboracdo de
queijos, entre eles o queijo Minas Frescal (FERNANDES, ANDREATTA e OLIVEIRA,
2006). A producdo mineira de leite representa aproximadamente 26 % da producéo
nacional, deste volume, cerca de 21 % sao utilizados como matéria prima para
fabricacédo de queijos (ELLER, 2010).

O Brasil evidencia-se mundialmente entre os maiores produtores de queijos
(CHALITA, 2009). No mercado de lacteos, o queijo se destaca como o segundo
maior produto. Observou-se entre os anos de 2003 a 2007 um crescimento de 59,9
% nas exportacées mundiais de queijos (GUIMARAES et al. 2008), evidenciando o
papel importante deste na cadeia de produtos lacteos (PINTO, 2010).

O Brasil ndo possui dados oficiais em relacdo a producdo de queijos no
territdrio nacional devido a muitos laticinios que industrializam e vendem seus
produtos regionalmente e ndo possuem certificacdo (ABIQ, 2011) do Servico de
Inspecdo Municipal (SIM). A estimativa da producdo de queijos € baseada nos
dados de mercado e institutos de pesquisa, correspondendo a aproximadamente 60
% da producdo total no Brasil referente aos laticinios registrados pelo SIF
(OLIVEIRA, 2009c). A producéo de queijos em pequena escala é estimada em torno
de 30 ou 40 % em relacéo a producao oficial. Essa estimativa pode ser ligeiramente
avaliada pela quantidade de queijos informais comercializados em feiras livres em
todo o Brasil (FURTADO, 1991).

De acordo com a ABIQ, em 2011, a producao total de queijos no pais foi de
905.938 toneladas. Deste total, 67.900 toneladas correspondem aos queijos frescos
de massa crua (ABIQ, 2011). Em 2009, o queijo Minas Frescal ocupou o quinto lugar
no ranking entre os queijos mais produzidos no pais, mostrando um aumento de 7 %
em relacao a 2008 (ABIQ, 2010).

A regido Sudeste é responsavel por 58 % da producdo de queijos sob
inspecao federal (ROSOLEN, 2008), sendo o Estado de Minas Gerais o maior
produtor, representando cerca de 30,4 % da producédo (OLIVEIRA, 2009c). No
segmento dos queijos frescos, o Minas Frescal ocupa o terceiro lugar no ranking

nacional, respondendo por 7,7 % dos queijos mais produzidos (OLIVEIRA, 2009c).



O consumo de lacteos no Brasil é de 43,7 Kg per capita, sendo a quantidade
de queijos consumida, em média, 2 Kg per capita por ano (EMBRAPA, 2013). Dados
da ABIQ (2011) demonstram que houve um crescimento no consumo de queijos no

Brasil de aproximadamente 5 % entre 2007 e 2010.

3.2. Queijo Minas Frescal

Desde o século XVIII, o queijo Minas Frescal € comumente produzido no
Brasil. A técnica de fabricacdo do queijo Minas Frescal foi iniciada pelos
dinamarqueses e holandeses no Sul de Minas Gerais e Serra da Mantiqueira,
propagando-se em todo territorio nacional (VINHA et al. 2010).

De acordo com o Regulamento Técnico de lIdentidade e Qualidade de
Produtos Lacteos, o queijo Minas Frescal € classificado com um queijo fresco, de
textura macia, feito de massa crua e deve ser armazenado em ambiente refrigerado
(4 °C a 6 °C) e preferencialmente deve ser consumido logo apos a sua fabricacéo
(BRASIL, 1996; MONTEIRO, 2007).

O Minas Frescal é um gueijo ndo maturado obtido pela coagulacdo enzimatica
do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes, adicionado ou ndo de
bactérias laticas, dessorado, ndo prensado e salgado. Pode ser classificado como
queijo semigordo de elevada umidade, de consisténcia branda e macia, podendo
apresentar eventualmente olhaduras mecanicas, de coloracdo branca, de sabor
suave, baixa acidez, sem ou com crosta fina, de formato cilindrico e com peso de 0,3
a 5 kg (BRASIL, 1997c). Apresenta pH elevado e baixo teor de sal (CARVALHO et
al. 2007). Em marco de 2004, o Ministério da Agricultura através da Instrucdo
Normativa n°44 passou a considerar o queijo Minas Frescal como queijo semigordo
(25 a 44 % de gordura no extrato seco) e de muito alta umidade (superior a 55 %)
(BRASIL, 2004).

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, deve ser consumido em curto
periodo de tempo, tendo em vista a sua alta perecibilidade e curta vida de prateleira
(FURTADO, 2005a). A Tabela 1 demonstra a composicdo média do queijo Minas

Frescal.



Tabela 1. Composi¢do média do queijo Minas Frescal.

Umidade 55 - 60 %

Solidos Totais 40 - 45 %
Gordura 17-19%

Gordura no Extrato Seco (GES) 38-47%
Sal 1,2-16%

pH* 6,3 - 6,6

pH** 51-52

*Valor de pH para queijos produzidos com &cido latico; **Valor de pH para queijos produzidos com fermento latico.
Fonte: FURTADO (2005a).

A composicdo média do leite é 87,3 % (m/v) de agua, 4,9 % (m/v) de lactose,
3,6 % (m/v) de gordura, 3,3 % (m/v) de proteinas e 0,9 % (m/v) de substancias
minerais. Os componentes hidrossolUveis e algumas substancias minerais ficam
dispersos na fracdo aquosa (soro) (OLIVEIRA, 1986; TRONCO, 2003).

Do ponto de vista nutricional, uma por¢ao de 100 g de queijo Minas Frescal
tradicional fornece 238 calorias, devido a uma composicdo média de: 17,4 g de
proteinas, 20,2 g de lipideos, 579,0 mg de célcio, 7,0 mg de magnésio, 3,2 g de
carboidrato e 3,0 g de cinzas. Além disso, € um alimento rico em fésforo, sédio e
vitaminas A, B2 e B12, sendo por isto classificado como um produto de elevado teor
de nutrientes (OLIVEIRA, 2009c; TACO, 2011).

A fabricagdo do queijo Minas Frescal é realizada por industrias de laticinios de
todo porte. Na elaboracdo deste tipo de queijo, ndo € necessario a utilizacdo de
equipamentos especiais e a producdo € considerada bastante simples (VIEIRA e
JUNIOR, 2004; FURTADO, 2005a). E um produto que tem grande aceitacido no
mercado e bom rendimento na fabricagéo, em torno de 6,0 a 6,5 litros de leite por
quilo de queijo (FURTADO, 2005a; ALVES, 2010).

O leite como matéria-prima deste produto, deve ser submetido a
pasteurizacéo e apresentar acidez entre 14° D a 18° D, teor de gordura entre 3,0 %
e 3,2 % (m/m) e ser de boa procedéncia. A procedéncia da matéria prima determina
a qualidade do produto, da mesma forma que esta qualidade também é afetada pelo
processamento e armazenamento adequado (OLIVEIRA, 2009c; DAGOSTIN, 2011).

De acordo com a Portaria n°® 451 do Ministério da Saulde, queijos que nao
apresentam condi¢fes adequadas para consumo podem ser um problema de saude
publica, uma vez que este produto contaminado pode trazer riscos a saude do

consumidor (BRASIL, 1997a). Dessa forma, é necessario o controle de todas as



etapas de fabricacdo a fim de minimizar ou evitar a contaminacdo microbiana
(NETTO, 2012).

O queijo Minas Frescal apresenta diversas vantagens tecnolOgicas: boa
aceitacdo entre os consumidores, ndo necessita ser maturado e facilidade de
distribuicdo (ROSA, 2004). Ribeiro et al. (2009) verificaram em seus estudos que o
queijo Minas Frescal estocado sob refrigeracdo estd em condicdo adequada de
consumo ao redor de 20 dias. Sua durabilidade pode ser influenciada pelas
condicbes fisico-quimicas, condi¢cdes de transporte, tipo de coalho ou coagulante
utilizado, utilizacdo de fermento latico ou ndo e a temperatura de estocagem no
comércio varejista (FURTADO, 2005a; OLIVEIRA, 2009b).

A secretaria de Estado da Agricultura Pecuaria e Abastecimento de Minas
Gerais (SEAPA-MG) desde 2002 incentiva a melhoria da producdo de queijos. Para
tal vem trabalhando no desenvolvimento continuo do Programa Queijo Minas
Artesanal. Este programa é executado pela Empresa de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER-MG) em parceria com o
Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) desenvolvendo treinamento e capacitacao
dos produtores na adoc¢do de cuidados higiénico-sanitarios durante a producédo do
queijo. O projeto visa a seguranca dos alimentos com o controle sanitario dos
animais e das boas praticas durante o processamento, garantindo principalmente
aos pequenos produtores de leite, mais uma alternativa para a comercializacédo de
seu produto, com maior valor agregado (IMA, 2009).

O processo de fabricacdo do queijo Minas Frescal é realizado pela adicao de
cloreto de célcio, fermento latico 0,5 - 1,0 % (v/v) ou acido latico, adicao de coalho,
corte da coalhada, mexedura, dessoragem, salga, enformagem, embalagem e
comercializacdo (MONTEIRO et al. 2007).

Devido o tratamento térmico do leite, ha perda de calcio solavel, sendo este
um elemento fundamental no processo de coagulacéo do leite (CASTILHO, 2008). A
adicdo do cloreto de célcio no leite para fabricagdo de queijos melhora as
propriedades do coagulo e diminui as perdas dos componentes do soro,
promovendo um coagulo mais firme, além de estimular a coagulacdo do leite
(PERRY, 2004; OLIVEIRA, 2009c).

Normalmente, as industrias de laticinios do Brasil utilizam o &cido latico na

fabricacdo do queijo Minas Frescal. O emprego do acido latico apresenta maiores



vantagens, pois proporciona maior rendimento, um produto final com maior teor de
umidade, com acidez reduzida e pH mais elevado (NETO, 2006), além de pronunciar
o flavor acido e fresco (OLIVEIRA, 2009c).

O coalho é a enzima utilizada no processo de fabricacdo de queijos e que
promove a coagulacdo do leite (PERRY, 2004). A temperatura do leite para adigéo
do coalho na fabricacdo do queijo Minas Frescal deve estar proximo de 35 °C
(MONTEIRO et al. 2007). A funcao do coalho na fabricacdo do queijo Minas Frescal
€ a formacdo da coalhada a partir da hidrolise das ligacbes peptidicas (PERRY,
2004) a partir da desestabilizagdo da k - caseina pela clivagem da ligacdo entre os
aminoacidos Phejgs-Metigs, sendo a renina a principal enzima responsavel pela
coagulacdo. Dessa forma, a caseina fica separada em duas por¢des, para - K -
caseina que compreende a porcdo 1 — 105, que se integra com as demais caseinas
e na presenca do calcio soluvel da origem ao paracaseinato de calcio (VAN
DENDER, 2006). Na porcao referente aos aminoacidos 106 - 169 h& a formagéo do
glicomacropetideo (GMP), que é liberado para o soro devido a sua elevada
solubilidade (ORDONEZ, 2005).

O corte da massa tem por finalidade aumentar a superficie de exsudacédo
favorecendo a eliminagédo do soro. Para queijos moles, o tamanho do grdo deve ser
de 1 cm®a 4 cm?® de aresta. O corte da massa é realizado com o auxilio de liras
horizontais e verticais. Para queijos macios, como € o caso do gueijo Minas Frescal,
a distancia entre os fios deve ser de aproximadamente 2,0 cm (FURTADO, 1991).

A mexedura da massa deve ocorrer durante 20 a 30 minutos, com intervalos
regulares. Este procedimento tem como objetivo promover a firmeza dos graos da
coalhada. A mexedura deve ser branda para evitar a fragmentacdo dos graos. Em
seguida ocorre a desoragem onde é eliminada a maior parte do soro (MONTEIRO et
al. 2007; OLEIVEIRA, 2009c).

A salga tem por finalidade dar sabor ao queijo, além de evitar a multiplicacao
de micro-organismos indesejaveis e promover a dessora. Existem varias formas para
promover a salga dos queijos, as mais comuns sao a salga por imersdo em
salmoura, salga da massa, na superficie do queijo (salga a seco), salga mista e a
salga direta no leite (OLIVEIRA, 2009c). Na fabricagdo de queijos Minas Frescal, o

método de salga mais comum é por imersdo 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).

Na enformagem séao utilizadas formas apropriadas para a fabricacdo de queijo
Minas Frescal. A massa e a uniformidade dos queijos serdao adquiridos em funcéo da
guantidade de massa colocada nas formas. Para que a massa possua as
caracteristicas deste tipo de queijo, é fundamental que se realize pelo menos quatro
viragens (MONTEIRO et al. 2007).

A embalagem de queijos Minas Frescal é feita normalmente em laminados
plasticos (OLIVEIRA, 2009c) devidamente rotulados de acordo com as normas
estabelecidas pelo codigo de protecédo e defesa do consumidor sendo armazenados
sob refrigeracédo (4 a 6 °C) (MONTEIRO et al. 2007).

