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RESUMO

Levando-se em consideracido os pousas conbecimsbhlos
sobre a incidéneia de bacteridfagos de Dbactérias  laclicas
mesofilicas, na inddstria de leite do Estado de S3o Paulo, &, a
sua infludneia sobre a capacidade ascidificante dos lermenios
ldcticos disponiveis em nossce mercado, o presente trabalho ol

=4

condurido com o intuite de esclarecer a real situascde dos
laticinics no Estado. Foram coletadas 33 amosiras de soro de
quei jo em 17 laticinios, que foram submetidas ao teste Jde inibicaoc
da producio de dcido lictico, como medida prévia para avaliar &
it g ST el de bacteridolagos. O SO D5 resultantes desses
exper inentos guando submetidos ac teste de placa de lisw,
indicaram, gue uma diminuicBo de 10% na acidez na presenca de
anostra suspeita, ao contririo do estabelecido na literatura, redkey
reflete a veracidade da presenca de bacteridfagos em uma amosbira.
Nossos resultados mostraram gue 74% das amostras foram faisc
positivas e 1% delas, false negativa. Denire os 10 bacterisdfagos
isclados, 12 foram especificos para 4. loctis., 3 para L.
digeeiylactis & 1 capaz de  lisar ambos mi or organi 2mas,
evidenciands atividade figica sm 68% das indlstrias avalladas.
Utiliz.ondo uma mistura dos bacteridfagos isclados, procedeu-se ans
testes com 0% ferwentes licticos comercials (4 do tipo BD, & do
tips 0, 8 do tipo O e 1 simples - loctococous diacetvlactisd. En
testes e acidificacle dos fermentos, om 8 horas, somente 2 do
Lipm O 2 mostraram diferenca na  capacidade de  aci dificacio.
Verificou-se gue os Cermentos subpetides & reploages i dria.
mantiveram os bacteriéfagos apds 20 subcultivos em T Fermentos
Ctipos BD @ D3, com variacdo na capacidade aci dificants somente
para o tipo BD. A partir dos farmentos. foram obtldas bactdrias
componenias, La i foram testadas inddividual nente cprganho Y
resisténcia aos  bacteridlagos. mostrando  gue o nivel ca
sensibilidade varia consideravelmente: 3% do fermento BDa & 405
do fermente De. O fermento O3, composto de 9 cepas. 1 mosbtrou
sensibilidade & o farmente O4. constitulde de 4 cepas., 2 foram
sensiveis. B bacteridéfagos de nossa colegdo ndo se mostraram
infactives a nenhum Jdos isclados. Us dos becteridfagos mosirou-se
infective para a gquase iotalidade dos isolados.
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SUMMARY

Since the knowledge of phage on mesophilic acld
acberia in milk processing industry of the State of 5io Faulo,
and its effect on acidification performance of commercially
avaliable lactic acid starter., this work was designed to elucidale
the real situation of milk industry in this State. A total of 33
sanples of whey were coellected in 17 cheess faclories atwd Lasbed
on hability bto inhibity acid production by selected starter a3 &
mean to detect the presence of bacteriophage. These Lests have
chewn: bLhat a decrsase of 10% or more in the amount of aclid
produced in the presence of suspected sample. was nol  good
indicative of presence of phage as it has been assumed in Lhe
jiterature. Our resulbts showsd that 7T4% of samples were false
positive and 1 % were false negative, Amongst 185 phages isolaled
12 were specific for L. lactis, 3 for L. .dioceliviaciis ard One was
capable to cause lyses ol both species, which indicales
contamination in B59% of the industries analyzed., Commercially
available starters C4 type BD, 2 type D; B type O and one simple
startery were Lested with mixture of lsolated phages. With
acidification test for 8 hours, only & tLyvpe O showsd posilive
results. Deily transfer of cultured retained phages even af tar 20
subrultures in both types C(BD and BD, with acidification
difference only on typs BD. Pure cultures isclated from commercial
starters were tested for phage resistance. Among isclated from
B, 23% were sensitive; from Dz, 40X were sensilive. The zstarter
Oa were composed of B strains, and one were senzsitive; starter Os
with 4 strains, 2 were sensitive. Five of isclated phages were not
infective on any of Lhe isclates bul one of Lhem were infeciive

For most of them.
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1 INTRODUCAO

Através de processos microbliclégicos, & possivel
Cbirangformar o ledits sm outros produtos mals estdvels. os gquals,
faiém de mantar o5 elementos sssencials para uma boa diela. gwao de
S ficil transporte = conservaclo . O processamento de cuel jos @ Jde
Cptros produtos licticos nasceu dessa necessidade de transformacdo
Cdo leite coru. em produtos mals estiveis, utilizando-se pare Lal
éfinu a acidificacdc bicldgica nabtural 2 a smpirica. Em
Econg@qu@nci& dos melhoramento das gualidades higidnicas do leite,
ér@prgxantada pela pasteurizacio, Lornou-se necessario substitulr a
; microbicta selvagem do leite, destrulds pelo Lratamento térmioco. A
imiﬂrﬁbimta adicicrada & conhecida como  culturas  inlciadora
Cetstarier™) ou fermento léctico, sendo composta de uma ou mais
- linbagens de bactérias, periencentes ou nEo, ao mesmo género ou

espécie (SANTOS ot alii, 109861. .

_ fuistem muitos fatores que afetam o crescimento @ a
iahividade dags culiuras inicisdoras, podends lavar a uma diminuicio
na capacidade da culiura em produzir a acidez desejada no bampn
i previste. A infecclo da culturs ipiciadoras por bacteridfagos & um

elas] s,

Os bactericfagos sBe virus., gue guando atacam as
bactdrias. podem CAUSar dois tipos de consegudncias: lise celular,
causada pelos fages viruvientos ,» o4 a SUa permandneia dentro da
célula hospedeira integrado ac seu DMNA chamados fagos Lenper ados

ou préfagos; tal estado. & chamado de lisogenia.

Muitas linhagens de lactocooos presentes DoOS
Formentos 30 lisogdnicas, sugerindo guws os fagos Lamper ados
liberados, seiam & principal fonbs de bacteri&dfagos liticos na
imddstria de fTersentacie do ledle, Sequnds  JARVIE (189843,
entretants, & ilmprovivel qusr  @ssSa  Seia & Bmalor fonte de
contaminacdo m plantas de processanent.c. o leite i,

provavelmente, uma outra fonte de fagos, uma vez gque estes poden



ge mulitiplicar em linhagens doe bactérias, naturalmente presanies

no leite cru CHEAP et al. 1978).

Segunkdc KLAENHAMMER (189842 oS pacteridfagos sdo
CoOmUnS em plantas de processaments de guel jo em Lodas as partes do
@undm, mesne guands sioc  adotadas medidas higidnicas rigorosas.

ratacio de culturas e linhagens fage resistentes.

Consider ando~se gue a acdo dos bacteriéfages sob as
aulturaa iniciadoras pode levar & lise ceiular, scarretandc una
dim&nmxcaa ma abividade acidificanie pela culbturs, <om consegusn i
prajuize na qualidade final do guei jo ou no processanentc  wm
geral, torna-se axbremamente importante avaliar a preasencsa cle

bacteridfeagos na inddstria.

_ o presents Lrabalhoe teve por chjstivos, ©
iiaaiam&ntc de bacteridfagos a paritir de amosiras de soro  de
quet jo, de diversas inddstrias de leite do Estado de S#c Paulo., A
;pa?nir dos bacteriéfagoes isolados  avaliar o compor Lamenlo
acidificante de fermentos lactices comerciais: infludneia da
mistura de bacterisdfagos na producdc de &cido 1sctico, atlvidade

fagica em fermentos submetidos h repicagem didria = sensibilidade

das bhactérias iscladas dos farmentos A0S

_ib&mt@riéfagaﬁ,



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

24 mMTRODUCAD

0 desenvoel vimsnto do processo de fermentecdo  do
ivite, com propricdades e caracteristicas dessjivels, foud
sriginalmente obtido, a partir da contaminacio microbiana natural
do leite @ de seus residucs. Somente em 1873, LISTER isolou o
Streplococcous Lacliis, R bactdria lactica mals COMUM & MUIMEEOES HOS
Jeites fermentados CLUNDSTEDT, 19833, A pritica de inocular led Lo
com culturas puras foi desenvol wida no infcio «do sdoulo 220G, senddo
antas disss ubtilizada a pritica de inogular o leitse nove com o

moro da fermentacio antericor (THUNEL & SAMDINE. 4SBT,

Au  bacidérias do dcide lictiso =do importantss
comerci alments, devido Ak capacidade de fermentar carboidratos =
produzic Acide lactico, o gqual coagula a ¢aﬁeiﬁé do leite em pH
4.8, seu . ponte isosléirico CROSIKOWSKI ., 189783, Ha inddstris de
producio de queld jos, tais organismos {fermentadores, adicipnados ao
imite pars obtencice de subprodutos, ﬁﬁg coghgcidag come culluras
iniciadoras ou  fermentos.  Os  produlos, resultantes de  weu
matabol I smo. ST CEM efeite - scbre am caracteristicas
fimico-gquimicas » microbiol dgicas do quel jo. sendo particul armenie
importante a producdo. do. dcido lictico,  gue conbribul pars &
coagulacio e textura do produte final 4BRLTO, 180803 solve =&
producio de Acideos wvoliteis, que contribui para o sabor @ arcma;
sobre a producdo de enzimas lipoliticas = pratecliiticas,
importantes na maturacio de alguns tipor de gueljos (FREDERICK et
al., 1988: KAMAL & MARTH, 19882, » sobre a inibicic doe orsscimenteo
clep .mtégann@ o deterioradorss,. sventualmente presanies nDa maldria

orima C(CHAVARI =t «b. 1881, NUNEZ ot oi. 198063,

A reducioe da sitividade fermentative das culluras
1 dciicas iniciadoras gBera CONSSUencl as der importincia

bocne] Sgicar diminuigico da i beracic do soro {(sindresel; prejulzo



no  dessnvol vimente de sabor, aroma e tesxtura do produto final
{FURTADG, 19810 rizcox  para a 2 wagde pdblica, devidoe &
possd bi lidads de  dessnvelvimpenio de  baciérias palogini cas

heterofermeniatd vas (GUIDEDOV et al., 18700,

D0 BACTERIAS LACTICAS

Morfologicamentis. =»% bacitdrias do &cido ldctico
apreventan-se coms cocos ou bastoneles, Gram-positivos, imbveis.
microseréfilos, ndo  esporulados, catalase negativos e ri&e
redutores de nitrito, A principal caracteristica de alguns menbyow
desse grupo @ a utilirzacgic da iaclose como fonte de carbone &, &
partir da fermentaclio, a producie guase que exclusiva de acido
jh4ctice Cbacidrias lécticas homofermentalivasd ou, aldm deste,
eubras substincias como © etancl, © &cido acdtico, © glicerol & ©
diduids de carbono, 2t CRWC el bacidérias 1doticas

hoterof ermentati vas (KOSIKOWSKI, 1&7€s.

A bactdrias lscticas compreendem um grandes namero
de BERSCLeE, agrupadas &m guatro  géneros: FPodiococous,
Lactobacilius, Leusonostioc e Sirepiococcus (STANTER et al., 1 OBED .,
Dentro do género Strepiococcus encontram-re as nactérias lacticas
mais importantes na fermenitagio mesofilicn do Jeite, usualmenie
conhecidas como 5. laciis, 5. cremoris & 5. diaceiyicsliis, Fsunas
srpdcies sio cocos homofermentativos. cuja temperaturs Stima de
creosciments enconira-se por  volia  dos 30°C,  SBo  utilizadas
copumente ne producio de gueijor Lanie de masss Crua Gomo clr MABER

semicosids (SANDIRE, 19880,

As principairx diferencas, enlre as oepas de 5,
lactis & % cremeris, sic a incapacidade do segundo, e Cravcer Sm
presenca de 4% Nall, ndo produzir amfnio a partir da arginina e
nio fermentar a maltose C(CAVETT, 184670, SWARTILING J19%i2



desor eveu a5 CEpRs de 5. loctiis subsspécle dicwetyiactlis oomd
Qr\ggmsi smos simiiares ac 5. laciis sub. lactis na maioria das Suas
s:;iaa"* acterizticas, 4i ferenciando-se somenie & capacldade whe
setabolizar o citrato e produzir acetoina, Cﬁz & diacetil. SAHDINE
é;«z al. Cie6sy, entretanto. suger iram OQue O %, lactis., subsapdclie
@ia&&&ylmiiﬁp fosse classificade como URe papdcie ol ferenciada do

Streptococcus laciis.

: CARVIE £ FARRDW {18825, ac centrdrio, consideraram
éque , dentro de grupoR ol alia homologia de DNA, i nhagens que S
%:ii Faranol asgsem Apenad ptar poucas  propri edades fisiclégicas,
%:iaaevw—r iam ser consideradas como subespécies, mantendo, por tanto,
%um SGnica espdcise com Lrés subsspdcies @ S lact iz subsspdcle
E%Wé im, 5. laciis sub. cremoris e 5. lactis sub. dimcatylactis. Ha
nona  edicic do TBergey’s Manual of Systematic Bacteriology™.
5{ SHEATH et al. 18883, essa classificacio proposta. por GARVIE &
:F‘AQRQ’@‘ cagomey fol wantlidas raseada em algumas Oar acteristicas

i_a:;ii cionals: idénticas Gt DOTRS isoprendides ) idénticvas
p-fosfogalactase; spresentarem desidrogenases lacticars
Ei ndistinguivels & possulrem identicas porcenlagen de
?gnani na~citosine no DHA or opossomal .  Segundo  MUNDT CIGERY, &S

pOUGHS propriedades qgue disbinguen essas trés subsspdcies sdo

;cwntr oladas por plasmidecs, havendo altas homologlia e DRNA.

Becentemente., SANDINE (18BB3, pr opbs  uma Nova
Laxonomla para o 2 geénerc Sireplocoocus, JUe foi confirsada pela
“Inbernational Union of Microbiological Societiss” CLEOERD, Coli A
seguintes denomd naches para as Lrés subsspécies de Slreplococcus
lactis: Lactococcus lact {5 subsspdcie loctis, L. lacl is subsspécie
5_ cremoris & L. lactis subsspécie laciis var. digcetylactig., L maovoe
: géner o Laclocoacus Foi criade para Lodos 0% @abreplocoocos Ao Gr upo

| serclégice N de Lancelield.

Psza nova homenclalura ser & adeotada no decorrer
deste wrabalhs coms L. tactis. 4. crsmoris & L. digcetylaclis,
encontrando-ss as princi pais diferencas entre as subespédcies

1istadas na TABELA 2.4

8]



T Jactoocooos ey apresentar difsrentes
comportamentos em leite. S8oc consideradas culiuras lentas, aguslas
que falham em coagular o leite a &3 ~2E"C em 18 horas, @ culiuras
répidas, as gus coagulam o leiis nessas condicbes (COGAM, 18825,
Segunds McEAY (19832, as linhagens lenias s8c cepas qus ndo tém ou
gue perderam o sistoma proteinase, responsaysel pela coagulacio do

leite, o sic denominadas Pri—, enguante as ridpidas s&c denominadas

Fri+,

TABELA 2.1, Prinicipals caracterizmticas de corescimentic das
subsspdci vy do Jacfococcous lacids (SANDIHE &8 al..
18503,

CRESCIMENTO L.lactis lL.eremoris L.diovelyiociis

10°¢ + * o+

40°¢C + - +

45°C - - -

pH 9.2 - - +

4. 0% Hall + - +

Mzt partir do arginina’ - +

g to parlir ;io sihrutoy - -~ -+

Srupo Soral égioo ' M M M

Ny leits cru, o L. cremoris, geralmente. &

wncontrado -em ndmeros inferiores aos de L. lacids , porém, nos
fermentos lJiclicos, essa relacdco se inverie. Fsse falo paxde sor
uma decorréncia da maidr sensibilidade do L. laciis ao alagues de

bacteridfagos C(LAWRENCE i ail., 1878, Considerando ogue o [,



cremoris, ac contrario do L. lactisx, ndo produz caracteristicas
coms  sabor  amargs oud de frutas, em o gued jox, a inddstria tem
demonestrade grande interesse na whili racio desse miororganismo

{RICHARDEON «d oi, , 18983,

Dentro do génerce Llsuconostos algumas espdoies
tambdm sfc utiliradas como iniciadoras mesofilicas. em combinascio
com o lastococos., O géneros fol dividide por GGARVIE {1000 =m
guatro sspécien: Leuronosioc oeno, lLeurcnostioecr laciis, leuconovsioo
poranesenisroides =] {puconngiac mesenieroides, & aspdci e
mesenteroides fol ainda subdividida em 23 rsubespéciss: subsp.
mesenteroides, subsp. dextranicwn s szubsp, cremoris. A difersnca
misica, sntre os géneros Lactococcus @ {euwonosics. € a capacidade
dos  lesuconostoos ode produzir gias a partir da fermentegdc da

glicove, além da produsda de DX-Jlactato,

0= representantes do  glnerc  leuwonestoc  =3o
neterofermentati vos, capazes de produzir dcide léctico, L0z e
compostos arcmdticos também a partir da jactose, A importinc a
tecnol dgica cim ytil izacie de Louconoglon, particul arments
leuconosior oremeris, na proaducdo de gueijos, reside na sua
capacidade dw fermentar ciirato, sonderinds aromss saracteristi cos

ace gqueld jos (SHARPE, 189782,

Tanto o Leuconosios cpisarit. o £ Lagtorosous
diacetyiactis dispdem de uma permease sspecifica, gqus Lransporis
'citraia abtravés da membrana celular, com stividade Stima am pH 5.0
g cujia exprossio, em algumas linhagens, & delesrminada por genss
alojados em plasmidese que podem ser faoilmente perdidos (KEMPLER
& McoKAY, 19793, Uma ver gus of lewonosiors possusm racs
habilidade fermentativa Cproduclce de écidoe  lactiood, BLLE
utilizacio deve ser f{wsita senpre sm asscciaghe com lactococos
produtores de icido, a fim de se obter uma fermentacidp vigoross do

citrato CBAMDINE, 19830,



23 FERMENTOS LACTICOS COMERCIAS

Segundo LAWRENCE et al. CLYTE2, oz fermentos
licticos mesofilicon usados comercialmente. podem ser classificados
@m 2 Lipos basicos: 12 linhagens dnicas., que contem cepas pwas de
lLoactococeus bactis ou L. cremeris; &3 linhagens miltiplas, que
cont.dém misturas definidas de 2 ou mais cepas puras de L. laciis @
L. cremoriz = 33 linhagens miztas, gue contdm misturas de L.
lactiis, i. CrEROris., i. diacetylaciis e iLlsuronosios, com
composicio ¢ proporefes desconhecidas. Oz fermentos de liphagens
mismtas podem Ler suas proporgbes allsradas sob condi ches  de

gsubcul tive (REDDY =2¢ al., 19722,

L., ilactig = L. cremoris produzen, principalmente.
doido lictico a partir da lacioss, o, s&o chamados, freoquentesente
de fermentos produtores de dcido. L. diacetylectiis @ Leuconosior,
ac contraric. produzem importantes metabdlitos a partir do
citrato, coms o 0z o acetaldeido ¢ o diacetil, 2 sic chamados de
fermentos produtores de zabor o aroma C(KOSIKOWSKI. 1978,

Az  culturas lécticar mesofilicasy mistas w&O
utilizadas largamente na fabricagio de quel jos rescos, cdig  manss
crum @ semicorida, @ dependendo da natureza da producice de sabor @
aroma, Sic usualmente classificados em funcdce das principais

caracteristicas gue confeorsm aos produbtos finais (TABELA 2.22.

A utilizacic de culturas iniciadoras mesofilicas dJde
composicic desconhecida € uma pr dtica comum em muitos palses,
gspacialments na Buropa = Amdrica <o Norts (PETTERIEON, 19880,
Segundo STADHOUDERS (18753, a principal razio pars essa prética &
-1 MSTIT semnmi bl 1l dads desnar culiuras “m ralasio AR

bacteridlagos.



TARELS 2.2, Classificacio dos fermentos  liciicos marniilicos
em  funcdo dag caracteristicas gque confersm  aos
gquel jos (CQOGAN & DALY, 3 LHTTL,

TIPC MI CROFGANI SMOS CARACTERL STICAS

E:E o L L. lactis ssou L. cremeris dcido, aroma & gas
Lo onos Lo
o L., lactis wsDu L. cromoris dcido, aroma e muito
L. dioceiviaciis ghe
BD ou DL L., loacitis, L. cremoris Acide, aroma @ ol ha-
. j.diaoetviaciie o Leusconosio curss
0 f. lactis @ L. Ccremoris Aeido

I vorsos esstudos Lém postrade gus, sobre condicbes
de contaminacdes da cultura por bacteridfagos. ocorrem diversas
mudancas na ceonposicice do fermento, com predominic das linhagens
f: rewi stentes acs bacteridfagos (STADHOUDERS & LEEMDERS, 19B43. Essa
ér@s&igténczia foi carscierizada mais come uma proprisdzade das
éiz‘nhagseng dominantss, do gue come um balango das caracteristicas
da mistura como um todo (SPILLMAM & BANHEGYT, 18883.

Fetudos comparatives snire as caracteristicas de
@qu@i jos provessados com fermentos de linhagens unicas @ fermentos
:1 de linbagens mistas, demostraram ums mel hor qualidade do produto

Cfinal guande s3o utilizadas linhagens mislas {AMER ot al. 19832,

Ax culiuras iniciadoras oo Jlinhagens definides
Cforam originalments desenvolvidas na Hova Zel Gndia C(LAWKENCE &
f. SEARCE, IOU7E), © idm-ve evidenciado a possibkbilidade de composi sBo
5_ de fermentos resistentes acs bacteridfagos, wiilizando-se poucas
:: copas CLIMSOWTIN et al., 1977). As linhagens podem ser ulilizadas
D iemladaz, acs pares ou miltiplas (DALY, 19820, Segundo REDDY st

al. C1O72y, esse Lipoe de culiura possul 2 vantagem de ums malor



padronizasic e esstabilidade nas caracteristicas., esm ferpentacdes

werynil das.

Al teraches na composiclo de fermentos com linhagens
mistas, podem ser ainda derivadas de interagcdes enirs op préprios
componenies do fermenico, presencs de antibidlicos e atague de

bacteridfageos CHUSENHOLTZ, 10883,

24, BACTERIOFAGOS

Dentre os muitos fatores gus afelam o srescimento =
2 atividade das vuliuras iniciadoras, © meds comum € 8 infecclo da
culiura por bacteridfagos, gus causam ams redusico na capascidads de

produzir s acidez deseiads, no lenpo previsio (BAHBEL, 19485,

Bacteridlagos ou fagos =3 virus sspecificos gue
possusm a capacidade de infectar e lisar bactérias., As primsiras
descriches de fagos foram feitss om 19130 (TWORT, 12180 v & lize de
bactdrias oo &cido liéctico causada por fé.gmg foli primelramente
dagscrita em 1530 (WHITEHEAD & COX, 1935,

Se  ume  culturas §ndustrial & infectads por
bacteridfagos,. pode ocorrer a lise celular, oessando rapidamente a
producio de dcido lécticeo @, cormeoguentemerdie, resultandoe guel jos
com aito pH ¢ alico conteddo de laciose., MHessewx produtos. pods
CHI O T o] desernvol vi mento e bactérias palogéni cag =
heterofermentativas nio iniciadoras, causando problsmas de sadde
pdblica. A& insuficientes producic de acideo lictico results também
giminuicic da expulsic do soro g prejulizo ne dessnvolvimento do
wabor, aromy ¢ texlurs do produto finsl (FURTADD, 16810,

Em 1948, AMNDERSON & MEANWELL apresentaram um
procedi nente gue denonsirave a inibigdos da produclo de  Acido

laciico pela pressngca de bacteridfagos, bagseads ne diminuioio de
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10% ouw mais na guantidade de Acido léctico produzida pela wultura,

crescida om leite, na preosenca de amostira suspeila.