A autorizacdo de funcionamento da producdo e comercializacdo de queijo
Minas Frescal deve ser inspecionada pelas autoridades sanitarias (VIEIRA et al.
2008). A Portaria n® 326 de 1997 do Ministério da Salde, com o objetivo de reduzir a
contaminacdo microbiana, regulamenta sobre as condi¢cdes higiénicos-sanitarias e
boas praticas de fabricacdo para estabelecimentos produtores de alimentos
(BRASIL, 1997b).

3.3. Micro-organismos psicrotroficos e vida de prateleira de produtos lacteos

A temperatura é o principal fator extrinseco responsavel pela taxa de reagao
catalisada pelas enzimas durante as reacfes metabdlicas das bactérias. Devido a
isso, a multiplicacdo de algumas bactérias pode ser desacelerado com uso de
temperaturas baixas durante a conservacao de alimentos (JAY, 2005). No entanto,
0S micro-organismos psicrotroficos encontram um ambiente propicio para sua
multiplicacdo mesmo em temperaturas de refrigeracdo (LORENZETTI, 2006).
Durante a fase inicial de crescimento dos psicrotroficos, poucas rea¢des bioquimicas
ocorrem nos alimentos, porém, apéds alguns dias de armazenamento sob
refrigeracdo, ocorrem mudancas sensoriais e na aparéncia dos alimentos (COUSIN
et al. 2001).

O termo psicrotréfico € dado aos micro-organismos capazes de multiplicar-se
sob temperaturas entre 0 °C e 7 °C produzindo col6nias visiveis em meio solido, ou
turbidez em liquidos, em um prazo de 7 a 10 dias (JAY, 2005). Estes micro-

organismos apresentam-se como um subgrupo dos mesofilos, de acordo com a



classificacdo dos micro-organismos em funcdo da temperatura 6tima de crescimento
(SILVA et al. 2010), apresentando temperatura ideal de multiplicacéo entre 20 °C a
40 °C (SANTOS e FONSECA, 2005). A néo refrigeracdo do leite na fonte de
producdo pode favorecer a multiplicacdo acentuada de micro-organismos
psicrotroficos, podendo causar varios problemas tanto no leite quanto nos queijos
fabricados com ele (FURTADO, 1991).

Os micro-organismos psicrotréficos estdo relacionados a varios géneros,
entre eles 0s cocos e bastonetes, esporogénicos e ndo esporogénicos, aerobios,
anaerobios facultativos e anaerébios, Gram positivas e Gram negativas (COUSIN et
al. 2001; SILVA et al. 2010). Os psicrotréficos que causam problemas em queijos
consistem basicamente em bactérias gram negativas pertencentes aos géneros:
Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, Acinetobacter,
Klebsiella, Bacillus, Lactobacillus e Enterobacter. Estes micro-organismos sao
capazes de produzir enzimas resistentes durante o tratamento térmico. As bactérias
do género Pseudomonas sao as principais responsaveis pela deterioracdo de
produtos lacteos, sendo P. fluorecens a espécie mais recorrente nestes alimentos
(FURTADO, 2005a; SILVA, 2010). Em um estudo realizado por Acuri et al. (2008)
para verificar o nivel de contaminagcdo de leite cru com bactérias psicrotroficas foi
observado que, dentre as variedades de géneros bacterianos psicrotréficos
encontrados, o género Pseudomonas foi o de maior prevaléncia.

Para sobreviver, 0s micro-organismos psicrotréficos evoluiram 0s
mecanismos fisiolégicos e genéticos para tolerar algumas condicbes fisicas
extremas, como a capacidade de manter a viabilidade a baixas temperaturas em
funcdo do elevado teor de &cidos graxos insaturados presentes na membrana da
célula. Devido as mudancas adaptativas dos lipidios de membrana, as atividades
metabdlicas desses micro-organismos ocorrem mesmo em condi¢cdes adversas
(RUSSEL, 1990; BEALES, 2004; JAY, 2005).

Nas industrias de alimentos a deterioracdo é um problema grave, podendo
causar prejuizos financeiros além de comprometer a qualidade dos produtos
tornando-os inaceitaveis pelos consumidores (PEREIRA, 2011). Na induastria de
laticinios as bactérias psicrotréficas sdo conhecidas pelo seu potencial de
deterioragdo associada as significativas perdas econbmicas (MUNSCH-
ALATOSSAVA et al. 2012). A taxa de deterioracdo dos produtos lacteos €
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dependente do tipo de produto elaborado, composicao, formulagédo, embalagem e
forma de armazenamento podendo ocorrer em qualquer etapa de producédo, desde a
aguisicao da matéria-prima até o produto final (GOULD, 1995).

A microbiota inicial do leite cru bem como as praticas higiénicas insatisfatorias
pode influenciar a qualidade dos produtos elaborados favorecendo o
desenvolvimento de micro-organismos deterioradores responsaveis pelas alteracées
indesejaveis nesse produto, depreciando a sua qualidade tornando-o inaceitavel ou
até mesmo inadequado ao consumo humano (RICHER e VEDAMUTHU, 2001,
ROCHA et al. 2006; PEIXOTO et al. 2007).

A multiplicagdo de micro-organismos psicrotréficos no leite causa Vvarios
problemas para a industria queijeira (FURTADO, 2005), por produzirem enzimas
proteoliticas que degradam as proteinas em peptideos, aminoacidos, alcodis e
aldeidos, ocorrendo alteracdes no produto sob refrigeracdo, além de ocorrer
modificacdes sensoriais e consequentemente causar a deterioragdo do produto
(SANGALETTI, 2007).

A protedlise é um dos principais fendmenos bioguimicos no desenvolvimento
de caracteristicas sensoriais que ocorrem durante a estocagem do queijo e que
compromete a sua vida de prateleira (DAGOSTIM, 2007; NETTO, 2012). Este
evento ocasiona diversos problemas tecnoldgicos, como a diminuicdo do rendimento
de queijos devido a degradacdo parcial da B-caseina e k-caseina liberando
peptideos de baixa massa molecular e nitrogénio néo protéico (NPN) na forma de
amonia com perdas de compostos nitrogenados no soro, diminuicdo de rendimento
na fabricacdo e consequentemente, o aparecimento de gosto amargo no queijo
(FURTADO, 2005).

A deterioracdo dos alimentos é um problema que ainda néo esta totalmente
sob controle apesar da tecnologia moderna aliada aos métodos de preservacdo
disponiveis (JOS, 1996).

3.4. Género Pseudomonas

O género Pseudomonas faz parte da ordem dos Pseudomonadales, da
familia Pseudomonadaceae (SPIERS et al. 2000). E uma bactéria Gram negativa,
aerdbia, em forma de bastonete retos ou curvos (0,5 ym — 1,0 yum de didmetro por

1,5 um = 5,0 um de largura), ndo formadoras de esporos, sendo que a maioria das
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bactérias desta familia s8o moveis pela presenca de flagelos polares
(SILLANKORVA, 2004). Flagelos laterais podem ser encontrados em algumas
espécies e exige condicdes aerdbias para sobrevivéncia (SILVA et al. 2010).

Sao catalase e citrato positiva, oxidase positiva ou negativa e indol negativo.
N&o produzem H,S podendo formar pigmentos fluorescentes (fenazinas verdes,
azuis ou laranjas ou pioverdinas verde amareladas) e néo fluorescentes (verdes,
laranja, amarelos ou azuis) (RODHES, 1959; SILVA et al. 2010).

Pseudomonas caracterizam-se por serem termolabeis, podendo ser
encontradas no solo, em aguas residuarias, no ar (EVANGELHISTA, 2003), na
poeira em suspensao e nos vegetais (SILVA et al. 2010). Possuem tempo curto de
geracdo em temperaturas de refrigeracdo (SANTOS et al. 2010) e em condicdes de
pH abaixo ou igual a 4,5, nenhuma espécie de Pseudomonas € capaz de se
multiplicar (SILVA et al. 2010).

O que confere a maior versatilidade do género Pseudomonas em
temperaturas de refrigeracdo em relacéo a outros micro-organismos € a presenca de
59 % a 72 % de lipideos insaturados em sua membrana (JAY, 2005).

As necessidades nutricionais do género Pseudomonas sdo simples
(FRANZETTI e SCARPELLINI, 2007), sendo capazes de utlizar uma grande
guantidade de compostos organicos como fonte de carbono e energia (SILVA et al.
2010). Sua reserva de carbono obtida € por acumulo de poli-B-hidroxibutirato (HOLT
et al. 1993) e utilizam amodnia ou nitrato como fonte de nitrogénio (SILVA et al.
2010).

Os micro-organismos psicrotréficos do género Pseudomonas estao
relacionados a alimentos frescos refrigerados (JAY, 2005), alimentos processados
gue sofreram contaminacdo pés processamento e alimentos congelados (FRANCO
e LANDGRAF, 2008), sendo também comumente encontrados em produtos lacteos
deteriorados (SILVA et al. 2010).

P. fluorecens é um grande e heterogéneo grupo de bactérias Gram negativas
do género Pseudomonas que € subdividida em biotipos baseada em diversas
caracteristicas fenotipicas (PALLERONI, 1984). Os membros deste grupo sao
encontrados tanto como saprofitas de vida livre ou como agentes causadores de
deterioragéo de alimentos de origem vegetal ou animal (MARGESIN e SCHINNER,

1992). Apresenta temperatura 6tima de multiplicagdo entre 25 °C a 30 °C pode ser
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encontrada na agua e no solo (KRIEG e HOLT, 1984). A caracteristica comum entre
os membros de P. fluorecens € a producdo de enzimas proteoliticas e lipases
extracelulares (STANIER et al. 1966). Esses micro-organismos sdo capazes de
hidrolisar lipideos e proteinas e causar alteracbes sensoriais em produtos lacteos
como modificagdes na cor, sabor e aroma. Raramente apresenta mecanismos de
patogenicidade (SILLANKORVA, 2004).

4. Bacteriéfagos

4.1. Definicao, caracterizacao e aplicacoes

Os bacteriéfagos ou fagos representam uma das mais abundantes formas de
vida encontradas na natureza (BRUSSOW e HENDRIX, 2002). S&o virus
relativamente especificos para determinado hospedeiro e esta especificidade
permite o biocontrole da bactéria de interesse (HENRIQUEZ, 2008), tornando-os
agentes ideais para aplicacfes destinadas a aumentar a seguranca dos alimentos
durante o seu processamento (HAGENS e LOESSNER, 2007).

Todos os bacteri6fagos ndo possuem metabolismo proprio, portanto, sao
parasitas obrigatorios e dessa forma, precisam de um hospedeiro para se multiplicar.
Na auséncia de um hospedeiro, a existéncia do fago se restringe a um estado
metabolicamente inerte. A capacidade de infectar somente organismos procariotos é
uma diferenciacdo dos bacteriofagos em relacdo a outros virus. Os bacteriéfagos
s&o ubiquos na natureza, e até 10® particulas fagicas podem ser isoladas a partir de
1 g de solo ou 4gua (BREITBART et al. 2003; WITHEY, 2005; PETTY et al. 2007).
S&o virus que ndo causam nenhum efeito prejudicial ao homem aos animais e ao
ambiente (HENRIQUEZ, 2008).

A maioria dos bacteriéfagos pertencem a ordem Caudovirales, apresentam
cauda e cabeca icosaédrica contendo DNA de cadeia dupla. O reconhecimento de
moléculas na superficie da membrana do hospedeiro esta associado a diferentes
proteinas localizadas na cauda dos bacteriéfagos, que |hes conferem desta forma
certa especificidade (HAGENS e LOESSNER, 2007).

Os bacteriofagos séo subdivididos em 13 familias sendo as mais frequentes:
Myoviridae, Podoviridade e Siphoviridae, aléem de demonstrarem uma grande

variedade morfologica (Figura 1). Podem medir entre 24 e 200 nandmeros, possuem
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capsideos (cabeca) que pode ser de forma icosaédrica, cubica, filamentosa ou
pleomorfica e presenca de cauda, os quais sdo utilizada como parametros na
classificacdo de acordo com a sua taxonomia (ALCKERMANN, 2005). De todos os
fagos examinados desde 1959, 96 % possuem cauda (DABROWSKA, 2005).
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noviridae
Microviridae

dsDNA @ C >
| D o ~/
| [ f Corticoviridao Fuselloviridae
| Podoviridae
m .
Myoviridae \\Q//J Z
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Lipothrixviridae Rudiviridae
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ssRNA . dsRNA M
Leviviridae ~

Cystoviridae

Figura 1. Tipos de morfologia de bacteriéfagos

Fonte: KUTTER e SULAKVELIDZE, (2000).

Os bacteriofagos sé@o constituidos por é&cido nucléico (DNA ou RNA) e
proteinas. O acido nucleico pode ser de cadeia dupla ou de cadeia simples,
dependendo do bacteriéfago (HENRIQUEZ, 2008).