2 A4 REPRODUCAD DOS DACTERIOFAGOS

0= bacteridfagos infesctam as mélulas bacterianas
com o2 =sua informacic gendtica, modificande o smetabolisno
bacteriane, de tal maneira, ques a multiplicagdo fagica ocorre s
custas do hospedeiro CADAME, 18083, O procsssoe infective dow
bacteridfages pode ser dividido em 4 sstigios: adeorgio da
particula fagica na célula hospedeira; penstracio do DNA féigico na
bactdria: multiplicacio intracslular dos pactearidfagos: lise da
cdlula hospedeira com liberagic da progénie fagica. ESsS® processo
& conhecido comos cizlo litics CADAME, 19582,

A& propagacio de bacteridfagos jiticos em bacldérias
& iniciada com sus adsorgio na superficie celulsr desia.
BUDDE~-NIEKIEL & TEUBER (1i887) esstudaram o mecanismoe de adsorcia de
fagos wirulentos em lipghagens o bactérias sensiveis =
resistentes, através de sicroscopia  revelarawn dois tipos de
adeorcio: adsorgic em distintos pontos da superficie celular e
adsorcio uniforme por toda superficie. A adsorcic € um evento
altamenis sspecifico, © gqual depends. da pressnca da reveplores
fagicos apropriados, na bacidéria hospedeirsa. Uma sioples
modi ficacie pode causar perda  da habilidade de adsorwer  um
bacterisdiagoe supecifico, S et entanto, per dar EY
susaesptibilidade a outro bacteridfagoe CADAMS, 1980, ORAM (1971
sstudou o fago MLE, especificn para L. lactis ML 2, @ obssrvyouw gue
o receplor figice & parie da membrana ol Ltoplasmdlios,
crovavel mente um complexs lipoproteico. VALYASIKI et al. (19833,
por SuR YeE. Sugsriram que a iigacio bactdria-bacteridfagn ocorrs

em nivel de parede ceslular, pois k& uma significantw redusis nas
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ligacdes fégicas, guando fragmentos celulares sic tratados oom
metanolisina., VYerificou-se tambdm que 3 aduorcie oo alguns
bacteridfagos dode laciococos pods Ser pduzida na pressenca de

renina CKEQGH, 19730,

A  presenca de cadtions divalentes cca” @m
particulari & considerada esgsencial DR B =Y adsorcido 4o
bacteriéfage o sua muliiplicaglo C(COLLINS et aol., 195805, POTIER
L1970 sugeriu que © reguerimentc de chloin, depersie do hospedeiro
& nio do bacteridéfago, uma vez gue de B bacteridfagoes sstudados, 2
deles apresentaram variaveis requerimsntos de cdloio  guando
propagados em difsrentes hospedeiros. Tal reguerimento de cialocio
mostrou-se maior para bacteridfagos corescidos em L. cremoris odo
gque em L. loctis., 1TESFAIGEI & SUSSMUTH (19880 estudaram ©
comportamente de 3 linhagens de L. lgetis @ bacteridfagos na
agsénaia @ presencs ds vﬁaﬁiz; demonstrande gue as bactsrias sio
mais sensiveis acs bacteridfages, na presenca de calcio. Alguns
bacteriéfagos, entretanto, ndo requeren chlcic para a adsorgdo nas

bactérias hospedeiras (KRIEL et al., 18700,

Algumas baciérias possuen enzimas de restrigac,
que reconhecem o DNA fagice, apdés sua injsclo na cHlula & ©
chagr adam imediatamenie. &l guns bacteridfagos, gniretanta,
CONSSHUST SSCAPAT dBSse meCanismo de defesa, porgue apresentas DNA
modificedo por ums enzima de modi ficacio, ndco mendo degradado
pela enzims de restricio. Tal sistema © chamsmsdo sisteoms
restriciosmodi ficaclo (R/M » responde pwla pegqUens propagache de
alguns bacteridfagos. nax bactérias hospedeiras (PEARCE, 187805,
BOUSSEMAER et wl. (19801 sugeriram ques ¢ =istema B/M & um dos
principals  mecani smoes de defesa dos lacitococos conbra seus
bacteridfagos @ gQue OF DY ogramas de combaie a bacteridfages,
doveriam basear-—-$$ nNesSse Necani smo. Em seguida, snzimas de
restricio foram isoladas ¢ caraclerizadas em LOC tOCGICUS CIenOTLE

CPITZGERALD et al., 19883,

PLEIE (193 sostrou gue © dessnvol vimento  de

bacteridfagos, sob condicles de minima infeccio inicial, depende

ig



der duas principais caracteristicass individuais dos baclteridélagos:
13 de pericdo de laléncia, ou tltempo minimo sntre infscocice da
bactdria @ lime celular @« 27 da producio média de particulas

fagicas por bactéria infsclada, conhecida comos “burst size”.

Sequndo FEHREN & WHITEHEAD {19542, o pericdo de
1aténeia & o “burst size” sfo caracteristicas do bacteridfago. uma
vz que, @m seus sstudos, duas racas de bacteridéfagos oram
capazes oo atacar uma mesma bacléria com diferesntes pericdos de
latdncia @ “burst size™. O autor chservou gus um aumento. da
temperatura de Iincubacie, de 22°C para 27°C, lewvou a uma
diminuicic no pericde de laldnceia,. mas ndo sostrou sfeito
gsignificante no “burst size". Segundo KEGGH 1973, o “burst size”
de bacteridfagos ¢ influenciado pelo hospedeiro no gqual elw &
propagaso,  ums Ve qQus, @8 linhagens de actococos usados om
manufatura de queljos, um aumentio de temperatura de a0 e ol 27°C
diminui o perisdo latents, mas pode aumentar, diminuir ou nde Ler
efeito no “burst size”. Tal aumentc de tsmperalura, tanbdém, B
capaz oe diminuir a porcentagem de adsorcic do bacteridéfago no

hospedel ro.

Umsz outra forma de replivacio de bacteridfagos =m
hactérias & a lLisogenia. na gual, apds a penetracic do DNA fagico
na célula hospedeiras, s reproducic de novas particulas Tagicas &
reprimida, » o DHA do pacteridfage & integrado a0 CromosSsomo
bacteriasne por reocombinacfo., Nesse casce, a lise da pastéria nioc
ocorre @ o DNA fagico (na forma de préfages & replivadoe =m
sipcronis com o DHA bacterianc, dando como resultado uma progénie

de colulas lisogénicas (d'Herelw, 18300,

A existéncia e linhagens lisogénicas em lactocooos
fmi demonstrads primeiramente por REITER CLE40D, ao obSorvar gus
Lrds linhagens libsravam bacberi Sfagos esponbasnsamente, causando
limg om ums linhagem indizadora apropriada. Em 1978, EEITER &
VIRIFOVA isolaram linhagens lisogénicas em culluras iniciadoras
comRreianls, gque | Libsravem bacleri &fagos tenperados, graando

induzidos abravés de rasiacio ul Lra-vieleta UL ¥.2. NEVE & TEUBER
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?ii@gia wetimam gue B0-70% dss linhagens de lactococos =&
- lisogdnicas, Tails linhagsns podem FeT induzidas a liberar
5; pacteridfages wvirulentos através de Jluz UV, {HoKAY & BALDWIN,
| 1973, CASSON B DAVIES. 18802 ¢ mitomicina {LOWRIE, 1&74;
_ REYROLLE ef oi., 19883 sendo capazes de lisar oulras bactérias, de
Cmeneira compardvel B infeccio regular causada por Dacteridlagoes

Tidicon,

fotyde feitc por KOZAK si oi. (168730 mostrou oue
algumas linhagens cde lsctocouos, 1iberam pacteri i agoes
sspontansarments & por indughe por U. V., snguanto sulras wd 1ilbweram
srpontansanente. Segundo FURTADO {1@9i3, a 1iberacio espontines de
praf AQOoS parece OCOITer @n apenas 2% dos casos, ndo sendoe ainds
bom conhecidas as causas desse Tendmenc. MEISTER & REDFORD R rdey
sstudaram as condigdes culiurais para indugdo de bacteridfagos
temperados @ notaram QUS & inducic & maisx sfetiva, a itemperaluras
iguais ou inferigres a 2070, nic sende afstada pela presenca de

chicia ou fosfato.

Ums cdlula lisogénica torna-ss protegida contra a
infeccio pelo mesme Lips  de bacteridéfago. Easa  imunidads,
sntretanio, pods ser perdida no caso de © préfage ser !iberado de
forma sspontanes ou induzids CHUNGER. 1088, Segunde ANDERSOH et
al,, C1E9810, os bacteridéfagos podem-se comporiar como tLomper ados ,
para determnados hospedeiros, € wvirulenios. para outros, =endo

tal proprisdade dependenie da mactdéria hospedeira.

Segundo LAWRENCE et al. (18783 , © uso de culturas
lisogénicas, come fermentos, pode contribuir para a disseminacio
g populacbes fagicas. & & prevencioc da indugdo de bacteridlagos
1{ticos. nos fermenios industriais, $ essencial. HUGGIHE & SANDINE
cig77n, estudando 82 linhagens isoladas de muliuras comerciais,
mostraram gue I8 delas produzian bacteriéfages intactos, cpuando
induzidos com mitomicina € ou U.V. Em recenie trabalhe, BLACK
C19000 também demonsirou a presencs de linhagens lisogénicas, @n

farmenlos comerciais.
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A pseudclisogenia @ outro tips de relasgioc
bactdria-bacteridfage,. no qual um bacteridfago litico mantdém-se sm
equilibric estivel om uma populacio bacieriana. Tal estade difere
da lisogenia. porgus tais bactérias sdo {acilmente separadas cle
seus bacteriéfagos, através de plagqueamsntos ou  r@isolamento

CORAHAM i al., 189583,

Outre fator gue influl no desenvolviments de
bacteridéfagos, em culturas bacterianas, & a Lemperatura dep
inoubacio. EDDY & HULL £19877 demonstraram ogue um bactsridfago
gspecifice se multipl.ic:wu, mais rapidamente, em uma linhagsn
susceptivel, & temperalura de 8¢, usada no processamento de
quwigm; do gue na temperatura de 20°C utilizada na repicagem da
cultura . ERIEL &% HOLZAPFEL (1977, em eostudo sobre as melhores
condi oBes de propsgacio de culturas, verilicou que, & 18°¢, o
nmero final de particulas figicas/ml fol menor qgue =2 225,
Segundc SANDERS & KLAENHAMMER (19843, a 40°C, o dessnvolvimento de
bacteridfagos & caracterizade por um menor pm:;i@d:; latente @« um
maior ndmero de bacteridfagos libsrados, do gue a 20°C. Fsszes
dados sSugersm & oxisténcia de  mecanismos depesndentes da
tomperatura nas bactdrias resistentes acs bacteridfagos. Alguras
veres, entretanto, o aumsnto da  Lemperalura pode - inibic &

multiplicacio dos bacteridfagos (KEOGH, 19735,

Fotudos feiios prosy MULLAM - et al. CIEetn,
demonstraram gue oF bacteridfagos por sles avalliados. replicsvan
extensivamente a 30°C, causando inibicla da producio de Aoido
jdctice, sngquanto gue alguns sofriam reducio de replicagio. s bR o
& ou 40°C, sem nenhuma reducdo aparents na producio de aciden, sm
comparacio com o conirole, Esses dados sugsrem que as linhagens
iniciadoras 9m menor pessibilidade de falhar, devide a atague

fégice, guando a tempsratura de processamento & mantida a z28° ¢ ou

30° .

HULL & BROOKE, L1982 rolataram  gue  alguns

bacteriafagos isolados de coulturas inici adoras. wsuliiplicam-se
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mais rapidaments em  leite orue do gue  Bm lwite ifratsdo
Lermicamente & FToram, posteriormenie, chamados de pacteridfagos de
leite de o Esses bacteridfagos mostraram maior atdwidade
somente nas temperaluras acimse de B0°C, sugerindo o auvloress que
nic causariam distdrbisos em culturas intermedidrias, normalpentse
ingubadas 2 temperaturas e pp-2mtc,  FORD & BABEL (18802, en
sstuds sobre & retencico de bacteridfagos por culturas bacleriansas,
mosbraram gue, eom Lemperabura de 217, foram necessdrias 137
Lransferdéncias para gue a cultura se mostrasss livee o
bacteridfags, enmquanioc a 37°C, somente 10 transferdncias foram
suficisntes. KEOGSH (19832, sstudsndo a longevidade de diferenies
pacteridcfagos s Lemperatiura de congel amentc, notou comporLamentos
varidveis, pordém, de maneira geral, sem perda significante no seu

poder infectante, apbs BC anos neslas condi ches.,

Em 188G, OVERCAST @t ob., wverificaram gue alguns
bacteridéfagos apresentam reducico na capacidade de mizl Liplicacio,
em pH infericr a 5.4, snguanto outros nioe  apresentaram  tal

reducio, mesme om pH 4.8.

D AED CARACTERIZACAD DDB BACTERIOFAGDS

Ox bacteridfagos, gue invadem as bactérias licticas
megofiiicas, L&m  sido amplawenis estudados, guants & 00 sus
caracterizacio ¢ sfeiio sobre culiuras inicisdoras, issc om funcio
dos problemas gque provocam guando da utilizacic dos fermenios
laoticos,

Os  bacteridfagos apresentam um amplo especiro de
tipoes morfoldgicos., HNe casc das bactérias lacticas, comn pPOUCARE
excesdes, o8 bacteridéfages e enguadram morfologicaments now
grupos A ou B da classificacio de BRADLEY (19872, ¢ guase Lodos oF

bacteridéfagos de L. luctis e L. cremoris iém side enguadrados no
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grupe B, Tipicamenie, os bacteridfagos de lactocooos mesdfilos
podem ser diferenciados, pele Lsmanhe @& formatoc da cabeca em!
isométrice peguens (2-81 nmd, isoméirico grande (B7-BS nw e
projlata (60-48 rawd (FIGURA 2.132.

-
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FIGURA 2.1. Representacico ssguematica de trés tipos morfoldgicos
de bacteridéfeagos somumenie encontrades Laviralide de

LAWKEHCE, 19785,

Fagos preolatos possuen caudas courtas (usualseonle
MOnores U 300 N @ o5 bacteridéfagos isomdiricos grandes pOSSUSH
longas csudas <4850 nmd (KEGGH & SHIMMIN, 1S740. Esses sulores
Lambém notaram gue muitos dos bacteridfagos isomdlricos e poucos
dos  gprelatos possuem  colarss @ 2 bases, que sio estiruturas

Compt @Xas.

Segundo LAWRENCE (IS8T, o Lipe malis Comum  en
bactériaz lécticas € o isom$irice peguenc com cauda curta. Um
pstude feite por SAXELIN s¢ al. (1898B62 ifaghés demcnsirou
diTerencas morfoldgicas, om relacdo ao famanho da cauda, Pressncs
ou suséncia de colar, placa de base » fibras ds cauda, além das

caracteristicas da cabecs do bacteridfago.
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Um. sstude dz morfologis de bacteridfagos lsclados
om indistris de leite o sus sspecificidade em relaglo a linhagens
de Lactococcus lactis, L.diacetviaectis, L. cremoris e Leuconostoc
cremeris, isolados de fermentos, fol feitoe por SALELIN st al.
CLOemy. MOYNET =t al. (18890 caraclerizaram @ bacteridfagos de

diferenies grupos, gquanto 3 morfologla e tamanho.

TERZAGHT CIY7ED srcont oy similaridades
morfoldgicas entre alguns bacteridfagos 1 iticos = tonperados.
sugerinde gue a maloria dos hasteridéfageos liticos originaram-se
dos  bacteridfagos iLemperados. Em estudo  da pspecificidades ao
hospedeiro, osse aulor notouw que oS pacteridfagos prolatos
mostraran-se nenos especificos, com  um  amplo  espesciroe  de
hospedeiros, ac contririo dos isoméiricos grandes com caudas, gque
s mosiraram mais sspecificos, com pouces hospedelros atdngidos.
Alguns bacteridéfagos =6 se difersnciaram sntre si quanto ao

hospedelro.

LEMBEE % TEUBER (19813, atravées de estudos
soroldgicos de bactsridfagos colelados om inddstrias,. revelaram
gque o npamerce de bacteriéfagos = e culturas de laclococos,
realmentes diferentes. & baiwxe, @ gque os tipos, e ol Hopi cmmendae
digtintos do bacteridfagos, SEC DOUCD TR OSOS, parescendo haver
uma  correlacic entre morfologia do bacteridfage » © Lipe: dw
hospedeirs. O grupos morfoldgicos  de hac_ltarié’sfagoﬁs- tém sido
sorrel acionados através de estudos moiscularss 9 g homologia
DMA-DNA CISRVIS % MEYER, 1986; HILL et al., 188132, JARVIS (19843
comparou grupos de bacteridfagos ldciicos guanto 3 morfologla.
sorplogia @ homologia de DA, sugerindo gue Lals grupos constd tusn
diferentes sspécies de bacteridéfagos. Em 1877, JARVIS subdividiu
bacteridfagos de lactococos em 8 Lipos morfoldgicos, mosirando gue
bacteridfagos relacionados gquantio a morfoiogia e 2 sorologia,
provavelmente, infectam hospsdsiros comuns. Raecent s satudo
comparas  bacteridfagos de iactococos isclados, nos E. U A & na
Argentina, =m relacBo a vérios aspectos, e o resultados sugsram

momologia entre os  bacteri Sfagos  isclados nos  dols palses
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CRABRIZIO et a@b., 19913, HEAP & JARVIS 18800 mostraram gqus
bacteridfagos izomdtricos 2 prolatos wio sorologi cansnle

di Forentes,

RELANG ot al. (19872 estudarsm 323 bacteridfagos
virulentos o 3 tempsrados de Lacliococcous laciis @ L. cremprig,
diferenciando-os em 2 grupos, airawdés de homologia de OMA,
sugerinde gqus os baciteridéfagos 1 iticos ¢ teomperados, obtides por

inducio podem estar correlacionados.

COVENEY st ol. C1987) estudaram bacteridéfagos de L,
crenoris @ L. diocetylaciis gquanto o8 aspeclos morfoldgicsos »
moleculares, notande que  os  bacteridfagos de mesmo  grupo
morfoldgice, sio bem rslacionados molecul armentes,  Andlises <o
perfil de proteinas enire os bacteridfagos, sntrestanio, mostraram

maiores diferencas entre os de mesmoe Lipo morfol dglco.

243 ESPECFICIDADE

Encontra-s& bem estabelecido, © fale de gus O3
bacteridéfagos sic frequentemenie sel stivos guanto & invasio de
certas linhagens de bactérias, denira de uma mesma Sspécie

CBURNET, 19340.

Tal fendSmenc tem sido utilizado, na classificacio o
subdi vislce de linhagens similares de bactdrias relacsionadas por
BUA sensibilidade fagica. ALraves cis testes, sgrvwied wendo
hacter i S agos particularss cortrs i ferentes linhagens che
bactérias, © padrico litico pods ser determi nados @, dessaz {orma,
pode-Se | agrupar o pacteridfagos de acorde com OB hospedelrog

CMICHOLE & HOYLE, 18480,

Confirmande a tendéncia da espécie-sspecificidade

dos  bacteridfagos, HENMING et ol. (19682 dividiram o%

ig



berberidfagos em B grupos de acordo com as bactiérias hospedsiras:
: grupo A, o gus atacam principalmenis . digceiviaciis;, & grupos B
a« H, oz gue atacam L. cremoris o L. lactis CHOPIN et al. L1Q780
definirzm 8 grupos de bacteridfagos, a partir de 132 isclados da
inddstria. baseados na atividade 1itica. Begundo LAWRENCE ef al.
LL9TED ., o bacteoridfagoes cliy L. CremsrLs si0 mal s
wepdcio-especificos qgue os des L. laciis. Normalmente, o
hospedeiros de bacteridfagos de lactococos wio restritos & uma
subsespicie (laciis ou cremorisl, RS & infecciho de ambas as
subespécies, por um delsrminado bacleridfage, ol descrila por
CHOPIN et al, 19785, Tais padrBes podem seor alisrados
rapidamenie, devido a modificagdes sofridas pelos bacteridfagos ou
polas linhagens de baciéria {ROUSSEMARR, 19800, RELANOG &t «l.
C10873 sugeriram, a partir de seus estudoes, que a carscteristica
de sspecificidade spresents pegusnc walor tasmondmoc, uma ver que
pacteridfagos com 100% de homologia de DHA, podem mosirar  um
sspectro litico cospletaments diferente, enguanto os de mosmo

padrioc litico podem apresentar menor grau de homologia de DHA.

HEAP & JARVIS (1880 demonstraram gue bacteridfagos
prolatos possuem maior nimerc de hospedeiros gue Os isomélricos;
que o5 isomdiricos sio detectados com maior fregudnociaz om lissdos
de bactérias induzidas por radiaglo U.V.; =& gqus & taxa de
replicacio dow isomdiricos & pouco superior & dos prolatos. Esses
auvtores propu§ﬁram gque as difsrencss observadas, ne esSpeciro el
hospedeiros, podem ser explicadas peice fato de gue x maiorias dos
bacteridfagos Lemperados sio isomdtricos e gque a lisogenia confere

imunidade a bacteridfagos similares.

SINHA 49803 verificou gue o mulants ML 1 de L.
fociis mostrou simuiidnea aguisiclo de sensibilidade @ resisténcia

a difereniess bacteridfagos.

Bacteridfagos Lemperados. e um amplo pepeciro de
jactococos, Toram examnnados por REYREOLLE e i, CIGEELY. @ mDeus
especiros liticos foram sstabelecidos, apresentando boa correlagio

com o bacberidfagos virulentos gue atacam a mesms S5peCcis.



DB SoTROLE E PREVENCAQ DE BACTERIOFAGDS EM CULTURAS NICIADORAS

A prevencic da contaminagfc por bacteridfsgos,
durante a preparacic dos fermentos utilizados na inddstria, &
essencial (SAMDINE, 1977). Uma wez gue a contaminacio das culturas
iniciadoras por bacteridéfagos ndo pode ser evitada apds a entrads
da cultura, no tangue de fermentacio, o processamento de oguievd jons,
pode ser, entic, prejudicadce pela destruigico causada pelos

bacteridfagos CHUNMGER, 18885,

Os bacteridfagos sncontram-se disseminados no solo,
ar, Adgua o outres amblentes, sendo transportisdos com o leite parsa
s iaticinios, tornande ©0 SGro LITH agenie CAT T Sasior vl

bacteridéfagos om potencial (HUNGER, 19860.

slguns trabalhos foram feitos com relasdo &
destruicio de bacteridfagos ¢ mosiraram gue 70 minutos, 2 va,87C,
sio necessirios para sua completa desiruicdo eom leite, a pH 0,28, A
destruicio térmica & uma caracteristica gue varia snire oS

bacteridfagos (ZOTTOLA & MARTH, 1868 ba.

CHOPIHN L1980, setudando & eficidncia da
pasteurizacio, em relacdo aos bacteridfagos, nko conseguiu
estabelecer uma relacico entre o padr8c litico do bacteridiago e
HUR resisténcia a0 calor. Segundo DADUST CLBEED, &
L ormoastabilidade figica aumenta significantemsnie com © aumento
dos niveis de fosfalo e soro presenies no mwic em teste, sendo por
sose motivo, ossencial um adegquade mansjo do sore dentro da
ftabrica.

EVERSON C10013 rolaciona uma série de praticas
sugeridas por RASMUSSEN, =m 1980, que deven ser svitadas na planta
de processamento  de  queijo, para esvilsr gue O ndmero  de

bacLteridfagos aumsnton.

WHI TEHEAD & HUNTER 18472 intreduziram as seguintes

praticas para proteger as culturaz contra ws atagque faglico:



propagagio de cultuwas em condiches assépticas, uso de linhagens
dnicas nio relacionadas a bacteridfagos em rotacico de cullturas @

sanitizacio de ulesnsilios @ linha de processamnenia.

D4 MEoS MNBIDORES DE BAGTERIOFAGOS

A utilizacic de moiocs inibidorss para obler uma
proteciic adicional. contra o atague de bacteridfagoes,tiem sido
introduzida. O desenvolvimentio desses meios i1dm-se baseads nNa
exigéneia de ions divalenies (principalments caloiod pela majoria
doms bacteridfagos,. para gue oUorra a adsorcic @ peneirasic do DHA

fégico na céluls hospedeira.

Diversos meios inibidores foram d%sanvelvidms ats o
memento, variando quante & composigio e afetividade: leoite de
soja, acrescentadc de 3K de lactoze CFARAHAT et al., 19843 soro @
actdcar om sistema de pH controlado CREDDY & RICHARDSON, 19770
soro, mopofosfate de amdnio, difosfato de sdédio @ extratc de
tevedura CRICHARDSON et al.. 187735 leite, tampdo Kxﬁ?ﬁﬁ = KHZP{).%
£3: 32 comoe agenie gquelante & extrato de levedura {(KRIEL =t al.,
1O76D3: leite,  ortcfosfatoc mono @ dibisico, oxtrato de levedura @
soro oletrodializado a:zamm' & MARTH, 1965 b3; leite, 1,7%
ortofosfate e 0,3% pirofosfato CHARGROVE ot al., 19812, KRIEL &
MOUNTFORD 19750 fizeram um sstudo comparativo da eficiéncia de
dois meios inibidores de bacteridfagos, om relasioe ao leits
dwsnatade reconstituido, mostrando qus tantos a eficidgncia de
crsscimente da culiura quantc a inibicic de bacteridfagos, ol

maior nos meicos inibidores.