De acordo com o ciclo de replicacdo envolvido na infeccdo do hospedeiro, os
bacteriéfagos podem apresentar-se como virulentos (ciclo litico) ou temperados
(ciclo lisogénico) (Figura 2). A destruicdo do hospedeiro ocorre quando o0s
bacteriéfagos litico (virulentos), replicam-se no interior da célula hospedeira
(HAGENS e LOESSNER, 2007) causando a lise da célula bacteriana para liberar os
fagos recém formados (SKURNIK e STRAUCH, 2006). Os bacteriéfagos virulentos
sS40 uma opcado para uso no biocontrole de micro-organismos indesejaveis
(HAGENS e LOESSNER, 2007).

No ciclo lisogénico (bacteriéfagos temperados) os bacteriéfagos integram-se
no genoma do hospedeiro e permanecem em um estado dormente por longos
periodos de tempo (SKURNIK e STRAUCH, 2006). Esse tipo de bacteridfago néo é
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utilizado na fagoterapia e em certos casos, podem conter genes que tornam a
bactéria mais virulenta (KROPINSKI, 2006).

Ry Bacteriofago .,
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© ” :IReconhemmento
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Profago
| |L|berag:ao : 9°)
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l_ Penetragao

£ cco ]
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- u (S
Divisao celular
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ambientais

Figura 2. Ciclo litico e lisogénico de bacteriéfagos
Fonte: Garcia et al. (2010) adaptado.

Ao contrario da resisténcia bacteriana aos quimioterapicos, os bacteriéfagos
estdo constantemente evoluindo para contornar as barreiras do hospedeiro a
infeccdo. Isto leva a um equilibrio evolutivo permitindo a proliferacdo de
bacteriéfagos e hospedeiros (CARRILLO et al. 2005). No entanto, medidas técnicas
como o uso alternado de um pool de bacteriéfagos diferentes em um coquetel ou em
aplicacoes alternadas podem reduzir a frequéncia da resisténcia (HAGENS e
LOESSNER, 2007).

De acordo com Hudson (2005) a eficiéncia dos bacteriéfagos pode limitar-se
pela presenca de células bacterianas ndo hospedeiras. Nessas condi¢cdes, o
controle bioldgico pode tornar-se ineficiente. Além disso, fatores genéticos e
ambientais também podem influenciar na interacdo bacteriéfago-hospedeiro
reduzindo a sua eficacia como agente antimicrobiano (JOERGER, 2003).

Os bacteriofagos tém sido reconhecidos como agentes bioterapéuticos (MAHONY et
al. 2010) e pelo impacto sobre o desenvolvimento de novas tecnologias para combater
patégenos em alimentos (MAHONY et al. 2011), incluindo a nanotecnologia, estratégias
de deteccdo de bactérias e processos industriais (PETTY et al. 2005). Podem
oferecer vantagens em relagdo as terapias convencionais, por estarem presentes no mesmo
habitat que seus hospedeiros e serem especificos (CONNERTON et al. 2011).

A partir do ano de 1915, a fagoterapia foi proposta e implementada para o
tratamento de doencas infecciosa. (HAGENS e LOESNNER, 2010). Com o
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desenvolvimento dos antibiéticos, houve uma redugédo nos estudos relacionados a
fagoterapia (HAGENS e LOESNNER, 2007).

A fagoterapia tem como principio a especificidade das espécies bacterianas
que os bacteriofagos irdo infectar, ao contrario dos antibidticos que nao sao
especificos e destroem as células bacterianas (BRUSSOW, 2005). Diante da
elevada resisténcia dos micro-organismos frente aos antibidticos, vem se

observando um aumento nas pesquisas relacionados a fagoterapia.

4.2. Utilizac&o de bacteriéfagos como biocontrole em alimentos

A inocuidade dos alimentos € ainda uma questdo de grande preocupacao,
apesar da introducéo de novas tecnologias e conceitos de seguranca na industria de
alimentos. A crescente demanda para alimentos seguros e o conhecimento dos
consumidores sobre 0s potenciais riscos para a saude associados ao uso de
conservantes nos alimentos levou a pesquisa de novas estratégias para a
preservacdo de alimentos. Nos Ultimos anos, a indastria de alimentos tem
demonstrado um grande interesse na utilizacdo de agentes antimicrobianos de
ocorréncia natural para inibir o desenvolvimento de patdgenos e a multiplicacdo de
micro-organismos deterioradores (MARTINEZ et al. 2008).

A utilizacdo de bacteriofagos na producdo de alimentos tem sido proposta
como uma alternativa para a industria de alimentos como um método de controle
biolégico em toda a cadeia alimentar (Figura 4) aumentando a seguranca
especialmente de alimentos frescos (HAGENS e LOESSNER, 2010; GARCIA et al.
2008).
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Figura 3. Exemplos da aplicacdo de bacteri6fagos ao longo da cadeia

alimentar.
Fonte: Garcia et al. (2008) adaptado.

A especificidade dos bacteriofagos na eliminagcdo de micro-organismos
indesejaveis é uma propriedade desejada em um agente antimicrobiano para uso
em alimentos, pois mantém sua qualidade, especialmente no caso de alimentos
fermentados e outros produtos produzidos com o auxilio de micro-organismos
(GUENTHER et al. 2009). Os bacteriéfagos também podem ser utilizados na teoria
de obstaculos em combinacdo com outros diferentes métodos de conservagao
(LEVERENTZ et al. 2003; MARTINEZ et al. 2008). Leverentz et al. (2003)
observaram que houve uma maior reducdo de Listeria monocytogenes em frutas
frescas no tratamento com bacteri6fagos associado ao uso de nisina. Estes mesmos
autores sugerem que além do uso da nisina, também pode ser combinada outras
medidas de controle, como pH e temperatura.

Diversos fatores podem influenciar na eficacia do biocontrole de alimentos
com bacteriéfagos, como por exemplo, estabilidade dos bacteriéfagos frente as
condicdes intrinsecas e extrinsecas dos alimentos (atividade de agua — Aa, pH e
temperatura), estocagem e a razdo entre a concentracdo de bacteridfagos e de
células bacterianas hospedeiras, conhecido como Multiplicidade de Infec¢cdo (MOI)
(HUDSON et al. 2005). Hagens e Loesnner (2007) sugerem o0 uso alternado de
bacteriéfagos diferentes ou em coquetel. Essa alternativa € uma estratégia para

evitar a resisténcia bacteriana frente a atividade litica do bacteriofago.
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Diante da eficAcia dos bacteri6fagos no controle biolégico de micro-
organismos em alimentos, foram introduzidas varias maneiras de aplicagdo dos
bacteriéfagos nos alimentos, incluindo a imerséo, pulverizacdo e o preparo de uma
solucéo de fagos para lavagem de alimentos em maiores quantidades. (HAGENS e
LOESSNER, 2010).

Porém, deve ser investigado com mais critério a utilizacdo de bacteriéfagos
no controle de micro-organismos na producdo de alimentos, afim de aumentar o
conhecimento sobre especificidade e desenvolvimento de resisténcia (HUNGARO,
2010).

5. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de
Patégenos de Origem Alimentar e Hidrica (LAMPOAH), no Departamento de
Tecnologia de Alimentos (DTA) na Universidade Federal de Vigosa (UFV).

5.1. Micro-organismo hospedeiro

Na realizacdo desta pesquisa foi utilizada a estirpe de P. fluorecens ATCC
13525, proveniente do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento
de Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Vigosa. Este micro-organismo
foi utilizado como hospedeiro no processo de propagacdo de bacteriofagos
especificos e na contaminacdo induzida de queijos Minas Frescal fabricados em
condi¢des laboratoriais para este experimento. A cultura foi mantida estocada em
caldo triptona de soja (TSB Merck®), contendo 20 % (p/v) de glicerol (Vetec®) como

crioprotetor e mantidos a - 20 °C.

5.1.2. Micro-organismos utilizados na avaliagdo de especificidade

Na realizac&o do teste de especificidade com os bacteridfagos isolados foram
utilizadas estirpes de P. aeruginosa ATCC 25619, P. putida ATCC 15145, P.
alcaligenes ATCC 14904, Escherichia coli ATCC 23229, Aeromonas hydrofila ATCC
7966, Alcaligenes faecalis ATCC 7966, Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
Salmonella Typhi ATCC 19430, Salmonella Cholerasius ATCC 10708, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Hafnia alvi ATCC 11604, Serratia marcecens ATCC 8100,
Listeria  monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus ATCC 6538
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proveniente do Instituto Nacional do Controle de Qualidade em Saude da Fundagéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do Rio de Janeiro e estirpes bacterianas isoladas dos
queijos Minas Frescal adquiridos no comércio varejista de diferentes épocas e
regides. Estes micro-organismos foram utilizados como hospedeiro na avaliacdo da
especificidade dos bacteriéfagos. As culturas foram mantidas estocadas em caldo
triptona de soja (TSB Merck®), contendo 20 % (p/v) de glicerol (Vetec®) como

crioprotetor e mantidos a - 20 °C.

5.1.3 Coleta de amostras para isolamento de bacteriéfagos

As amostras para o estudo foram coletadas nos meses de setembro e outubro
de 2012, a partir de exsudado de frangos congelados e de agua residuéaria de
laticinios, respectivamente. Cada amostra foi constituida de aproximadamente 50
mL, coletadas em coletor universal estéril (J. Prolab®) e posteriormente

armazenadas a 4 °C até o momento da analise.

5.2. Isolamento de Pseudomonas spp. de queijos Minas Frescal do comércio
varejista

Foram adquiridos 31 queijos do comércio varejista de Vigcosa e regidao em
diferentes épocas e encaminhados sob refrigeracdo em caixas de isopor para o
laboratério de Microbiologia de Patdogenos de Origem Alimentar e Hidrica
(LAMPOAH) para o isolamento de Pseudomonas spp. de acordo com a metodologia
descrita por Silva et al. (2010)

Os queijos foram retirados assepticamente de sua embalagem original,
porcionados aleatoriamente até se obter 25 g do produto e adicionados de 225 mL
de &agua peptonada tamponada (Himedia®) 0,1 % (m/v). As amostras foram
homogeneizadas em homogeneizador (Marconi, MA 440). As amostras foram
homogeneizadas por 3 minutos seguido de plagueamento pelo método spread plate
em meio de cultura agar cetrimide (Himedia®). As placas foram incubadas a 30 °C
por 48 horas. Colbnias tipicas foram estriadas por esgotamento em &agar cetrimide
(Himedia®) e foram as colbnias isoladas fora armazenadas em eppendorfs
esterelizados contendo caldo triptona de soja (TSB) (Merck®) com 20 % de glicerol a
- 20° C.
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5.2.1. Caracterizagdo bioquimica e molecular dos isolados

Os isolados bacterianos foram classificados quanto ao género por meio da
caracterizacdo bioquimica realizada através dos seguintes testes de confirmacao:
oxidase (Laborclin®), citrato de Simmon’s (Oxoid®), catalase (Farmax®), indol
(Fluka®), motilidade (Fluka®), producédo de H,S (Fluka®), coloracdo de Gram e
morfologia (Olympus CX40RF100), segundo a metodologia descrita por SILVA et al.
(2010).

No teste de oxidase, uma colbnia retirada com o auxilio da alca de platina foi
espalhada sobre fita de oxidase (Laborclin®). O teste é considerado positivo devido
0 aparecimento de coloracéo roxa.

As culturas citrato positivo foram identificadas pela presenca de crescimento
na superficie do agar, acompanhado de coloragédo azul no meio de cultura.

Para verificacdo da capacidade de decomposicao do peroxido de hidrogénio,
adicionou-se 1 gota de peréxido de hidrogénio 3 % (v/v) (Farmax®) em uma coldnia
isolada e observou-se a formacdo de bolhas, resultado associado a liberacdo de
oxigénio em funcdo da degradacdo enzimatica do perdoxido de hidrogénio pela
catalase.

A presenca de H,S foi verificada pela formacgé&o de precipitado negro ao longo
da linha de inoculacdo da bactéria em meio semi sélido SIM (Sulfureto Indol
Mobilidade) (Fluka®) com o auxilio da alca de picada.

A motilidade foi observada inoculando-se a bactéria em linha reta, com o
auxilio da alga de picada, 2/3 de meio semi-sélido SIM (Sulfureto Indol Mobilidade)
(Fluka®). O deslocamento da linha de inoculagédo e a turvagdo do meio indica
motilidade.

A presenca de indol foi verificada adicionando-se o reagente de Kovac’s
(Cromoline®) ao longo das paredes do tubo com meio semi-sélido SIM (Sulfureto
Indol Mobilidade) (Fluka®). Este reagente reage com o indol produzindo um
composto rosado.

Em relacdo a coloragdo de Gram, preparou-se o esfregaco, corou-se
conforme a metodologia de Gram descrita por Silva et al. (2010) e observou-se em
microscoépio optico (Olympus CX40RF100) a presenca de bacilos gram negativos.

A caracterizacdo molecular foi realizada por amplificacdo do fragmento na

regido 16S ribossomal (rDNA) para Pseudomonas spp. de acordo com a
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metodologia proposta por Spilker (2004), utiizando a sequéncia dos
oligonucleotideos descritos na Tabela 2:

Tabela 2. Sequéncia de oligonucleotideos utilizada para amplificacdo do fragmento

na regido 16S.