Uma vez que se ifem isolado hacteridfagos lisande

culturas, mesme na aussncia de =3l cio disponivel. foi sugerido que



o constante uso do meios inibidores pode levar 3 selwcio de tails

bacteridfagos CB02ZI, 19723,

DD awyems OF ROTACACD DE CULTURAS

0 obistive ds rotacio de culturaz, coms descrite
por WHITEHEAD (19832, & reduzir o nivel de bacteridfagos liticos

na plants de processamento de gquel jos.

Bageada ria pupécie-especi ficldade dexg
bacteridfagos, tem-se enpregade & combinacic = a rotagio de
di versas linhagens iniciadorss, de forma 2 minipizar o niwvel de
contaminacio por um bacteridfago em particular. WHITEHEAD (19930
propis A whilizacio de linhagens aogs Ppares, pois s uma delas
Fosse atacada a outra conbinuaria & producie de Acide normalmenie.
Apds o prazo de quairo digs, supondo gque a concentragio de um
hacteridfage espscifico, pars agqueie detlesrminads par sglivenss
slovada. =& gtilizacio de um DoOVDR PRP reduyziria & conitaminecio a
niveis minimos.

A =mubstituici3c ds linhagens sensivels, apds O
apareci mento de bacteridfagos. por outra linhagen nic relacionada
ars  mistema de rotagic, evitaria gueda na produgio e Acido
1detico, no casce da ndo suficients raducio de bactericfagos
residuais, no periodo da rotaclo da cultura CGOLLINS, 1883, ©
problens observado S que, SERC poUTas,. a% linhagens de lactocooos
~E%o  relacionadas gquante & sensibilidade aos bacter i of agos
disponiveis para rotacke de culturas (LAWRENCE, 185785.

TEUBER & LEMBKE (19830 recomsndaram & gtilizagdo de
ums,  mesma cultura por varias Semanas @ 54 depsism a rotagio,
permi tindo qus bacteridfagos ativos conlra certias culturas nac 8m
uso,. Seiam graduaimesnte diluidos. Segundo KEOSH (189783, © sistems

P



de rotasio apresentou melhores resullados guando Fermenlos <om
pequence nGmerc de linhagens, na forma pareads, foram ulilizadss
por peridos de 4-8 dias. THUMELL & SANDINE 19810 selecionaram ©
linhagens iniciadoras resistentes a bactesridfsgos, atraveés doda
exposicio a sore de queljo. Fesas linhagens foram wtilizedas
epxclusivamente @ quandoc um bacteridéfags aparecia, & linhagem
sensivel era retirads, continuando-se com as oulras 2, Degundo o
autores, a pratica de rotacio de un grande numere de linhagens no
formento, & dificil, 21ém de propiciar o aparscimento de noVos
bacteridfages. O uso de cultwras inicisdoras com miltiplas cepas &
sfetive, guando as linhagens selecionadas podem resistir so alague
de bacteridfagos, por um tempo suficientements jongo (HEAP &
LAWRENCE, 19783, LIMSOWTIN et aoi. (18770 consideraram gus O
desconhecimente da compesigio do fermsnto potie, ainda, tornar

dificil o sstabelescimento de padrdes de qualidade nos quel jos.

HEAP & LAWRENCE (18762 estabesleceram gque, atraves
e Lasles., Pl -me ot linhagens nEo relaci onadas 3
bacteridéfagos, com bon desempenho tecnoldgico., RICHARDEON =t al.
C1OB0Y obliveram melhor producic de dcido lactice, guando mi sturas
indefinidas de linhagens foram itrocadas por linhagens parss ou

mditiplas de B ou 8 linhagens.

Segunds LAWRENCE et «i. 19783, o5 bacteridfagos
sic isclados com meior freguéncia, nas fabricas sm que © use b 2
culturass iniciadeoras & constanis, pois & grande a oportunidads

para o aparecimento ou seleclio de noves bacteridfagos.

053 BACTERIAS REISTENTES A BACTERIGFAGOS

E nuito importants, Qque S&  sDraguen linhagesns

pacteridfego-resistentes @m sistenss de rotacgio de culturas, @
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para tal, pode-se utilizar "Bacteriophage Inssnsitive Hutants”
CBIMsY, obtidos por isclamenio de collnias. que @ desenvol vem
apbs & exposiclo da culturs a bacteridéfages liticos CHULL. LEFV
23 . & wssencial gque o3 mnutantes manienham as proprisdades
rermentativas da cultura originsl. Segundo FANDIME (18772, &
importants gque se desenvolvam bactdrias iniciadoras bacteridfagos
tolerantes, no ambiente da planta de processamento, pala pratica

da adiclo de bacteridfagos a linhagens dnicas o maltiplas.

A bantdrias bacteridfago-resistentes poden
originar —se sspontanearsnts, através de alleragcles nos sitios
receptores da superficie celular, as gquais impediriam a adsorcioc @
punetraciko do DNA féigico no hespedeire. Do pesno modo, as culturas
'poﬁwm perder essa capacidade, sspontansamente (KING ot «l.. 1 8E3T .,
Segundo esses aulores, wobora Soja oomum & ocorrdncia simultinea
de linhagens bacteridfago-resistesntess @ produtoras lentas de Auido
Lietico, tais caracteristicas ndc sio geneticamente ligadas.
MARSHALL &% BERRIDGE 19782 conseguiram gelecionar linhagens e
lachtococos resistentes & bacleriéfagos o com producdo rapida de

Soide lictico.

FABRIZIO et al. C1Gee selscionaram  mutanies
nacieridfago-resistentes a partir do crescimentc das linhagesns. 8m
pregsenca  de bacteridfagos. Tais mutantes mostraran propriledades
bicpuinicas @ microbicldégicas, similaress as da coepa paresntal,
d4i ferenciando-se somente pela nitida resistdncia a bacteridiagos.
A ecorréncia de mutantes bacteridéfago rocistentes pode Lanbém ser
devids 3 mutagénese, induzida quimicamsnis CHRINHA, 18980) ou por
irradiacio CGUDKOV et al., 19822,

Estudos recentes MG T Am . e L8 ] deter s nadas
caracteristicas «da suyperficise celular, Ilevam B rosisténcia a
bacteriéfagos (VALYASEVI et i, , 108G SIITSMAL, 189900, V9LEGELS &
WOUTERS 18989 esstudaram 3 composicic da parede cmlular de
mubanbes resistentes tendo verificado maior conteldo de protel nas

o carboidralos,. em COMPAr ACAc COm A COpR original.



Algumas linhagens de lactococos possuen plasni deos
que determinam varias de suas caracteristicas metabdlicas., wendo,
uma  delas, a resisténcia  a  bacteridfagos, por mistons
restriciosmodificacie ou por infeccic abortiva (GAUTER & CHOPIN,
1973, Estudos recentess mosirarasm que lactocsocos transformantes
gue adquiriram resisténcia a bacteridfagos, através de mecanismos
de infeccioc abortiva, mantiveram-se astdveis apds 100 geraches @
retiveram a mesna capacidade de producio de dcido gus as linhagens
parontais CHUSHES & McKAY., 19920, Diversos estudos tém sido feilos
com o objetive de consegulir cepas bacteridfago-resiztentes,
abtravés de transconjugacio envolvends plasmidecs (SANDERS «f al. .
1986, JARVIS, 1088, MNEVE, 1988; HILL st «l., 1990; HILL et al.,
1998 . CaSEY o1 al., 18820,

Estudos foitos por LIMSOWIIN &% TERZABUL {19702,
mostraram que  autanies  bacteridfago resistentes podenr Ser
utilizados com sucesso comp culturas iniciadoras, uma VeZ JUue S@
apresentaram estiveis por 8 peses; SUR utilizacio pode ser fedta,

Lambhém, sm rotacdo de culiuras, om pares.

DBA CULTURAS CONCEMTRADAS

“gulturas . iniciadoras concentradas sfo  definidas
coms culturas gue corescem sob condigdes controladas, concentradas
sm peguencs vyolumes, qus podem  Ber congsl sdas ou liofilizadss
COTLLILAND, 10883, A utilizacico de culturas concentradas, as gquals
poden ser adicionadas dirstamente aos tangques dde processanentao,
Fornscen una aliornativa & preopsracio prévia dos fersentos @ uso

de meios indbidorses.

Hi muitas wvanbageons noe wuso de tais culturas: &
atividade da culiura pode ser monitorada e controlada, antes de

ser snviada ao processamento; sistema de manuntencio @ rapicagen
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das culiuras, na planta de processamentc pode ser sliminado:; a
participacie do laboratdric no processo &  menor o o
estabpelecimento de sistema de rotagio de culiuras & facilitado
CETANLEY, 19773, Entre as desvantagens encenira-se a exigéneia de
uym  espaco  adoguads, wom  temperaturas  ulirabaixas, DR & &
manutencio das culturas congeladas, de forma gue ndo percam sua
atividade (SPECK & GILLILAND, 1GVED,

Llma alternativa PR a e GEO das culiuras
concentradas congeladas sico as culturas liofilizadas, de mais
ficil transports s armazesnamento, embora mencs ativas JQue as
congeladas, além de exigirem restivactes através de replcagsns

intermedidrias, em laboratdric (YANG & SANDINE, 1WRTE).

Atualmente existem fermentos liofilizados altamenie
concantrados, gue podem ser inoculados diretamenie aocs Langues de
processanents @ 2 algumas  menos concentradas, recomendadas para
adicfo direta ao fermente industrial (FURTADG, 19612,

DEBR. SANITIZACAD

A manutencio de un esgussa de limpeza @ sanitizacio
de equipamentos, utensilios e ambiente de processamento 6
exibromamente importante na inddstria de iaticinios., WATKINS i «l,
C10B0Y realizaram wum  estude comparative  pars determinsr a
sfetividade do hipocloriito, de conpostos de ambnio gualerndric o
de germicidas, & base de icodo, na destruicio de bacteridfagos de
lactococos, concluindo gue o hipoclorito € o mais eficiente para o

use em plantas de lasite.

Com base nesse aspecio, recomenda-se que Lodeos O
squlpamentos sejam sanitizados, com solucice clorada, (200-300 ppm
de cloro disponiveld, imedialamentie antes do use o ao final <o

processanenio Em THEC clep contamni nacas conpT ovada. tolesi )
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nacteridfagos, uma limpezs completa & indicada, sbrangende ilodas
ax dependdncias e utensilios, utilizando-zs uma solucio com

SO0~-1 000 ppm de cloro livre (FURTADG, 19610,

AT



3 MATERIAL E METODOS

3. MATERIAL

311 AMOSTRAS

Optamos por isolar bacteridfagos a partir de
;ammgiraﬁ de soro de gquel jo. provenientes de diversas produches. &m
Edif&rﬁntes inddstrias, sem levar em consideracio a fonte de
;mwn%aminagﬁo de cada planta. As amostras foran colestadas de
;man@ira alestdria, independente de gueixas, gquantc a possivels
i prejulzoes noe poder acidificantiwe daa farpentos wtilizados 0S
laticinics.
: Trinta @ Lrés amostras de Soro de  auel jo
; Cprovolons, mozarela, minas frescal, prato, ricolta, edam, cobood @
;aémaic} foram colstadas em 17 latlcinices do sstade de Sho Faulo
f CPranca. Colina., Olimpia, Itabliba, 2o Josdé doe Kio  Preto,
é Batatals, Jundial. Pindanconbangaba, Bebedouro. Angatuba, 530
é Miguel Arcanjo, Cerquedra Gésar, Sorocaba e 2 Anhembild Dara
. investigar a presenca de - bacteridfagos @ 2 @m CAS0 poosd LA v,
iscléd~los. &s amastéas de sore foram imediatamente resfriadas.
Lranspor tadas em banho de gelo o mantidas om £ aoner c-187¢2, atd

o momento dag andllises.