Tamanho do

Primer Sequéncia Localizacao produto (pb)

PAGSr 5 GACGGGTGAGTAATGCCTAJ 95-113

PAGSr 5 CACTGGTGTTCCTTCCTATA 3 693-712
Fonte: SPILKER et al.(2004) adaptado

618

Na caracterizacdo molecular foi realizada a comparacdo dos tamanhos de
pares de base dos isolados em relacdo ao controle positivo. Como controle positivo,
diferentes espécies de Pseudomonas (P. alcaligenes ATCC 14904, P. putida ATCC
15145, P. aeruginosa ATCC 25619 e P. fluorecens ATCC 13525) foram utilizados.
Os fragmentos de DNA foram separados em gel de agarose 1 % (Sigma Aldrich®)
em tampdo TBE 1X (40 mmol™* Tris-acetato (Sigma Aldrich®) e 1 mmol* EDTA
(Sigma Aldrich®), pH 8,0) por electroforese (Major Science MR 250V) por 1 h a 90 V
e posteriormente visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (Vilber Loumart)

foto documentado utilizando o sistema Quantum ST4-1000/26mX.

5.2.2. Extracéo e purificagdo do DNA

O DNA bacteriano foi extraido pelo método da fervura (VIZZOTTO, 2009).
Para extracdo do DNA cerca de 3 a 5 colonias das estirpes bacterianas isoladas
foram suspensas em 500 pL de agua destilada esterelizada e as suspensdes foram
fervidas por 10 min para liberacdo do DNA e entdo centrifugadas a 13000 x g em
microcentrifuga (Sigma, 3K30, rotor 12111H) por 1 min e 30 s. Apés a centrifugacao,
150 pL do sobrenadante foram transferidos para outro eppendorf esterelizado e
subsequentemente foram mantidos a temperatura de - 20 °C até o momento da

analise.

5.2.3. Amplificag&o do fragmento na regido 16S
A amplificacdo do fragmento na regido especifica 16S rDNA de
Pseudomonas spp., foi realizada conforme procedimento descrito por Spilker et al.

(2004) utilizando os primers PA.GS.r (5 GACGGGTGAGTAATGCCTA 3) e PAGSk
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(5 CACTGGTGTTCCTTCCTATA 3’) (Sigma Aldrich®). A amplificagcéo foi preparada
para um volume final de 50 pL, contendo 10 pL de tampé&o da Taq polimerase 10X
(Promega), 0,2 mM de cada dNTP (Promega), 1 U de Tag DNA polimerase
(Promega), 1 uL BSA (albumina de soro bovino) 10 mg mL™ (Promega), 2 pL de
cada iniciador (10 mmol/L) (Sigma Aldrich®), 33,0 yL de agua ultra pura esterilizada
e 0,5 yL de DNA (aproximadamente 5 - 10 ng).

Para a reacédo de PCR utilizou-se o termociclador THERM 1000/Maxygene. O
seguinte programa foi empregado: 1 ciclo de 95 °C por 2 minutos desnaturacéo
inicial; 25 ciclos de 94°C por 20 segundos de desnaturagéo, seguida de anelamento
a 55 °C por 20 segundos e 72 °C por 40 segundos de extenséo; seguidos de 1 ciclo
a 72 °C por 1 minutos extensao final, finalizando com temperatura de 4 °C.

A deteccao do produto de PCR foi realizada através de eletroforese em gel de
agarose (Sigma Aldrich®) a 1 % em tampé&o TBE 1X (Tris-hidroximetilaminometano
89 mmol L™ (Sigma), acido bérico 89 mmol L™ (Promega) e EDTA 1 mmol L*
(Vetec), pH 8,3) de acordo com metodologia proposta por SAMBROOK; RUSSELL
(2001). A corrida eletroforética foi realizada a uma voltagem de 90 V por
aproximadamente 30 minutos. O gel foi observado e foto documentado sob luz UV
utilizando o sistema Quantum ST4-1000/26mX.

5.3. Isolamento dos bacteriéfagos

5.3.1. Isolamento de bacteriéfagos de agua residuaria

Para o isolamento de bacteriéfagos liticos para P. fluorecens foi utilizada a
metodologia adaptada descrita por Sambroock e Russel (2001). Em 10 mL de agua
residuéria, coletados na industria de laticinios situada na Universidade Federal de
Vigosa, foi adicionado 1 mL de cultura de P. fluorecens (ATCC 13525) incubada por
16-18 h a 30 °C. As amostras foram incubadas sob agitacdo em shaker (Solab, SL
221) por 150 rpm a 17 °C por 24 h. Apos este periodo, a suspenséao foi centrifugada
(Eppendorf, 5804R) 3000 x g por 20 min e filtrada em membrana de éster de
celulose (Milipore®) 0,22 um de poro, 25 mm de didmetro. A detec¢do da presenca
dos bacteriéfagos na suspenséo foi realizada por meio da técnica de microgotas em
superficie proposta por Hungaro (2010), utilizando P. fluorecens (ATCC 13525)

como micro-organismo hospedeiro.
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5.3.2. Isolamento de bacteriéfagos de exsudado de frangos congelados

Para o isolamento de bacteriéfagos liticos para P. fluorecens, foi utilizada
metodologia adaptada de Sambrook e Russel (2001) e Atterbury et al. (2005). Em 10
mL de amostra de exsudado de frangos congelados foram diluidos 1:1 em tampéao
SM (50 mmol L™ Tris-HCI (Sigma Aldrich®) [pH 7,5], 0,1 mol L™ NaCl (Vetec®), 8
mmol L MgSO,4 (Chemco®).7 H,0, 0,01 % gelatina (Difco®) e ressuspendido por
agitacdo durante 5 min. Esta suspensao foi entdo incubada em shaker (Solab, SL
221) a 17 °C por 24 h, para permitir a eluicdo do fago para o tampé&o. Apds este
periodo, uma aliquota de 8 mL da suspensédo foi transferida para um tubo de
centrifuga esterilizado com capacidade de 50 mL, ao qual foi adicionado 1 mol L™
NaCl (Vetec®) e mantido em repouso por 15 min. Foram adicionados 10 % de
cloroférmio (v/v) (Vetec®) e os tubos foram mantidos a 4 °C por 30 min. Em seguida,
foram centrifugados a 3.000 x g por 20 min a 4 °C para remover detritos em
suspensao. A deteccdo da presenca dos bacteriéfagos na suspenséao foi realizada
por meio da técnica de microgotas em superficie proposta por Hungaro (2010),

utilizando P. fluorecens (ATCC 13525) como micro-organismo hospedeiro.

5.3.3. Purificacdo dos bacteriéfagos

Foram adicionados 100 uL do concentrado de virus obtido conforme descrito
nos itens 5.3.1 e 5.3.2 a 100 pL da cultura bacteriana de P. fluorecens (ATCC
13525) incubada por 16-18 h a 30 °C. A suspensao resultante foi incubada a 30 °C
por 30 min. Em seguida, foram adicionados 5 mL de caldo triptona de soja para
sobrecamada contendo 0,7 % de agar sobrecamada (TSAs) (Himedia®). Essa
mistura foi vertida em placa contendo agar base triptona de soja (Merck®) (TSAp) e
incubada a 30 °C por 16-18 h. ApGs a incubacédo, uma placa de lise individual foi
selecionada e removida com o auxilio de uma pipeta tipo Pasteur e colocada em 5
mL de cultura ativa do hospedeiro e incubada a 30 °C por 16 - 18 h. Para cada fago,
trés ciclos de purificacdo foram realizados, a fim de garantir a pureza do estoque de
bacteriofagos.
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5.3.4. Selecdo de bacteriofagos

Os bacteriofagos obtidos de &gua residuéria de laticinios e exsudado de
frangos congelados, foram selecionados por meio de avaliacdo da formacéo de lise
transparente sobre a cepa de P. fluorecens (ATCC 13525) em agar sobrecamada
(TSAs).

5.3.5. Propagacéao de bacteriéfagos

Para propagacédo de bacteriofagos, foi utilizada a metodologia descrita por
Sambroock e Russel (2001). Foram inoculados 500 pL da cultura de P. fluorecens
(ATCC 13525) em um tubo com 5 mL de &gar sobrecamada (TSAs) e vertido em
placa contendo &agar base (TSAp). Microgotas (10 pL) de bacteriéfagos foram
colocadas sobre as placas e estas foram incubadas a 30 °C por 14 - 16 h. ApGs este
periodo, foi adicionado 10 mL de tampdo SM e em seguida homogeneizado em
shaker (Solab, SL 221) a 120 rpm a 17 °C por 24 h. O tampao SM apos
homogeneizacéao foi recolhido em tubo de centrifuga estéril com capacidade para 50
mL e em seguida centrifugado (Eppendorf, 5804R) a 4000 x g por 20 min a 4 °C.
Posteriormente a suspensdo foi filtrada em membrana de éster de celulose
(Milipore®) com poro de 0,22 um e 25 mm de diametro. O filtrado foi recolhido em
tubo esterilizado e armazenado a 4 °C.

A presenca de bacteriéfagos nas suspensdes foi avaliada por meio da técnica
de microgotas em superficie proposta por Hungaro (2010) utilizando P. fluorescens

(ATCC 13525) como micro-organismo hospedeiro.

5.3.6. Titulacdo e estoque de bacteriéfagos

Na determinacdo da concentracdo de bacteriofagos na suspensdo, foi
utilizado tampao SM para realizar as diluicdes necessarias, a fim de obter contagem
de Unidades Formadoras de Placas (PFU) entre 10 a 100 placas de lise por mL de
suspensao (CARRILO et al. 2005). As diluigcbes foram incubadas por 5 min com a
cultura bacteriana de P. fluorecens (ATCC 13525) incubadas a 30 °C por 14 - 16 h.
Em seguida, foram adicionados 5 mL de agar sobrecamada (TSAs). Essa mistura foi
vertida em placa contendo agar base (TSAy) e incubada a 30 °C por 16 - 18 h. ApoOs
este periodo, procedeu-se a contagem do niumero de placas de lise e foi calculado o

titulo de bacteriéfagos em PFU mL™ através da seguinte féormula:
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Numero de placas de lise X fator de diluicdo 1
=PFU mL"

Volume da diluicdo (mL)

5.3.7. Andlise da morfologia de bacteriéfagos

O exame morfolégico de bacteridfagos foi realizado segundo a metodologia
descrita por Oliveira (2009a). Um volume de 1 mL de uma suspensdo de 10° PFU
mL* foi centrifugado (Sigma, 3K30, rotor 12111H) a 9000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com solucdo de acetato de
aménio 0,1 mol L™, e novamente centrifugado (Sigma, 3K30, rotor 12111H) a 9000 x
g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 1 mL
de &gua destilada e microfiltrado. Um volume de 8 pL desta suspensado foi
depositado na superficie de uma tela de microscopia eletrbnica, revestida com
resina formar (Kosh®, 200 mesh, 3 mm). O excesso de amostra foi removido com
papel absorvente e adicionado uma gota de solucdo aquosa de acetato de uranila 2
% (m/v) (Sigma Aldrich®) na superficie da tela, deixando em contato por 15 s. O
excesso de acetato de uranila foi removido com papel absorvente. A tela foi lavada
com uma gota de agua destilada e em seguida seca em temperatura ambiente,
aproximadamente 24 °C por 24 h. Posteriormente, foi feita a observacdo em
microscopio eletrénico de transmisséo (Zeiss, EM109) em 80 kV e aumentado em
85000 vezes.

5.3.8. Avaliacdo de especificidade dos bacteriéfagos selecionados

Foram utilizados no teste diferentes géneros e espécies de culturas
bacterianas de importancia em alimentos provenientes do LAMPOAH do DTA da
UFV selecionadas previamente (P. aeruginosa ATCC 25619, P. putida ATCC 15145,
P. alcaligenes ATCC 14904, Escherichia coli ATCC 23229, Aeromonas hydrofila
ATCC 7966, Alcaligenes faecalis ATCC 7966, Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
Salmonella Typhi ATCC 19430, Salmonella Cholerasius ATCC 10708, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Hafnia alvi ATCC 11604, Serratia marcecens ATCC 8100,
Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus ATCC 6538) e sobre
39 estirpes bacterianas isoladas de queijo Minas Frescal do comércio varejista de
diferentes épocas e regides e propagadas conforme o item 5.2.3 para avaliar a

especificidade dos bacteriéfagos selecionados. Foram depositados 10 pyL de cada
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suspensao de fagos sobre a superficie das placas contendo a “lamina” das culturas,
em triplicata (SILVA, 2010). ApGs absorcdo da suspensdo de bacteriéfagos, as
placas foram incubadas na faixa de temperatura de 30 e 37 °C por 18 a 24 h, de
acordo com a temperatura Otima de crescimento de cada micro-organismo. A
especificidade dos bacteriofagos foi avaliada pela técnica de microgotas em
superficie conforme proposta por Hungaro (2010), usando a suspensdo de

bacteriéfagos na concentracdo de no minimo 10° PFU mL™.