312 MICRORGAMSMOS

Para os testes e ilsolamento de bacteridfagoes foram
abilizadas linhagens de Laclococcus, cedidas pele Instituts de
Tecnologia de Allmentos - ITAL, Complnas apresenbands as seguinbas

procedénel as:

i



- ITAL 287 - Lactococcus lactis ssp cremoris CNCDO 16007
. ITAL 265 - Lactococcus lactis ssp laciis CNCDO 2005
C- ITAL 343 - Laciococous lactis ssp lactis var diacetylaciis CWIESEY

B0

: Fasas oulturas foram relsoladas e testadas segundo
 HARRINGAN & MacCANCE (1878, para a confirmacic da identidade ®
fpupaza.

: A manutencio dam culturas ol feite em Lubos com 10
;m& de leite desnatads reconstitulde estéril, com um indculo de 1894
' m congeladas em f{reezer. aptes de acidificacfo. isto &, 3w
?inaubacﬁﬂ. 4s iransferéncias foram feitas de 3 em 3 mdses, @ 2
; roabivacho fol realizada retirando-se a cultura o freezer @

incubando-se a a07c, atd a coagulacio do leite,

343 FERMENTOS LACTICOS COMERCIAIS

Para a realizaclo dos tesles de atividade dos
fermenlos em presenca  de fagos, bem Ccoms oubros  testes de
svaliscio da sensibilidade a fagos. foram ubtilizados 18 tipos de
fermentos comerclais Tornecidos por 4 diferentes empresas, sendo 1

formento simples e 11 fermentos mistos dos tipos O, D e BOD {TABELA
b2 T B

B0



fTAEELA %.1. Tipo e composiclco dos fermentos comerciais utlilizados

nos tLestes de sensibilidade a lagos.

. TIPO DE FERMENTO COMPOSIGCAD

MISTO O 5-B% L.lactis & S8-0BX L.cremoris
Gz 2 cepas L. lactis & £ L.cremoris
Oz 3 cepas L.lactis & & L. Cre&moris
G4 & cepas L. lactis & & L. cremoris
O ' L.lactis & L.cremoris
D go% L. lactis e L.cramoris

pouce L.diacetylantiis

-3 BO% L. lactis e L. cremoris

pouce L. diacetylactis

BRIy L negoss L. lactis e L. oremoris

1 E-30% L. diacetylactiis, poucs Leuconosiod

Bl goegees L. laotis e L. cremoris
' menos 9,8% L. diacetylaciis

1 8% Leauconostos Cremoris

Bla Co-G% L. lactis e L.orsmoris
menos C.5% L. diacetylaciis

{ 5% Leuconosiod CrSRorisS

Bl 2ryfaCis L. laciis L. erensrils
15-50% L, diacetviactis

pouct Leusonosloc.

SIMPLES 100 L. diacetivliaciis

il



314 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES UTILIZADAS

3141 LEE RECOMSTITUDO esTErRL 114
Lelte desnabade Molico (HESTLEI ... oo eavnanvn 10, Oy

Agusm desbilada. ..o vran i 2, O

O lette foil dissolvidoe e esteri 1izado em auboclave

& iaiﬁﬁ por 10 minutos.

3442 mEo mi7 (Terzaghi e Sandine, 18750

Exbrate o SAPI@. « .o vrveaoavsavesrmanrexss oo 5, 0g
POlipEplOma. « v au s v e s vnser o oar o s msr 5,03
Peptona de SOJa. ... v ‘. ,,‘ ........... =, 00
Sride ASCArDIGD. . c v cvaunsrnane o nsaa e n e O, Bag
g-glicerofosfato de sddio. . . .o 12,09
Cloreto de Magnésio 1 M M 3 .0mi
Eubrate de 1ovedir . « « ccorrassrrvsrcsvnvaroxsensens =y Dy
LaChEomeEr. v o v e s s vt aunseasssmosmsas e s s e u s e e wn 5, g
Agua Gestilada. .. .ceenrvere e n o 1O00mL

Mistura-se aké a total dissolugao. ajusta-se o pH
para 7.1 e 0,085 e esteriliza-se em auloclave a 121°C, oy 15
minutos. Para a obtenclio do meloc sélido = semi -sdlide, foram
sdiclionados 18g ¢ Vg de Agar por jitro, respectivamente, Ac el s
s&lide fol adicionado Ga{‘lla 1¥ & concentraclo Cinal de 10X, A
lactose & o cloreto de cdlcio foram autocl avados separadanente 2

adiclonados posteriormente.



3143 aPT AGAR

Meio APT CAPT BRUTH - 10454 - MERCED . v o v v v nane s 483, G
L3 L AR 15, Oy
Agua destilada. . ... .rsas e 1 000mE

314 4. SOLUCAD DE RENOER CHARRINGAN & MacCANCE, 18700

Clorets de PolESSio. . ... narcruarrenryerns O, 10g
Cloreto de 8830, . . e e e 2. 20
Cloreto de Caleio Dihidr P T 7 T . 120
Bicarbonato de S6AiG. . (o a e T {3, OS5
Agua destilada. «...verrors ot 1 GO0ml

3145, Agua PEPTONADA

Todos oo meios de cultura foram autoclavados & 121°¢ por 18 minutos,
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32 METODOS

321 DETERMINACAC DA  ACIDEZ TITULAVEL  COM HIDROXIDO  DE
Séol CINSTITUTO ADOLFO LUTZ, 187VED

Amestras de leite €10 mdd foram titwladas com
;ﬁﬁiﬁa%ﬂ de hidréxide de sédic NB, usando-se 2 golas de sl ucio
alodolica de fenolftalel na 1%, come indicador. As amosiras Toram
Lituladas atéd o aparecimenic de uma color acko risea. O resul ladao
fol expresso em graus Dorndc, cada grag .equi valente a 0.1 ml de
solucls de MalH N8 utiiizada, permitindo, portanio, expressar &
acidez em porcentagem de &cido lactico COLIVEIRA. 1886).

300 TESTE DA INBICAO DA PRODUCAO DE ACIDG LACTICO  PELAS
: CILTURAS DF Laciovocous lactis.

_ Psite teste foi conduzido em  leite desnabado
reconstituide a 11%. segundo metodologlia descrita por ANDERSON &
 MEANWEEL 19423, As amostras de sore de gqued o, csoleladas nos
diferentes laticinios, foram centrifugadas por 10 minulos a 000 g
ga@r o sobrenadants filbrado atrév&ﬁ de membranse Millipore com pord
f. O, 4% gm. Para cada culiura testada, foram preparadoes = lubes
5; controle ¢ O tubos de teste, com 10 ml de ieite cada. HNos Lubos
:: controle adicionaram-se X de cultura C1B horas? 2 nos tubes
;' teste, além da cultura, adicionou-se 1 ml do soro de  guel jo
S filtrade, Os tubos foram incubados em banho-maria, a 30°C por &
o as, seguldos Jde incubacks a as5vc, poy 4 horas. Em continuacdo,
procedeu-sa, & titulacio com scolucdc Dornis (HalH NG, para

. determinacloc da acidez tituldvel.
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323 MVESTIGACAD DA PRESENCA DE BACTERIOFAGOS ATRAVES DE PLACA
DE USE EM AGAR DUPLA CAMADATHULL. 1877k

: _ Foram colocados emn tubos de ensaloc, 0,08 ml de
s‘é‘:&(i‘.ig iM e O,iml da culbura especifica a ser {tesiada (culturas de
Lactococcus lactis de 18 horas em MY Iiqguido a 307, A mistura
ﬁ‘oi incubada 3 Lemperatura awbiente por 18 minulos. & segulr cada
iu?m foi adicionado de 3ml de meio MIT semi-sdélideo, fundido =
%*esfriadw a B0°¢C. Apds ligeira agitagclo, o material fol vertido em
piaaaa de Peitri contends uma camada solidificada de melo MY
ééiid@ Apds a solidificacBo da segunda camada, fol dJdepositadsa
%50?.‘33‘"& s superficie do meiec, 1 gota das diversas anostras <de sSoro

para verificaclo da presenca de bacleridfagos.

: O soroes ubilizados neste teste, foram agquelss
@bii dos segunde descritos em 3.2.2 (abld do  por  centri fugachs &
3 Q0010 min.d, possibilitands, N caso de balxes nlmeros de
me:;i,eri 4fFagos na amostra industrial., a amplifi cacis Jdesses
b&aieri Efagos na pressnea da bactdria hospedeira especifica. As
_pl acas foram incubadas & 30%¢, por 18 horas, gquando foram
éobs&er vadas as Zona eth placas e 1lse causadas pel os

fﬁ::act@ri Hf agos.

oA ISOLAMENTO E ESTOCAQEM DOS BACTERW AGOS (TERZASHI &
SAMDIHNE, 18782

_ As placas de lise isoladas, foram removidas e
éi;ramsferidas para tubos contendo € ml de medo M7 liguido., 0.1 ml
;'::ia cultura hospedeira (de 18 horas? e 2,08 ml de ﬁaﬁlz 1M, Os
E-i‘uhaa foran incubados a BQGC, por B horas, guando observou-se se
E;oaom*ia a lise celular. Estx & swvidenciada pelo fato de o melo
f;if:::»r-nar ~ge limpido., em comparaclo com o conlrole, que Se apresenta

f;turvm devido ao crescinmente normal da bactéria. O contedde dos
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ftub@s lisados fol [iltrade através de membrana, @ armazenacks a
: L+
et i ol

325, AMPLFICACAO DE BACTERIGF AGOS

_ Alfguotas de O,1 ml de suspensls de bacbaridagos
_Eigalad%, foram transferidos para tubos estérels conlendo G.1 o omd
; da bacléria hospedeira, cultivada em calde MI7T a 30°C durante 18
ffhar.a.sb e 0,08 mi de Ca{:iz 1M, & mantidos 5 Lemperatura anblente
por 18 minutos aproximadamente. A segulr, acrescentaram-ss 3.0ml
de meic ML? seml-sélido & o material fol vertido em placs de Pelrd
contende ums camada de melo MLY aSlido. A placa ol incubada &
2090 durante 18 horas, guando cobservou-se lise zonfluente. A sssa
placa adicicnaram—se 8,0 ml de caldo MLV, seguida de incubscio &
5% por 12 horas., sendoe © calde recolhids o guardadoe em {rasco
5: estdéril, a 2-8°C. Essa metodologia fod utilizada pars se manbler um
estoqgue de cada bacteridfago isclade £10% UFP - unidade formadora

:Z de placal.

;‘ 306, TITULACAD DE BACTERIOFABOS

& partir de 1.0 =l de suspensic de bacteridfagos
5_ imolados, foram feiltas Ailulofes sucessivas de 10*“‘ a 1{)”’3193 @
solucie de Ringer, = em segulda, misturou-se G,1 ml das diferentes
;: diluicBes, com 0,1 ml de suspensBoe da mactdéria hospedeirs =
crescimente ative e 0.00 ml de Caﬁig 18, & mistura fol incubada &
- Lemper atura anbiente por aproximadamente 18 minutos. quando se
f adicionaram &0 tubo, 3 ml de MY semi-sélido fundl do. Apds

homogened zacio, o material fol vartide em placas de Pelri contends



m%a camada de MIT sdlido. As placas foram incubadas & 30°C, por 1B
horas, apds © gque roram feitas as contagens. O Litule de
hamt@rléfagaa; SHET SEE0 BN uni dades Tormadoras de placas CLFF-mi ol
f@i obtido muliiplicando-se o phmere de placas de lise ezl o

inverso da diluizBo correspondente.

3IP7. REATIVACAD DOS FERMENTOS LIOFRLIZADOS COMERCIAIS

Cean  uma espatula estdril, uma amostra de oada
énvaiapa 31 colelada., resEUSRensa =L leite desnalbaeds

$@¢$ﬂﬁ%itu£éo @ Aincubada a =P até a coagulacBo.

32% PFLUENGIA DA ADICAO  DE  MISTURA Dt BACTERIOFAGOS NA
PRODUCAD DE ACIDO LACTICO PELOS FERMENTOS COMERCIAIS.

_ Esas teste fol sonduzido e laeiite recoenstituido a
éii%, Para cada fermenic testado, foram preparados 1 tubo controle
{a o Lubos tLesbe para cada hora de ferpentacico, Nos Lubos btesle,
ginacularamwﬁa i% do fermento reativado @ 0.8% do uma mistura de
étwdaa s bacteridfagos isolados das amnoslras coletadas nas
iindustrlam Mo bube controls 6 foi inoculado fermento. £ Luybaos
?f@?am incubados en banho-maria & 20%C, e & cada hora, uma amosira
;de cada tubs foi titulada com HaOH., Foram felitas lelturas atd &

Comitave hors de formeniacho.
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- 328.ATIVIDADE FAQICA M FERMENTOS SUBMETIDOS A
' SUB~CULTIVO DIARIO.