5.3.9. Diversidade genética entre os isolados pelo perfil de polimorfismo

Foi realizada analise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DNA
gendmico (RFLP), para avaliacdo da diversidade genética entre os dois
bacteriéfagos isolados neste estudo. A extracdo do DNA e ensaio de restricdo foi

desenvolvido de acordo com Kumari et al.(2009).

5.3.10. Extracdo do DNA

Em 700 pL das suspensdes de bacteriéfagos purificados (10*°-10** PFU mL™)
foram adicionados Proteinase K (Promega®) e dodecil sulfato de sodio (SDS)
(USB®) a uma concentracéo final de 0,05 mg mL™ e 0,5 % (m/v) respectivamente e
incubadas em banho maria (Fanem) a temperatura de 56 °C. Ap6s 1h e 30 min de
incubacéo, 700 uL de uma solucédo 1:1 (v/v) de fenol cloroférmio (Sigma Aldrich®)
foram adicionadas para desproteinizacdo. As suspensdes foram mantidas em banho
de gelo por 10 min e em seguida centrifugadas (Sigma, 3K30, rotor 12111H) a 9950
x g por 10 min. O sobrenadante foi recolhido em micro tubo esterelizado. A etapa de
desproteinizacao foi repetida com cloroférmio (Vetec®) e o sobrenadante recolhido.
Foram adicionados 700 pL de isopropanol (Vetec®) para a precipitacdo do DNA e a
suspensao resultante foi incubada a - 20° C por aproximadamente 18 h. Apds o
descongelamento, a suspensado foi centrifugada (Sigma, 3K30, rotor 12111H) a
19500 x g por 20 min e o sobrenadante descartado. O acido nucléico foi precipitado
com 500 pL de etanol (Vetec®) refrigerado e o material foi centrifugado (Sigma,
3K30, rotor 12111H) por 5 min a 9950 x g. O sobrenadante foi descartado e o pellet

foi resuspendido em 20 yL de agua ultra pura.
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5.3.11. Ensaio de restricéo

O ensaio de restricdo enzimatica do DNA dos bacteriéfagos isolados foi
realizado segundo a metodologia descrita por Kumari et al. (2009). Foi utilizada
neste experimento 1,0 pL das endonucleases de restricdo Hae Il (Sigma Aldrich®),
Hinf | (Sigma Aldrich®), Hind Il (Sigma Aldrich®), Apa | (Sigma Aldrich®) e Hha |
(Sigma Aldrich®) adicionada a 22,8 pL de &gua ultra pura, 4 pL de DNA purificado
do bacteriofago, 2,0 pL de tampéao da enzima (Sigma Aldrich®) e 0,2 uL de albumina
de soro bovino acetilado (BSA) (Promega®). A digestado de restricdo ocorreu a 42 °C
por 3 h em banho-maria (Fanem) e posteriormente 10 pL da reacao foi eluida em gel
de agarose (Sigma Aldrich®) 1,5 % no tamp&o TE 1X (40 mmol™ Tris-acetato (Sigma
Aldrich®) e 1 mmol® EDTA (Sigma Aldrich®), pH 8,0), com 2 pL de corante
(Biolabs®) e 5 yL de tampéo de corrida Gel Loading Drye Blue (Biolabs®), utilizando
1 pL de marcador tamanho 1 Kb DNA Ladder (Biolabs®) a 90 V por 1 h. A
visualizagdo dos fragmentos foi realizada em transiluminador de luz ultravioleta

(Vilber Lourmat) e foto documentado utilizando o sistema Quantum ST4-1000/26mX.
6. Elaboracédo dos queijos Minas Frescal

6.1. Analise estatistica

O experimento foi montado no Delineamento em Blocos Casualizados (DBC)
disposto em esquema de parcelas subdivididas, sendo na parcela o efeito do bloco
(3 repeticdes), tratamentos (T1 Controle, T2, T3, T4 e T5) e na sub parcela o tempo
de armazenamento (0, 7, 14 e 21 dias) e a interacdo tratamento e tempo de
armazenamento. O experimento foi repetido 3 vezes.

As concentracdes de bacteriéfagos utilizada em cada tratamento foram

atribuidas da seguinte forma:

T1: controle negativo (queijo ndo inoculado)

T2: controle positivo (queijo + P. fluorecens 10* UFC mL™)

T3: queijo + P. fluorecens 10* (UFC mL™) + bacteriéfago 10* (PFU mL™)
T4: queijo + P. fluorecens 10* (UFC mL™) + bacteriéfago 10° (PFU mL™)
T5: queijo + P. fluorecens 10* (UFC mL™) + bacteriéfago 108 (PFU mL™)
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Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o sistema SAS
(Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA) versdo 9.2,

licenciado para uso pela Universidade Federal de Vigosa.

6.2. Analises microbioldgicas dos queijos elaborados

As analises microbiolégicas para contagem de Pseudomonas spp. € micro-
organismos proteoliticos foram realizadas no leite e no soro no dia da fabricacédo dos
gueijos. Os queijos e o0 exsudado dos mesmos foram analisados para contagem de
Pseudomonas spp., micro-organimos proteoliticos e de bacteriéfagos nos tempos 1,
7, 14 e 21 dias de armazenamento sob refrigeracdo a 10 °C.

Os queijos Minas Frescal foram elaborados em condicfes laboratoriais com
leite previamente padronizado a 3,2 % de gordura e pasteurizado a 65 °C por 30
min. Apos a fabricacdo, os queijos foram acondicionados em embalagens de
polietileno de baixa densidade estéreis e mantidos sob refrigeracédo (10 °C) (Figura
5).

A Figura 4 representa o fluxograma do processamento e elaboracdo dos

gueijos Minas Frescal em escala laboratorial.
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Leite pasteurizado padronizado (8 litros)

!

(Retirada de amostra para analise de Pseudomonas spp. e bactérias proteoliticas).

Cloreto de célcio (3,2 mL) (Vetec®)

!
Acido latico (2 mL) (Vetec®)
| Adic&o do pool bacteriéfagos (10%,10°%,10%
(Apds 30 min de repouso, retirada de amostra para andlise de Pseudomonas spp., bactérias proteoliticas e
bacteri6fagos)

Adicao de P. fluorecens ATCC 13525 (10%) e 1% de sal

(Apds 40 min de repouso, retirada de amostra para andlise de Pseudomonas spp. e bactérias proteoliticas)

1
Coalho (7,2 mL) (Ha-la®)
| Incubag&o a 39 °C + 1 °C por 40 min
Corte da massa

!

Repouso

l
Agitacédo
!

Dessoragem

(Retirada de amostra de soro para anélise de Pseudomonas spp., bactérias proteoliticas e bacteriéfagos).

!

Enformagem em formas estéreis
!
Viragens
!

Acondicionamento em embalagem de polietileno de baxa densidade estéreis

1
Armazenamento refrigerado (10 °C)

(Analise de Pseudomonas spp., bactérias proteoliticas e bacteriéfagos nos queijos prontos e no exsudado)

Figura 4. Fluxograma das etapas de fabricacdo do queijo Minas Frescal.
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Figuras 5. Queijo Minas Frescal apés a fabricacéo.

A: enformados; B: embalados pra estocagem sob refrigeragao.

6.2.1. Quantificacdo de Pseudomonas spp.

Para o isolamento de Pseudomonas spp. dos diferentes tratamentos foi
utilizada a metodologia adaptada descrita no método 1ISO 11059:2009 (SILVA et al.
2010). Os queijos foram retirados assepticamente de sua embalagem original,
porcionados aleatoriamente até se obter 25 g do produto aos quais, posteriormente
foram adicionado 225 mL de agua peptonada tamponada (Himedia®) 0,1 %. As
amostras forma homogeneizadas em homogeneizador (Marconi, MA 440) por 3 min
seguido de plaqueamento em duplicata pelo método spread plate em meio de
cultura agar cetrimide (Himedia®). Procedeu-se a incubacdo a 30 °C por 48 horas.
Apos este periodo, procedeu-se a contagem das colbnias tipicas isoladas e o calculo

foi efetuado pelo nimero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC).

6.2.2. Avaliacdo de micro-organismos proteoliticos

Os queijos foram analisados de acordo com a metodologia descrita por
(MARSHALL, 1992). Os queijos foram retirados assepticamente de sua embalagem
original porcionados aleatoriamente até se obter 25 g do produto aos quais,
posteriormente foram adicionado 225 mL de agua peptonada (Himedia®) 0,1 % e
homogeneizadas por 3 minutos seguido de plagueamento das diluicdes
selecionadas pelo método pour plate em meio agar leite (dgar para contagem
padrdo PCA (Difco®) acrescido de 10 % de leite em p6 desnatado (Molico®)
reconstituido esterilizado (10 g de leite em p6 desnatado (Molico®) em 100 mL de

adgua destilada) e incubadas a 21 °C durante 72 h. A contagem foi efetuada pelo
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aparecimento de halo transparente ao redor da colbénia e o calculo efetuado pelo
namero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC).

6.2.3. Avaliacado da atividade dos bacteriofagos

Na determinacdo da viabilidade dos bacteriéfagos inoculados, 25 g de queijo
com os bacteri6fagos nas concentracdes 10%, 10° e 10° PFU mL™ foram
homogeneizadas em &agua peptonada (Himedia®) 0,1 % com auxilio do
homogeneizador (Marconi, MA 440). Dessa mistura, foram retiradas 10 mL e
posteriormente centrifugadas (Eppendorf, 5804R) a 3000 x g a 4 °C por 20 min. A
suspensao foi incubada por 5 min com a cultura de P. fluorecens (ATCC 13525)
previamente incubada a 30 °C por 16 - 18 h. Em seguida, foram adicionados 5 mL
de agar sobreccamada (TSAs). Essa mistura foi vertida em placas contendo agar
base (TSAy) e incubadas a 30 °C por 16 - 18 h. ApGs este periodo, procedeu-se a
contagem do numero de placas de lise e foi calculado o titulo de bacteri6fagos em
PFU mL™,

6.3. Analises fisico-quimicas dos queijos elaborados
As andlises fisico-quimicas foram realizadas no queijo com o objetivo de
avaliar o teor de sal, variacdo de pH e perda de massa durante o tempo de

estocagem dos queijos sob refrigeracdo (10 °C por 21 dias).

6.3.1. Quantificacao do teor de sal

A quantificacdo de sal nos queijos elaborados foi realizada por estimativa pelo
método de Mohr adaptado, descrito pelo IAL (2008) obtendo-se por volumetria a
guantificacdo de cloretos presente na amostra. Em um erlemeyer, contendo 100 mL
de &gua destilada a 30 °C, foram homogeneizados 5 g de queijo retirada de forma
aleatéria. Em seguida acrescentou-se 2 mL de cromato de potassio (Vetec®) 5 %
(v/v). Ap6s homogeneizacdo, foi realizada a titulagdo com nitrato de prata (Sigma
Aldrich®) 0,1 molL™" até a viragem de cor do indicador (amarelo para vermelho-
tijolo). A porcentagem de cloretos foi calculada segundo férmula abaixo:

V agenos X Fe agenos X 0,584
Massa da amostra (Q)

% cloreto (m/m) =

Em que:
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Vag2nos € 0 volume da solugédo de nitrato de prata gasto na titulagéo (mL) e

FCag2nos € 0 fator de corregéo da solugédo de nitrato de prata.

6.3.2. Medida de pH e variacdo de massa dos queijos

Foram realizadas a medida de pH (Tecnopon, MPA-210P) pelo método
potenciométrico com a insercdo do eletrodo diretamente no queijo a ser analisado e
a pesagem dos queijos (Marte Slim, M2K) para verificar possiveis alteracdes
decorrentes durante o tempo de estocagem (BRASIL, 2006).

Os queijos foram avaliados em relacdo a variagdo na massa durante a
estocagem sob refrigeracdo a 10 °C. A variacdo na massa foi calculada da seguinte

forma:

% Varia(;éo de massa = P massainicial (q) = P_massa final (g) X 100

P massa inicial (g)
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Caracterizacdo das estirpes bacterianas isoladas de queijos Minas

Frescal do comércio varejista.

7.1.1. Caracterizacdo bioquimica

Na caracterizacdo bioquimica dos isolados bacterianos (Tabela 3), foi
verificado que 91,11 % (41 estirpes), apresentaram resultados positivos na prova do
citrato de Simmon’s e 8,89 % (4 estirpes) apresentaram resultados negativos. O
resultado positivo esté relacionado a utilizacdo de citrato pelas bactérias como a
Unica fonte de carbono provocando o aumento do pH, conferindo a mudanca de
coloracdo de verde para azul. Para resultados negativos, a coloracdo do meio é
inalterada (FORTES, 2008).

Na prova da oxidase, 73,33 % (33 estirpes) apresentaram resultados positivos
exibindo coloracéo violeta, indicando a producao de citocromo oxidase e 26,67 %
(12 estirpes) apresentaram resultado negativo.

A capacidade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio foi observada em
100 % das estirpes isoladas pelo teste de catalase. Estas estirpes se caracterizam
pela capacidade de produzir a enzima catalase. Micro-organismos que n&o possuem
a catalase ndo € capaz de decompor o peréxido de hidrogénio, consequentemente,
0 seu crescimento fica restringido (SILVA et al. 2010).

Foi verificado na prova do indol que 17,78 % (8 estirpes) apresentaram
resultados positivos e 82,22 % (37 estirpes) resultados negativos. No teste de
motilidade 57,78 % (26 estirpes) apresentaram resultados positivos e 42,22 % (19
estirpes) resultados negativos e no teste para verificar a capacidade de producédo de
H.S, 6,67 % (3 estirpes) apresentaram resultados positivos e 93,33 % (42 estirpe)
apresentaram resultados negativos. Alguns micro-organismos possuem a
capacidade de degradar o triptofano em indol, além de outros produtos como o acido
piravico, amonia e energia (FORTES, 2008). Algumas bactérias ndo conseguem
metabolizar o aminoacido ou entdo realizam a metabolizacdo completa sem a
producédo do indol. Produtos de condensacéao coloridos (anel vermelho na superficie
do &gar) pode ser verificado quando se utiliza o reagente de Kovacs para detectar a

presenca do indol no meio de cultura (SILVA et al. 2010). De acordo com Fortes
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(2008), micro-organismos que apresentam motilidade demonstram turvagao em todo
meio de cultivo e micro-organismos que nao possuem motilidade crescem apenas
ao longo do local de inoculacdo. A producdo de H,S é visualizada pela coloracdo
escura do local de inoculacdo da bactéria. Isso ocorre devido a capacidade do
micro-organismo de produzir &cido sulfirico que se conjuga com os sais de metais
como ferro e bismuto presentes no meio de cultura dando origem ao sulfureto de
ferro que, devido a sua insolubilidade, precipita.

Na visualizacdo microscopica com objetiva de imerséo, foi observado pelo
perfil morfologico que 100 % (45 estirpes) apresentaram a forma de bacilos. Através
da coloracdo de Gram pela diferenciacéo tintorial, foi verificado que 88,89 % (40
estirpes) apresentaram-se como Gram negativas e 11,11 % (5 estirpes) como Gram

positivas exibindo coloracdes vermelha e roxa respectivamente.

Tabela 3. Resultados dos testes bioquimicos realizados com as estirpes bacterianas

isoladas de queijos Minas Frescal adquiridos no comércio varejista.

Citrato | Oxidase | Catalase | Indol | Motilidade | H,S | Gram
Mip0O1 + + + - - - -
Mip02 + + + - + - -
Mip03 + + + - + - -
Mip04 + - + + + + -
Mip05 - + + - + - -
Mip06 + + + - + - -
MipO7 + - + - + + -
Mip08 + + + - - - +
Mip09 + + + - - - -
Mip10 + + + - + - +
Mipll + + + - + - -
Mipl12 + - + - + - -
Mip13 + + + - + - i
Mipl4 + - + - + - -
Mip15 + - + - - - -
Mipl16 + + + - + - -
Mipl7 + - + - + - -
Mipl18 + + + - + - -
Mipl19 - - + - + - -
Mip20 + + + - + - -

34



Tabela 3. (cont.)
Mip21
Mip22
Mip23
Mip24
Mip25
Mip26
Mip27
Mip28
Mip29
Mip30
Mip31
Mip32
Mip33
Mip34
Mip35
Mip36
Mip37
Mip38
Mip39
Mip40
Mip41
Mip42
Mip43
Mip44
Mip45

|+ +

|+ |||+ ]+ +
1

++|+ |+ +

I o o e I o I o B A A A

4+ H | H | ||| F ||| |||+ +
1
1
1
1

4|+ +H|+| ]|+ +
+l+|+|+

A caracterizagdo bioquimica dos micro-organismos € um procedimento
preliminar no isolamento e identificacdo de micro-organismos que podem estar
vinculados aos alimentos. Os resultados dos testes bioquimicos indicaram que a
maioria das estirpes bacterianas isoladas podem pertencer ao género Pseudomonas
spp. devido as caracteristicas presuntivas do género Pseudomonas observadas.
Entretanto, ndo € uma analise conclusiva, pois informacdes genéticas devem estar

associadas para a identificacdo completa do micro-organismo.
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7.1.2. Caracterizagcdo molecular

Das 30 estirpes bacterianas isoladas com perfil bioquimico compativel para
Pseudomonas (Tabela 4), 46,67 % (14 estirpes) foram confirmadas pela
amplificacdo dos fragmentos da regido 16S como tipicas do género Pseudomonas
gquando comparadas ao controle positivo (Figura 6). O produto da amplificacao
mensurado no software Quantum ST4 foi de aproximadamente 630 pb. Este
resultado encontra-se de acordo com o esperado para a amplificacdo da subunidade

conservada da regido 16S descrita por Spilker et al. (2004).

Tabela 4. Valores dos tamanhos de pares de base de cada estirpe bacteriana
confirmada pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Isolados Pares de base (pb)
Mip01 500
Mip02 493
Mip03 493
MipQ07 664
Mip10 626
Mip12 632
Mipl14 707
Mip15 569
Mipl16 533
Mipl7 636
Mip18 557
Mip19 568
Mip21 715
Mip22 606
Mip23 564
Mip26 573
Mip27 619
Mip28 622
Mip29 634
Mip30 638
Mip32 753
Mip33 591
Mip34 622
Mip35 491
Mip37 605
Mip40 576
Mip41 619
Mip43 592
Mip44 629
Mip46 629
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Resultados semelhantes foram encontrados por Ghosh et al. (2011) por PCR
duplex. Para este mesmo género, estes autores observaram produto de amplificacao

de aproximadamente 630 pb utilizando o mesmo primer.

1 2 3 4 5

«—630 pb

Figura 6. Produto de amplificacdo do gene 16S rDNA de Pseudomonas spp. atraves

da técnica de PCR. Controle positivo. Linha 1 A- P. alcaligenes . Linha 2 B- P. putida. Linha 3 C- P.
aeruginosa . Linha 4 D- P. fluorecens. Linha 5: marcador de peso molecular 100 pb.

1 2 3 4 5 6 7

«—630 pb

Figura 7. Identificacdo molecular de isolados bacterianos de queijos Minas Frescal

do comércio varejista. A - Identificagido molecular do género Pseudomonas spp. pela amplificagéo do
gene na regido 16S, linha 1-5 isolados bacterianos, linha 6 controle positivo P. fluorecens ATCC 13525, linha 7
marcador de peso molecular 100 pb.

A elevada ocorréncia de Pseudomonas spp. em queijos Minas Frescal do
comeércio varejista demonstra deficiéncia durante a fabricacdo desse produto. Esta
contaminacdo pode ser resultante durante o processamento e pds processamento

associado a praticas higiénico sanitarias inadequadas, armazenamento inadequado
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com oscilagdes de temperatura. Apesar da legislacdo brasileira ndo exigir analise
para verificar a presenca de Pseudomonas spp. em alimentos, a sua deteccéo € de
grande relevancia uma vez que que este género é o principal responsavel pela
deterioracdo em alimentos.

A identificacdo de Pseudomonas spp. neste trabalho ressalta a importancia da
pesquisa deste micro-organismo em alimentos. No entanto, é importante a
caracterizacdo deste micro-organismo uma vez que dentro deste género pode haver,

além de espécies deterioradoras de alimentos como também espécies patogénicas.

7.2. Isolamento e purificacdo de bacteriéfagos
A presenca de bacteriéfagos em ambas as fontes de isolamento foi observada

a partir da visualizacdo de placas de lise sobre a superficie de agar sobrecamada

(TSAs) contendo a cultura ativa de P. fluorecens (ATCC 13525) conforme a Figura 8.

DN

Figura 8. Placas de lise dos bacteriofagos isolados.

De acordo com a Figura 8, observa-se a formacédo de placas de lise bem
definidas, demonstrando o potencial litico dos bacteriéfagos a P. fluorecens ATCC
13525.

Esse potencial litico também foi observado em estudos realizados por
Gouvéia et al. (2011), Sillankorva (2004) e Asanome et al. (2003) que trabalharam
com bacteriéfagos para Pseudomonas. Estes autores isolaram bacteridéfagos de
Pseudomonas de diferentes fontes evidenciando a atividade litica para este micro-
organismo demonstrando uma boa alternativa no biocontrole deste género
bacteriano.

Em diversos ambientes tais como agua, esgoto, fezes, solo entre outros ha a
possibilidade de isolamento de bacteri6fagos, no entanto, € fundamental a presenca

do hospedeiro nesses locais (KUMARI et al. 2009; BUDZIK, 2000).
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Apés purificagdo e propagacdo os bacteriofagos foram estocados na
concentracdo entre 10'° e 10" PFU mL™. O bacteri6fago isolado do exsudado de

frango recebeu a denominacédo F9 e o bacteriofago isolado de agua residuaria F10.

7.2.1. Andlise da morfologia de bacteri6fagos
Observou-se por meio da microscopia eletrbnica de transmissdo que o
bacteri6fagos apresentaram morfologia semelhantes: cabeca icosaédrica e

pequenas caudas conforme mostrado na Figura 9.

Figura 9. Observacao microscopica do bacteriéfago de P. fluorecens (ATCC 13525),
obtidos de agua residuaria de laticinios em microscopia eletrbnica de transmissao
com aumento de 140.000 x em 100 nm.

Figura 10. Observacdo microscopica do bacteri6fago de P. fluorecens (ATCC
13525), obtido de exsudado de frango congelado em microscopia eletrbnica de
transmissdo com aumento de 140.000 x em 100 nm.
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De acordo com a consisténcia dos dados, ambos os bacteriéfagos podem ser
classificados como pertencente a ordem dos Caudovirales e familia Podoviridae,
caracterizando-se por apresentarem cabeca icosaédrica e cauda curta.

Resultados similares foram alcancados por Kumari et al. (2009) e Sillankorva
et al. (2010) ao isolar bacteri6fagos de P. aeruginosa e P. fluorecens
respectivamente de amostras de esgoto. Em ambos os estudos os os bacteriéfagos
eram pertencentes a familia Podoviridae caracterizados por apresentar cabeca
icosaédrica e cauda curta ndo contratil.

Wichels et al. (1998) isolaram 22 bacteri6fagos de amostras de agua nas
proximidades da ilha alema Helgoland no Mar do Norte. Esses autores observaram
gue todos possuiam cabeca icosaédrica e cauda e pertenciam a trés familias
diferentes: Myoviridae, Siphoviridae e Podoviridae.

De acordo com Hagens e Lossner, (2007) a maioria dos bacteri6fagos
identificados atualmente pertencem a ordem Caudovirales, caracterizando-se pela

presenca de cauda curta com cabeca icosaédrica.

7.2.2. Avaliacao de especificidade dos bacteri6fagos selecionados

Dentre as estirpes bacterianas isoladas de queijo Minas Frescal do comércio
varejista, foram selecionadas 39 estirpes com perfil bioquimico compativel para
Pseudomonas, para avaliar a atividade litica dos bacteriéfagos F9 e F10. O
bacteri6fago F9 apresentou atividade litica para 48,71 % (19 estirpes) e o

bacteriéfago F10 apresentou atividade litica para 25,64 % (10 estirpes) (Tabela 5).
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Tabela 5. Teste de especificidade com as estirpes isoladas de queijos Minas Frescal

adquiridos no comércio varejista.

F10

MipO1

Mip02

Mip03

+ 4|+

Mip04

Mip05

Mip06

Mip07

Mip08

Mip10

Mip12

Mip13

Mip14

Mip15

Mip16

Mip17

Mip18

Mip19

Mip20

Mip21

Mip22

Mip25

Mip26

Mip27

Mip28

Mip29
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Tabela 5. (cont.)

Mip30 + +
Mip31 - -
Mip32
Mip33
Mip34 - -
Mip35
Mip36
Mip37
Mip38 - -
Mip39
Mip40
Mip41
Mip43
Mip44
Mip46 - -

(-) Resultado de lise negativo; (+) Resultado de lise positivo.

+|+
1

+ 4|+
1

|+ + |+ +
1

Em relacdo a avaliacdo da especificidade dos bacteriofagos a diferentes
géneros e espécies bacterianas de interesse em alimentos, os bacteriéfagos F9 e
F10 apresentaram baixo espectro de acdo entre géneros diferentes de bactérias e
amplo espectro entre espécies diferentes do mesmo género (Tabela 6). Das 14
estirpes testadas, o bacteriofago F9 apresentou atividade litica para (42,86 %) e o
bacteriéfago F10 apresentou atividade litica para (21,43 %). Ambos os bacteriéfagos
foram especificos somente para as estirpes Gram negativas, ndo demonstrando

atividade litica para bactérias Gram positivas.
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Tabela 6. Avaliacdo da especificidade dos bacteriéfagos F9 e F10 em relacdo a

outros géneros e espécies de micro-organismos.