Os fermentos reatld vados Foram repl cados
- diariamente, inoculando-se 1% da cultura ativa =m leils, =2

Eiﬂﬁﬁb&ﬁ@ﬁ a 20%C atdé a coagulacio. No primeiro dia. para cada
é cultura foram preparados 4 tubes: 1 controle e 3 testes. No tubo
% controle fol inoculado somente fermento, na proporgie de 1%, Nos
Lubos teste, adicioncu-se Lambém 0,5% da solugldo da mistura de
; bacteridfages. Na seguéncis dos testes, seguiu-se a metodologla
'f descrita em 3.8.2.. O contedds de berceirco tubo teste, apds a
i ncubacio, fol centrifugade a 2000 10 minutos, raecuper ande—sa =
armazenando-se o sobrenadante em refriferador. No dia seguinte. a
partir"ﬁa segunda transferéncia foli adicionado aos tubos tesbe na
proporcio de 10%. Apds © décimos dia de repicagem, O SOros
provenlentes de cada fermente foram anallzadeoes. %agundm o mbbodd
descrito am 3.2.3., para verificacio da presenca de bacteridfagos.
Fara tal teste foram utilizadas culturas de L. lactis, L. cremoris

e L. diccetvlaciis com as quais, isolames os bacteridfagos.

L 3210, SOLAMENTO  DE  BACTERIAS LACTICAS A PARTIR DOS FERMENTOS
COMERCIAS '

A partir dos fermentos comerciais reativades, foram
feitas diluicdes sucessivas até 10, em &gua peptonada, e 1.0 ml
de cada diluicfo foi plagueada em profundidade em meld AFT. Apds
colocacio de sobrecanada, as placas foram incubadas a 30% durante
48 horas. A seguir foram iscladas coldnias gue foram inoculadas em

telte atd que se constatasse a coagulacio.



321 SENSIBLIDADE  DAS  BACTERIAS  LACTICAS  ISOLADAS  DOS
FERMEMTOS COMERCIAIS A0S BACTERIOF AGOS.

: Oz jsolados foram bransferidos para calde MLY =
5incubaﬁas a 30°C, por 18 horas. &s culturas foram entloc lestadas.
iacm cada um dos bacteridfagos, isolados a partir de amostras de
ésarc daz indGstrias, através do teste de placa de lise, em agar

dupla cemada, descrito no ftem 3.2.3., com um replicador miliiplo.

?; I8 OBSERVACAQ DOS BACTERIOFAGOS ISOLADGS POR  MCROSCOPIA
ELETROMOCA

Para a micfoscopia eletrénica fol onpregada a
; técnica de coloragio nagati?a, utilizando-se dcido fosfotingstico
é CPTAY 1% a pH 7,0 segunde metodologia descrita por HERALD &
| ZOTTOLLA C1088). © material com bacteriéfagos, objeto de analise,
; foi o obtide em 3.2.86, e observade em microscépio eletrdnico de

 transmissio ZEISS CEM 0S2).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 ANALISE DAS AMOSTRAS COLETADAS MNAS INDUSTRIAS

Os lacteococos slo responsivels, primariamente., pela
producic de &cido lactico durante a manufatura de derivados do
iwite, incluindo-se diversas variedades de quei jos. A fermentagdo
lidctica & resultante do crescimento desses microrganismos Do
leite, gque fermentam a lactose conver tendo-a  em  glicose =
gal actose~-G-fosfata, através da enzima fosfo-fF-galactosidase. A
glicose &, entio, fermentada através da via da hexose difosfata.
produzinde Scido lactica como principal proedutce final. A
galactose-6-fosfato & utilizada através da via tagatose fosfato,
produzinde uma gquantidade adicional de &cido lactico (SANDINE,
1SeES . '

Levando em consideracio os dados da literatura, uma
reducio de 10% ou mais na guantidade de &cide lictico praoduzido
por uma  woulbtura, crescida em lelite, na presencs de amostra
suspeita, & tida come indicacdo de pacteridfagos. Assim sendo,
decidimos iniciar nossas investigacSes de baclteridfagos nas
Camostras em gue esse resul tado fosse positive, isto &£, exisltissge
uma diferenca de acidez produzida pela cultura quando sm presenca
da amostra. Desse modo eliminarfamos as amostras negativas, além
de poder avaliar a sfetividade desse método de deteccio de

pacteridfagos.
Nessa investigacfio, utilizamos somente 1 linhagenm

de cada subespécie de Laclococous lactis: L. lactis, L.

diacetylactis e L. cremoris.

Analisando~se os resuliados obltidos em  nosso
trabalhe, a partir dos iLestes de inibicio da producic de acido
jhctico., pela presenca de bacteridfagos, nas amosiras de soro

adicionadas aos tubos tesie, pudescs chservar o seguinte: por
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Cdiversas vezes a amostra adicionada aa lejte, a sor fermenlado
;p@lag culturas, provecou uma gueds na producdo de dcide lactico,
ity

&y mriaﬂtos uma menor medida em graus Dornic (TABELAS 4.1, 4.2 e

4.3,

CTABELA 4.1, Acidez tituldvel (D3 de leitw fermeniado por
: Laciococeus cremoris na presenca de amoslra de soro de

guei jo coletado enm indlGstirias de leite.

AMOSTRSA CONTROLE TESTE DIFEREHCA DE ACTLES MO PLACZSL DE LISE

foni
™

]
b2

EEELY

_é;ﬁ_

 Ba 52 a2 38,4 -
Az 653 40 36,5 -
DB 56 42 28,0 -
' Bz 40 B30 25,0 -
D =7 =4 40,3 -
C Du 51 46 2,8 ~
[ - 54 36 20,8 -
Hﬁ 36 88 3{.}#‘3 e
. Fa 489 a4 30,6 -
L Faz 44 38 13,8 -
G 5O 36 24,0 -
C Ha 48 EF: 14,2 —
46 20 36,8 -

e 2 a8 0,0 -

47 a2 31,0 -

43 53 —~BR B -

40 34 18,0 o

47 4B A8 -

B30 a8 26,0 -

A7 b 3.9 -

86 650 ~7.,14 ~

A8 30 27,58 -

850 C1z 24,0 -

54 32 40,7 -

A8 pza ) 41,86 -

573 36 =2, 1 -

55 39 33.0 -

Q2 50 e 35,0 -
Qs 45 30 20,4 -
G4 83 43 3L .7 -
O B0 41 3,68 -
O B0 38 35,0 -
Q3 650 43 37,6 -
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?&Eﬁh& 4.2 Acider titulidvel de leite fermentaxdo por Lactovcocus
: lactis na presenca de amostra de =zoro de queljo

coletado em inddstrias de lelle.

AMOSTRA CONTROLE TESTE  DIFERENCA DE ACIDEZ (%  PLACA DE LISE

As 53

38 28,32 -
2 50 32 38,0 -
:Bi 5 ) 8o &0 -
Be 42 32 23,8 -
Cr g1 30 41 .1 T
D 53 45 13,2 -
Ex B0 35 28,0 -
EZ 33 2? ig * 1 ﬁ+ ®
Fi1 44 34 22,7 e ®
Fz 53 3@ 3{}* ’? .
G B5G . 36 - 28,0 -
‘Ha 48 38 20,8 pr R S
14 L5 =8 37,7 -
Tz 46 38 17,4 -
Js a3 a6 21,2 B x
Kt 51 LS ! 0.0 254 =
¥z 47 34 27,8 -
a AL B2 i8,.2 -
‘Ea 48 =2 33,3 o
La 47 30 36,1 4+
L 56 49 13,8 14+ #
s 43 32 25 44 w
B+ 477 38 i3 e
TMa B8 24 A8,1 -
Og 5O 30 40,0 B4
‘Ps B3 3z 30,8 -
O &0 41 3.6 B %
Q2 58 36 37.8 -
C Qs 81 41 16,68 -
Qe 60 30 38,0 -
C Qs g2 36 41 .89 -
Qo B2 32 48,3 1+ %
Sy 54 41 38,8 Bt w
‘¢ % 3 - Namero de repeli cBes a partir dos quais fol observada a

formacie de placas de lise.



TABELA 4.3 Acidezr titulidvel de leite fermentado por laclococcus
: diacetviactis na presenca e auséncia de amostra de soro

de queijo coletado em indistrias de leita.

AMOSTRA CONTROLE TESTE DIFERENCA DE ACIDEL (33 FLACS DE LIGE

87 38 . 33,3 -
Az 56 a8 se.1 -
- Ba 834 o1 13,8 -
- Ba 43 a8 11.5 -
PG 56 47 16,1 -
D BO 81 15,0 -
‘ Es 56 40 8,8 -
- Ea 45 3% 21.7 o
CFs 5O B - 28,0 -
cFe - 585 40 a87.8 -
Y B a8 38,6 -
| Hs 44 40 9,1 -
o 45 34 20.8 -
‘Iz 21 45 11,7 -
:: Js éﬁ 32 3{}9‘% .
CKs 4B 853 ~18,.8 -
CKa 43 38 11,5 -
- Fs 82 e ~1.8 -
© Ba 8BeE A0 B7.3 -
© La B7 32 43,8 -
[ - 8 513 2.1 -
La 45 40 11,14 -
CMs 85 38 32.1 B
. M 5@ a2 45,7 -
s B2 38 26,8 -
© Pa 55 38 32,1 B4+ %
Qs : £4 43 3= 8 By %
7 &1 A2 3.1 J+ w
C s 43 G 1&,. a8 -
B+ &5 43 B3.8 -
SO 62 43 30,8 -
C e 56 43 24.8 -
L Qe 8% 41 55,5 -
¢ % 3 - Nimero de repeticBes a partir dos quais foi ohservada &

formacis de placas de lise.
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Por esses resultados, poderiamos supor gue lLodas as
émmstra& coletadas, estavam contaminadas com particulas fégicas
égpecificag para as culturas puras, com as quals estAdvamnos
{mabalhande, &, portanto, iriamos isolar bacteridfagos para as 3

subespdoies empregadas.

: Entretanto, © sore produzrido a partir de cada
é;r escimento na presenca das amostras coletadas na inddstrisa,
@uamdﬁ: submetido ac teste de placa de lise, para consitatar a
é’:ar wsenca de bacteridfagos, aprssentou resultados var iados & nem

é}.empre fai observada a presenca de baclteridfagos.

__ No caso do crescimento do L. laciis (TABELA 4.20 e
4:3:3 L. diacetvlaciis C(TABELA 4.3, a relacldc entre a diferenca de
facit}ez ehtida npos tubos controle e teste foram semelhantes, mas
nem sempre associada com a presenca de bacteridfagos. Podemos
nwtai alguns casos de presenga de bacteridf agos 2m todos os Lubos
gie repeticio de uma mesma amosira (8+3, havendo casos em que nen
}t.@das as repeticBes apresentaram bacteridfagos. varlando de (142 a
t£+} 14 em relacSc ao crescimento do L. cremoris (TABELA 4.13,
@mtzc:z"a a diferenca de acidezr entre controle e teste ter sido uma
nnmsianta, nic conseguimoes obler resullados positivos nos testes

g:ie placa de lise.

Esses resultados indicam gue, pelo menos m DOS5as
:rscndiz;&es experimentais, ndo fol possivel, prever a presenca de
bactar;ofagos, em amostras provenientes da indisiria, atrédves da
;verz ficaclo de depressic de 10% ou mais da capacidade acidificanle
;ﬁrm presenca de amostra suspeiia de bacteridfages, conforme afirma
;a literatura. Além de fatoe de constantes quedas nos valores de
ia.;:i dez, nem sempre estarem relaclionadas c<com & prasencs cle
é;bacteriéfagog, (74 dos casosd, podemos notar. na TABELA 4.2, gque
;_a amostra Ki, smbora ndo tenha causado queda de acidificacic, na
?f‘erm&niag‘;ﬁa do leite pelo L. lactis, mostrou atividade Tagica =m

teste de placa de lise.