Micro-organismos ATCC Atividade litica dos bacteriéfagos

F9 F10
Enterobacter aerogenes 13048 - -
Salmonella Enteretides 13076 - -
Hafnia alvi 11604 - -
Aeromonas hydrofila 7966 - -
Escherichia coli 23229 + -
Salmonella Typhi 19430 - -
Salmonella Cholerasius 10708 + -
Serratia marcecens 8100 - -
Alcaligenes faecalis 7966 + +
P. alcaligenes 14904 + +
P. aeruginosa 25619 + +
P. putida 15145 + -
Listeria monocytogenes 7644 - -
Staphylococcus aureus 6538 - -

(-) Resultado de lise negativo; (+) Resultado de lise positivo.
ATCC: American Type Culture Collection

Os bacteridfagos isolados neste estudo ndo apresentaram caracteristicas e
especificidades semelhantes, provavelmente ndo sao pertencentes a um mesmo
grupo ou linhagem.

A especificidade exibida pelos dois bacteriofagos para o0 género
Pseudomonas se deve ao fato de ambos serem especifico para este grupo,
principalmente em relagdo ao bacteri6fago F10, uma vez que a metodologia utilizada
para seu isolamento houve adi¢cdo de cultura ativa de P.fluorecens (ATCC 13525).
Observa-se gue o bacteriéfago F9 apresentou espectro de a¢do mais amplo do que
o bacteriéfago F10, demonstrando acéo litica para outros géneros bacterianos como
Salmonella e E. coli. Devido a essa especificidade peculiar dos bacteriéfagos, esse
estudo sugere a possibilidade de se utilizar diferentes bacteriéfagos para o
biocontrole, pois ambos exibiram acdo complementar o que pode potencializar a
acao litica para o micro-organimos de interesse.

Segundo Silveira et al. (2007) a possibilidade de associar mais de um
bacteriéfago no controle de infecgcbes ou contaminagbes quando o bacteriéfago
apresenta baixo espectro de acao pode aumentar a capacidade de infeccdo da

célula hospedeira e tornar o processo de infeccdo mais eficiente.
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A atividade litica dos bacteri6fagos neste estudo restrita somente as bactérias
Gram negativas possivelmente se deve a similaridade entre as estruturas da
superficie da bactéria. Para Hagens e Loessner (2007); Kurter e Sulakvelidze (2005)
a especificidade e reconhecimento da superficie de moléculas da bactéria estéao
relacionados as proteinas presentes na cauda, realizando a interacdo bacteri6fago-
hospedeiro interagindo com receptores presentes na superficie da célula bacteriana.
Em bactérias Gram negativas, a interacao é realizada por meio do lipopolissacarideo
(LPS) e proteinas de membrana e em bactérias Gram postivas a interacdo é
realizada através do peptideoglicano, acido tecéico ou lipoteicéico que se encontram
na parede celular do hospedeiro.

De acordo com Albino (2011), a especificidade de bacteriéfagos a bactéria de
interesse € um fator importante na prevencdo ou reducdo de micro-organismos

indesejaveis demonstrando o seu potencial no controle biolégico.

7.2.3. Ensaio de restricao

Na caracterizacdo molecular, as amostras de DNA isoladas dos bacteri6fagos
foram submetidas a digestdo com as enzimas de restricao tipo | e lll (Hae lll, Hinf I,
Apa |, Hha | e Hind 1l). Os resultados revelaram que tanto o bacteriéfago F9 (linha 2)
guanto o bacteriéfago F10 (linha 1) de P. fluorecens foram sensiveis a Hae 1ll e Hinf
| (Figura 10 e 11). Para as enzimas de restricdo Apa |, Hha | e Hind lll, os

bacteriéfagos nédo apresentaram sensibilidade.
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Figura 11. Identificacdo molecular dos bacteri6fagos F9 e F10 pelo perfil de

polimorfismo (enzima Hae Ill). Linha 1 bacteriéfago isolado de exsudado de frangos congelados. Linha
2 bacteriéfago isolado de agua residuéria de laticinios. Linha 3 marcador de peso molecular 1 kb.

Figura 12. Identificacdo molecular dos bacteriéfagos F9 e F10 pelo perfil de

polimorfismo (enzima Hinf I). Linha 1 bacteriéfago isolado de exsudado de frangos congelados. Linha 2
bacteriéfago isolado de agua residuéria de laticinios. Linha 3 marcador de peso molecular 1 kb.

Para as enzimas utilizadas, ndo foi possivel detectar diferengas no perfil
gendmico dos bacteriéfagos. Na verificagdo do perfil genébmico de bacteriéfagos de
Pseudomonas, Kumari et al. (2009) observaram resultados diferentes ao verificar
que todos os bacteriofagos exibiram diferentes padrées de bandas quando
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submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Hinf | e BsuR |, confirmando que

eram geneticamente diferentes.

8. Avaliacdo microbioldgica dos queijos elaborados

Foram realizadas andlises do leite antes da adicdo dos ingredientes e
in6culos de bactérias e bacteri6fagos em todos os tratamentos. Também foram
analisados os leites com adicdo de bactéria e dos bacteridfagos para verificar a
presenca da concentracdo desses no leite nas concentracdes determinadas neste
estudo (Tabela 7).

Tabela 7. Quantificacdo de Pseudomonas spp. € micro-organismos proteoliticos
expresso em log UFC mL™ e de bacteriéfagos expresso em log PFU mL™ no leite e no

soro durante a fabricacdo de queijo Minas Frescal.

Leite com
Tratamentos Leite b Lelte_gom bacteriofago Soro
acteriofago eP.
fluorecens
T1 nd nd - -
T2 nd nd - -
T3 Pseudomonas spp. nd nd 3,46 3,44
T4 nd nd 3,98 3,34
T5 nd nd 4,27 3,89
T1 nd nd - -
T2 nd nd - -
T3 Proteoliticos nd nd 3,58 3,52
T4 nd nd 4,43 3,60
T5 nd nd 4,62 3,64
T1 nd - - -
T2 nd - - -
T3 Bacteriofagos nd 4,76 4,52 3,37
T4 nd 7,41 7,12 4,75
T5 nd 8,37 8,15 7,31

T1: Queijo sem inéculo (controle negativo); T2 Queijo com P. fluorecens (10%) (controle positivo); T3: Queijo + P. fluorecens
gg;‘;+ bacteriéfago (10%), T4: Queijo + P. fluorecens (10 + bacteriéfago (10%); T5: Queijo + P. fluorecens (10%) + bacteriéfago
nd: ndo detectado

A partir dos resultados, observou-se que n&do houve presenca de
Pseudomonas spp. no leite utilizado para fabricacdo dos queijos, indicando que o
leite estava dentro dos padrbes de qualidade e auséncia deste micro-organismo

quando inoculado o bacteriéfago no leite nas concentracdes 10*, 10° e 10° PFU mL
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! De acordo com a Tabela 7, houve pequena variagdo na contagem de
Pseudomonas spp. quando inoculada juntamente com o a bacteriéfago nas
concentracdes 104, 10° e 108 PFU mL™. Nesta avaliacéo, verifica-se que o sal ndo
inibiu a multiplicacdo bacteriana, o que era esperado uma vez que 0S micro-
organismos pertencentes ao género Pseudomonas spp. sdo halotolerantes. Apds a
desoragem, observou-se que houve presenca de Pseudomonas spp. no entanto, em
guantidade menor do que o encontrado no leite inoculado.

Quanto aos micro-organismos proteoliticos, observa-se na Tabela 7 que
também ndo houve presenca de bactérias proteoliticas leite utilizado para fabricacédo
dos queijos, no entanto, a contagem foi ligeiramente mais alta em comparacdo a
Pseudomonas spp. Salienta-se que, além do género Pseudomonas diversos outros
géneros microbianos proteoliticos podem estar presentes no leite. No soro, também
observou-se presenca de micro-organismos proteoliticos, no entanto, em menor
guantidade em comparacdo ao leite inoculado e numa quantidade ligeiramente
maior em comparacao ao soro analisado para Pseudomonas spp..

Em relacdo a contagem de bacteriofagos no leite, verificou-se que a
viabilidade manteve-se estavel, no entanto, observa-se que houve uma pequena
reducdo na contagem dos bacteri6fagos na presenca da bactéria. No soro, foi
observada menor contagem de bacteriéfagos, indicando que maior quantidade do
virus manteve-se no queijo.

Durante o tempo de armazenamento dos queijos Minas Frescal, foi detectado
diferenca significativa nos valores médios da contagem de Pseudomonas spp. ao
nivel 5 % de significancia pelo teste de Tukey entre os tratamentos (Tabela 8).
Observou-se, no presente estudo, a reducéo na populacédo de Pseudomonas spp. na
presenca dos bacteri6fagos na concentracdo 10* PFU. mL™, demonstrando que o
tratamento T3 apresentou efeito no controle da multiplicacdo desses micro-

organismos nos queijos comparado aos demais tratamentos (Figura 13).
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Figura 13. Variacdo da contagem de Pseudomonas spp. (Log UFC g™) nos queijos

Minas Frescal em funcéo do tempo de estocagem.

Na avaliacdo microbiologica dos exsudados dos queijos, foi observada
variagdo significativa (p<0,05) entre os tratamentos. Baseado nos valores meédios da
contagem de Pseudomonas spp., verificou-se que o tratamento T3 demonstrou
efeito no controle da multiplicacdo de Pseudomonas no exsudado dos queijos em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 14).
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Figura 14. Variacdo da contagem de Pseudomonas spp. (Log UFC mL™Y) no

exsudado dos queijos Minas Frescal em funcdo do tempo de estocagem.

Neste estudo, o tratamento T1 (controle) ndo foi avaliado estatisticamente,

devido a contaminagdo microbiologica ambiental.
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Tabela 8. Valores médios da contagem de Pseudomonas spp., proteoliticos e
bacteri6fagos em queijos Minas Frescal e no exsudado estocados por 21 dias sob
refrigeracéo (10 °C).

Amostra Tratamentos Pseudomonas spp. Proteoliticos Bacteriofagos

(Log UFC g™ (Log UFC g™ (PFU g™
T2 8,262 8,172 -
Queijo T3 6,74° 7,23° 4,26°
T4 8,00° 7,81° 6,37°
T5 8,46° 7,80° 8,142
T2 8,142 8,26° -
Exsudado T3 7,14° 7,57° 2,95°
T4 8,65° 8,312 4,72°
T5 8,80¢ 8,08° 7,892

T1: Queijo sem inéculo (controle negativo); T2 Queijo com P. fluorecens (10%) (controle positivo); T3: Queijo + P. fluorecens
(10% + bacteriéfago (10%), T4: Queijo + P. fluorecens (10* + bacteriéfago (10%); T5: Queijo + P. fluorecens (10%) + bacteriéfago
(10%). Letras mintsculas diferentes na coluna, para cada analise fisico-quimica e amostra, difere entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Resultados diferentes foram observados quanto a contagem de micro-
organismos proteoliticos nos queijos. Foi observado que ndo houve diferenca
significativa nos valores médios nos tratamentos T4 e T5 (p>0,05) (Tabela 8).
Verificou-se que a concentracdo de bacteri6fagos 10* PFU mL™* referente ao
tratamento T3 demonstrou-se mais eficiente na inibicdo da multiplicacdo desses

micro-organismos durante o tempo de estocagem (Figura 15).
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Figura 15. Variacdo da contagem de micro-organismos proteoliticos (Log UFC mL™)

nos queijos Minas Frescal em funcéo do tempo de estocagem.
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Na avaliacdo de micro-organismos proteoliticos nos exsudados dos queijos,
observou-se que ndo houve variagao significativa (p>0,05) entre os tratamentos T2 e
T4. Baseado nos valores médios da contagem deste micro-organimos, verificou-se
que o tratamento T3 apresentou efeito no controle da multiplicacdo de micro-
organismos proteoliticos no exsudado dos queijos em comparacdo aos demais

tratamentos (Figura 16).
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Figura 16. Variacdo da contagem de micro-organismos proteoliticos (Log UFC mL™)

no exsudado dos queijos Minas Frescal em funcdo do tempo de estocagem.

Verificou-se neste estudo que o efeito dos bacteriéfagos sobre a contagem de
Pseudomonas spp e micro-organismos proteoliticos no queijo e no exsudado do
gueijo esta diretamente relacionada a concentracdo de bacteriéfagos utilizada. De
acordo com Hungaro (2010) o efeito entre a concentracdo de bacteriéfagos e a
concentracdo de hospedeiro € denominada Multiplicidade de Infec¢cdo (MOI).
Resultados diferentes foram encontrados por Sulakvelidze et al. (2001), este autores
afirmam que a utilizagdo de altas concentracdes de bacteri6fagos com MOIs
superiores a 10.000 sado mais eficientes.

A diferenca na concentracdo da atividade litica dos bacteri6fagos ao
hospedeiro pode estar associada ao tipo de micro-organismo presente. No grupo
dos micro-organismos proteoliticos, além do género Pseudomonas, podem estar
presentes outras bactérias psicrotroficas proteoliticas incluindo os géneros Bacillus,
Clostridium e Proteus. Almeida (2010) apontou varios fatores que podem influenciar

na capacidade infectiva dos bacteriofagos com o hospedeiro como a proporcéo de
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bacteri6fagos, quantidade de receptores da célula e a possibilidade do bacteriéfago
conseguir penetrar na bactéria.

Houve diferenca significativa (p<0,05) na viabilidade do bacteriéfago entre os
tratamentos T3, T4, T5 ao longo do tempo de estocagem dos queijos, tanto no queijo
quanto no exsudado demonstrando que a contagem média de bacteri6fagos nos
gueijos entre os tratamentos ao longo dos 21 dias de armazenamento n&o diferiu
com relacdo a concentracdo inoculada no tempo inicial. Observou-se uma reducéo
na contagem de bacteriéfagos no exsudado em todos os tratamentos durante o
tempo de armazenamento (Tabela 8), porém, a presenca destes nos queijos pode
ser verificada ao longo do periodo de estocagem (Figura 17 e 18).
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Figura 17. Variacdo da contagem de bacteriéfagos (Log UFC g™) nos queijos Minas

Frescal em funcdo do tempo de estocagem
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Figura 18. Variacdo da contagem de bacteriéfagos (Log UFC mL™) no exsudado dos

gueijos Minas Frescal em funcéo do tempo de estocagem.

A eficacia e a estabilidade dos bacteriéfagos esta diretamente relacionada a
aspectos ambientais (RAGHU, 2011). Para Jonczyk et al. (2011) bacteriéfagos
podem ser resistentes a fatores fisicos e quimicos desfavoraveis, tais como
oscilacdes de temperatura, pH, salinidade e ions, podendo assim se estabelecer em
ambientes extremos. Whitman e Marshall (1971) observaram que os bacteri6fagos
de Pseudomonas spp. (wy e psl) reduziram a viabilidade em solucdes altamente
concentradas de NaCl. O bacteriéfago psl mostrou uma diminuicdo de 99 % na
viabilidade, enquanto que a viabilidade do bacteriéfago wy foi reduzida em apenas
26 %. Suspensdes de 10® PFU.mL™ de bacteriéfagos de Pseudomonas spp. (wy e
psl) diluidas em tampéao fosfato foram testadas durante 1 hora em pH entre 3 e 7.
Esses autores ainda salientaram que o pH exerceu influéncia sobre os bacteridfagos
em valores menores ou igual a 5.

Sousa (2012) ressaltou que a temperatura pode influenciar na viabilidade, na
ocorréncia e na estocagem dos bacteriofagos. Whitman e Marshall (1971)
verificaram que a estabilidade de bacteriofagos de P. fragilis isolados de alimentos
refrigerados apresentaram a temperatura de 60 °C como limitante para sua atividade
infecciosa, indicando que a temperatura de estocagem exerce influéncia na atividade

do bacteriofago.
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9. Avaliacao fisico quimica dos queijos elaborados

Neste estudo, ndo se observou diferenca significativa (p> 0,05) nos valores de
pH entre os tratamentos durante o tempo de estocagem dos queijos sob refrigeracéo
(Tabela 9; Figura 19).

10 4 Queijo
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Figura 19. Média dos valores de pH nos queijos Minas Frescal em funcdo do tempo

de estocagem.

Na avaliacdo fisico quimica dos queijos, o tratamento T1 (controle) néo foi

avaliado estatisticamente, pois houve contaminacao microbiol6gica ambiental.

Tabela 9. Valores médios do pH, cloretos e perda de massa em amostras de queijos
estocados por 21 dias

Tratamentos pH Cloretos (% m/m)  Perda de massa (%)
T2 6,05° 1,212 0,152
T3 6,30° 1,102 0,152
T4 6,27% 1,15% 0,182
T5 5,762 1,182 0,242

T1: Queijo sem inéculo (controle negativo); T2 Queijo com P. fluorecens (10%) (controle positivo); T3: Queijo + P. fluorecens
(10% + bacteriéfago (10%), T4: Queijo + P. fluorecens (10 + bacteriéfago (10%); T5: Queijo + P. fluorecens (10%) + bacteriéfago
(10%. Letras mindsculas diferentes na coluna, para cada andlise fisico-quimica e amostra, difere entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Em um estudo realizado por Sangaletti et al. (2009) na avaliagcdo da vida util
de queijos Minas Frescal sob refrigeracédo, foi observado reducéo nos valores de pH
de 6,66 a 5,85 entre 0 1° e o 30° dias de estocagem ao qual foi constatado o
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aumento da multiplicagdo de micro-organismos psicrotroficos, mesofilos e bactérias
laticas durante o periodo de armazenamento. Segundo Fox et al. (1999) a reducéo
do pH afeta algumas caracteristicas como a sinérese do queijo, alterando a sua
composicdo assim como a retencao de calcio modificando diretamente a textura.

Saboya et al. (1998) verificaram que ndo houve variacao significativa (p>0,01)
no pH de queijos Minas Frescal adicionado de 10, 20 e 40 % de leite reconstituido a
partir de leite em po integral estocados durante 21 dias a 8 °C sendo os resultados
semelhantes a literatura de queijo Minas Frescal fabricado pelo método tradicional.
Andreatta (2006) verificou que houve pouca variacao de pH (6,74 a 6,71) em queijos
de alta umidade estocados durante 30 dias sob refrigeracdo. De acordo com
Sangaletti (2007) o pH é um parametro fundamental na avaliacdo da deterioragdo e
consequentemente na estimativa da sua vida de prateleira.

A quantificacdo de sal nos queijos foi realizada por estimativa pela
quantificacdo de cloretos em porcentagem. Com relagcéo aos teores de cloretos dos
gueijos Minas Frescal, constatou-se que durante o tempo de estocagem, ndo houve

variacao significativa entre os tratamentos (p> 0,05) (Tabela 9; Figura 20).
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Figura 20. Média dos valores de porcentagem de cloretos nos queijos Minas Frescal

em funcao do tempo de estocagem.

Pelo fato do queijo Minas Frescal ser um queijo fresco, de alta umidade e ndo
prensado, observou-se que durante o periodo de estocagem sob refrigeracdo, houve
perda de exsudado ao qual este ficou retido na embalagem do produto. Devido a

exsudacao, ocorreu maior concentracao de solidos solluveis na massa. Perry (2004)
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e Sbampato et al. (2000), ressaltaram que durante o armazenamento do queijo,
ocorre perda parcial de umidade juntamente com as proteinas do soro, &cido latico e
minerais. Em razdo da diferenca de pressdo osmatica, ocorre a absorcdo do NacCl
na massa e consequentemente o aumento no teor de sal do queijo.

Furtado (2005) informou diversas caracteristicas intrinsecas a este produto
gue podem contribuir para a exsudagéo, como o tamanho do corte da coalhada, que
promove a retencdo de maior umidade; periodo curto de fabricacdo, auséncia de
prensagem, além de ser imediatamente embalado e comercializado em curto
periodo de tempo apods ser fabricado. De acordo com Paula et al. (2009) outro fator
que é alterado devido a sinérese é o pH, uma vez que um baixo pH promove o
aumento da liberacéo do soro.

Durante o tempo de estocagem, também se observou que n&o houve
diferenca significativa (p> 0,05) na perda de massa entre os tratamentos ao longo do

tempo de estocagem (Tabela 9; Figura 21).
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Figura 21. Média dos valores de porcentagem de massa nos queijos Minas Frescal

em funcéo do tempo de estocagem.

A perda de massa dificilmente ocorre em queijos frescos, uma vez que o
consumo deste produto € imediato. Porém, neste estudo, os queijos Minas Frescal
permaneceram estocados sob refrigeracdo durante 21 dias, ao qual foi possivel
verificar uma pequena variagdo de massa em todos os tratamentos.

Normalmente essas altera¢cdes ocorrem em queijos maturados, evidenciando

diversas modificacbes quimicas, fisicas e microbiolégicas que alteram o0s

55



constituintes do queijo (SBAMPATO et al. 2000). Mata (2009) observou reducdes
significativas na reducdo de massa e volume em queijos Minas artesanal antes e
apos 60 dias, maturados a temperatura ambiente. Resultados similares foram
encontrados por Martins (2006) em queijos maturados sob temperatura de
refrigeracdo embalada a vacuo e em queijos maturados em temperatura ambiente

isentos de embalagem.

10. CONCLUSAO

Foi possivel o isolamento de bacteriéfagos liticos para Pseudomonas spp. em
amostras de agua residuéaria de laticinios e exsudado de frangos congelados, a
multiplicacdo na célula hospedeira em condicbes laboratoriais e alcancar
concentracbes elevadas pelas metodologias utilizadas. Os dois bacteri6fagos
isolados para utilizagdo em biocontrole ndo demonstraram diferengas no perfil
gendmico pela andlise de restricdo com as enzimas Hae Il e Hinf I, exibiram
morfologias semelhantes e expressaram baixo espectro de acdo para géneros
diferentes de bactérias e amplo espectro entre espécies diferentes do mesmo
género.

Pelos testes bioquimicos e moleculares realizados nas estirpes bacterianas
isoladas de queijos Minas Frescal adquiridas do comércio varejista em distintas
épocas e regides, constatou-se que 46,67 % das estirpes eram pertencentes ao
género Pseudomonas spp.

Diferengas significativas (p<0,05) foram observadas entre os tratamentos no
controle da multiplicacdo de Pseudomonas e bactérias proteoliticas. A eficacia do
biocontrole com bacteriofagos na reducdo desses micro-organismos em queijos
Minas Frescal apresentou-se dependente da concentracdo de bacteriéfagos
utilizada, mostrando-se efetiva na concentracdo 10* PFU g*. A contagem de
bacteriofagos durante o tempo de armazenamento reduziu, porém, a presenca dos
fagos nos queijos continuou durante o periodo de estocagem sob refrigeracao.

Foi verificado, durante o tempo de estocagem, que ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) no pH, no percentual de cloretos e na massa dos queijos Minas

Frescal entre os tratamentos deste estudo.
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Portanto, o uso de bacteri6fagos liticos apresenta-se como uma alternativa
com grande potencial para o controle biolégico de Pseudomonas e micro-

organismos proteoliticos aumentando a vida util de queijo Minas Frescal.
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ANEXO

Tabela 1A. Resumo da analise de variancia para contagem de Pseudomonas spp. e

proteoliticos em amostras de queijos estocados por 21 dias.

F.V g.l Pseudomonas spp. Proteoliticos

QM P>F QM P>F
Trat 3 7,2224 <0,0001 5,5526 <0,0001
Erro (a) 8 0,01384 <0,0001 0,06717 <0,0001
Tempo 3 24,2531 <0,0001 99,2326 <0,0001
Tempo*Trat 9 0,1801 <0,0001 0,33237 <0,0001
Erro (b) 24 0,001026 <0,0001 0,014900 <0,0001

F.V: Fonte de variacdo; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 2A. Resumo da analise de variancia para contagem de Pseudomonas spp. e

proteoliticos em amostras de exsudado dos queijos estocados por 21 dias.

F.V g.l Pseudomonas spp. Proteoliticos

QM P>F QM P>F
Trat 3 20,1840 <0,0001 4,14184 <0,0001
Erro (a) 8 0,05912 <0,0001 0,07390 <0,0001
Tempo 3 125,162 <0,0001 118,556 <0,0001
Tempo*Trat 9 6,69310 <0,0001 1,03821 <0,0001
Erro (b) 24 0,00995 <0,0001 0,01250 <0,0001

F.V: Fonte de variagdo; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 3A. Resumo da analise de variancia para contagem de bacteriéfagos em

amostras de queijos estocados por 21 dias.

Bacteriéfagos

F.V g.l Queijo Exsudado

QM P>F QM P>F
Trat 2 90,6262 <0,0001 150,513 <0,0001
Erro (a) 6 0,00883 <0,0001 0,01685 <0,0001
Tempo 3 9,82994 <0,0001 2,54640 <0,0001
Tempo*Trat 6 0,57505 <0,0001 10,6439 <0,0001
Erro (b) 18 0,01243 <0,0001 0,01402 <0,0001

F.V: Fonte de variagao; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 4A. Resumo da analise de variancia para pH, cloretos e perda de massa em

amostras de queijos estocados por 21 dias.

F.vV g.l pH Cloretos Perda de massa
QM P>F QM P>F QM P>F
Trat 3  2,44131 <0,0001 0,14914 <0,0001 0,05358 <0,0001
Erro (a) 8 0,85283 <0,0001 0,24872 <0,0001 0,00707 <0,0001
Tempo 3 0,63201 <0,0001 0,18088 <0,0001 0,57517 <0,0001
Tempo*Trat 9  0,13443 <0,0001 0,02046 <0,0001 0,04786 <0,0001
Erro (b) 24 0,42150 <0,0001 0,03048 <0,0001 0,0046 <0,0001

F.V: Fonte de variacao; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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