£ possivel supor gue a presenca de outrons agentes
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Einibidoraa ue A bacteridlagos, OO anlibidticos etd
sanitizantes presentes nas amostras oriundas das indistrias, sejanm
%us responsdvels pelas diferencas de acidez ochservadas, sSen due S
;detactaﬁge a presenca e bacteridfagos. Ezza suposicio,
;Qntrabanbﬁ. & improvével, wuma vez gus a grande maioria das
;amostras? oriundas de diferentes lacticinios. compor tou-se  de
forma muito semelhante. Por outro lado, essa hipdtese nlo deve ser
;tatalm@nt& descartbada porgue a coleta das amostras nEo foi
%acampanhada e nio foram realizados os testes para a verificacic da

‘presenca de outros inibidores.

42 ISOLAMENTO DOS BACTERIOFAGOS

Paras btal investigacfo foi utilizada 1 linhagem cles
éaaéa subespécie de lactococos: L. lactis, L. cremoris e L.
;diacﬁtylatis. Desge i [e izol anos ig hacteriofagos, iz
Eeﬁp@cifica& para L. lactis, 3 especificos para L. diccetylactis e
;& capaz de lisar ambas as subespécles CTABELA 4. 43. '

_ A infeccic de 2 subespécies por um mesmno Lago jé
Efgi reportiada por CHOFIN et al. CAOTEY. Nio observamos atividade
éfégima. para L. cremoris em nenhuma anostra analisada. © gue,
;ﬁagundo LAWRENCE ef al. 107683, deve-se &as caracteristicas
édaa hacteridfagos de L. Cremcris, e aprasanban mal or

iegpécie*eﬁpezificidadé do gue os bacteridfagos de L. lactis.

Tentamos, bambém, isclar bacteridfagos diretamenie.
S a partir de amosiras provenientes dos laticinios, nidc sendo bem
% sucedidas as tentabtivas em alguns Casos. Por esse motivo, oplamos
i por usar © soro resultante do teste descrite em 3.2.1.. gqgue
possibilitaria a amplificaclc dos bacteridéfagos enxistentes nas
amostras provenisntes da inddstria, guando em presenca da

respectiva bacléria hospedelra. Tal procedimentoc mosirou-se

A%



‘adequado, pols. constatamos a ocorréncia de placas de lise
‘congruentes  indicando alta concentracio figicae, evitande falsos

resultados negativos.

TABELA 4.4. Relacfo do tipo de amostras avaliadas nos diferentes
: lacticinios & atividade fagica ohser vads fias

diferentes amosiras.

CHOIGo DA ATIVIDADE FAGICA

LACTICENIO-PRODUTO AMOSTRA Ceddige do fagod
A - PROVOLOHNE B -
MOZARELA ) -
B~ HMOZARELA Ba -
- B2 -
- Ba -
¢~ MOZARFLA Ca ca (L. loctisl
D - MINAS FRESCAL Da -
E ~ FPRATC Ei - .
MOZARELA Bz we (L. lactisl
F o~ MOZARELA Fa 2 0L, Lactisd
PARMESAD Fz ' -
PRATO = ¥a -
& — MOZARELA G -
H o~ - Hsz e (L. laociis?
I ~ MINAS FRESCAL Ia -
MOZARELA Iz -
J -~ MOZAKELA Js Jr (L lactiss
K -~ - Ea ke CL. lactisr
—_ ¥z -
L ~ MOZARELA La 12 CL. lactisd
HINAS FRESCAL l.z 1z CL. lactisd
RICOTA ' l.as 1z (L. bactisd
M~ MOZARELA M me CL.diacetvlactisld
H - MOZARELA Me -
G~ MOZARELA Qs o CL.lactisd
P -~ MINAS FRESCAL Pa pe (L. diacetylaciisl?
g ~ PROV/MOZARELA {n agp (L. lactis e L, diaceiviacliis)
EDAM {3z gz (L. dlaceiylaciisd
COBOCS Qs =
MI NI ~LANCHT Q4 -
PROVAMLID.CGOCIO G -
PRATO e ge CL. lactiss
PROVOLONE e g7 CL.laciisd

(%) B méses depols

; -3 producio ndo informada
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_ Frse teste foi imporiante tambdm pera avaliar a
greal infludneia dos bacteridfagos na inibicido da produclo de Acido
ﬁéﬁtica, uma vez que a simples diferenca de 10% antrs_aé valores
éde acidificac8o, nfo foram suficientes para indicar a presenga de

pacteridfagos nas amosiras.

: Vs bacterié&fagos produziram pilacas d lise
?circulér, com bordas nitidas e interior livre ds crescimsnbo
Ehaata#ianc, o que demonsira a virulédncia dos bacteridfageos contra
éaa b actérias testadas. Para a preparacdo dos sestoguss dos
ébact@riéfagéa, foi feita a amplificacdo dos isclados, obtendo-se
;tituias em torno de 10° UPP/ml {unidades formadoras de placad. 4
éamnservacaa desses estogues por 4 meses, nae alierou o poder

éinf@ctamta das particulas.

Os dados evidenciaram a presenca de alividade
éfégica am B8.0% daz inddstrias avaliadaz, utilizando-se aponas 1
§linhagem de cada subsspécie de lactococos. Considerando-se as
fcaraataristicas de espécie-sspecificidade dos bacteridfagos,
Eprovavaimenhe, utilizando-se wum maior numero de  linhagens  de
ébéatériaa, o niimero de bacteridfagos isolados seria maior. HNa
é?zﬁURA 4.1, podemos observar ums fotc em microscopia eletrdnica,
éda um dos bacteridfagos especificos para L. lactiis, isolado a

‘partir de amostra de inddstria.

Esses resultados, ainda que avaliados apanas o
épmnta de  wvista gualitativo, mostram gue & Po@sSenca de
;baztariéfagaa na inddsiria paulista de queijos & real, sendo
%Qﬂrtantc, @ssenclal a adocio de medidas preventlivas,
éprincip&lm&nte~ sanitizagio, adeguade manejo do soro dentrae da
éindéatria o rotacie de culiuras, para que oF 2 nivels de

‘eontaminacio ndo atinjam wvalores preccupantes,

47



FiGURA 4.1. Fotonmicrografia de bacteridfago de L., laciis isclado
da indGsiria (Microscopia eletrdnica de btransmiszsic -
B7.000 x2.

Esses resultados, ainda que awvalizdos apenss  do

ponte  de  vista gualitative, mostram gue & BT 838N de
bacteridfagos na inddstiria paulista de quel jos & real, sendo
portanto, essencial a adocio dg medidas preventivas,

principalmente sanitizaclo, adequado manejc do soro dentro da
indistria e rotaclc de culturas, para que o npiveis de

contaminaclo ndo atinjam valores preccupantes.

43 WFLUENCIA DA ADICAO DE MISTURA DE BACTERIGFAGOS NA PRODUCAD
DE ACIDO LACTICO PELOS FERMENTOS COMERCIAIS

Us valores de acidez, obtidos apds B horas de
incubacBo,variaram de um fermento comercial para oulro, o gue ja
era ssperado, uma vezr que possuem difereniss composicBes CTABELA
4.52. Podemos notar diferencas significativas de acidez enire o
controle & o tesile somente no caso de dois fermentos do ti o QL o

fermentos O3 & Cs.

48



TABELA 4.8, Acidez tituldwel (D0 do leite fermentade por
: diferentes fermentos comercialis na presenca (Teslel
e ausdncia (Controle) da mistura de bacteridfagos.

FERMENTG LONTROLE TESTE
Bl PB4 £}
Ble 75 78
B 87 87
BDs 8z 82
Da 27 a8
Da "o 89
Qs G4 4
Oz 5y 58
Oa L )
Ce T LS
O B3 g3
SIHMPLES a2 83

®Leite fermentado por 8 horas a 30°C.

Embora o outreos fermentos ndos  tenham sofrido
édifaranaas no poder de acidificagie, quando em  presenca whes
' pacteridfagos, 1ssc nae gerante gus, oom O uUsSo constants em ums
;indﬁstria, esse comportamento seja mantido., bhmbora of niveis de
éaaiﬁaz nic tenham sido comprometidos nesse tLestie, o bacteridsfagos
;pgdem tor-se multiplicade & atingido niveis maicres gue o inicial,
§$em ne entanto afetar as bactérias fermentativas rapidasz. Essa
éraaist@ncia parcial aos bacteridéfagos pode ter criasdo uma situacio
de semi-estabilidade do fermento, passivel de alteracic durante
%3ub¢uitivm54 O desbalanco das cepas pode slevar a proporgdo de
;linhagans sensiveis expostas 3 agdo litica dos bacteridfagos gue

D foram mantidos.

Segunde STADHOUDERE & LEERDERSZ (1€&43, testes oo
épariadma menores de incubagico (6 horas a 30°C) sdc mais adeguados
;par& a avaliacioc do comporiamento de fermenios. na presenca de
; bacterisfagos, oM COMparacac com 24 horas a 2Z0°C., Em pericdos mais
i curtos. & menocs provéavel a adaptacio do fermento em contato com oo

C bacteridfagos, considerando-se a existéncia e zalecio de linhagens
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resistentes. Diante dos resultados obtidos, podencs conclulr. qus
se os fermentos comerciais analisados nio sofreresm contaminagio
por bacteridfagos, atéd a fase de ulilizacio industrial., a presenca

de bacteriéfagos, no leite, ndo causaria danos ao processanento.

: Uma melhor avaliacko do sfeitc dos bacteridfagos,
;no compor tamento dos fermentos, pode ser feita com base nos dados
;ﬁa TABELA 4.6, onde verificamos a diferenca percentusl de acidez,

enlre o controles & o teste, on Ffuncio do tempo de fermentacico.

_ Ho caso dos fermentos O & Ce, nolanos gque as
ﬂiferemca& de acidificacBe foram acentuando-se com o tempo. Us
éfarm@ntas Oz & O3 apresentaram valores de acidez final menores do
§u® todos os demais C(TABELA 4.82, =, talvez, por ssse solivo, a
éavid&ncia do comprometimento causado pelos bacteridfagos nidc Lenha
iaida tE8s clars. Ao contririco, no U4, nota-se uma nitida diferenca

?Lantm na acidez Tinal quanto av longo do Lempo,

iTAﬁELA 4.8, Diferenga percentual entre a acidez titulavel C°D3 de
: leite fermeniade por diferentes fermentos comercials
na presenca © auséncis de bacteridfagos, em fungie do

pempo de incubagio.

Diferenca de acidez O30
FERMENTO 4 horas & horas 8 horasg

Bin
Bha
BDa
BDw
71
5]
Oa
O
s
Ta
Dz
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3
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Uma vez que o desenvol vimento acsleradoe de acidsz
depends da presenca oo linhagens fermentadoras rapidas, podencs
sugerir que o farmonte O4 mostrou-se mals prejudicade porgue
justamente suas linbagens fermentadoras rapidas, foram as que
mostraram sensibilidade aos bacteridfagos, Ainda assim. ndo
podemos conclulr gue osses formentos seriam inadeguadcs b producio
de queijos em uma inddstria. Segundc STADHOUDERS & LEENDERD
C1084Y, smbors no cultive de culturas iniciadoras. & contamni nacdo
com poucos bacteridfagos possa afetar significantemsnie os rniveis
do acidez, © nivel critice de contaminacico por bacteridfagos, na
fabricacic de gueijos. @ muitc malor, devido as limitacdss
impostas pelo codgulo, na dispersic de bacteridfagos pars as

diferenies baciérias presentes no far mento,

_ Por outre lado, a multiplicacdo fagica pode @l avar
o niveis de hacteridsfagos » 2mesmno nZc havendoc um imediato
compromatinento da producida, se nao forem tomadas medidas

preveni.ivas pod@m GuUor rer transtornos posterliores.

4 L ATIVIDADE FAGICA EM FERMENTOS SUB=CULTIVADOS DIARIAMENTE

Os fermentos licticos mesofilicos, normalments, sio
constitulidos de diferesnltes cepas de lactococos qgue podem conber
célulag wvariantss. O subcultive (repicagem) pode predispor uma
cepa & dominar a% outras. alterande a composiclc inicial do
fermentc (LIMSOWTIN ¢ al.. 1076, COLLING (19813 alribul mssas
habilidade do dominio de algumas Copas, durants o subcultive, &
diversos fatores:; diferencas nha duracio das fases de laléncia de
crescimento, difersncas na razio de orescimento, diferencas na
telaerdnoia @ 2 produteos finals do metabolismo, variaches nos
regquer i nentos nubriciconais = variaches no estade fisicldgics das
c&lulas. {evando-se eom consideracio tais aspactos, Lorna-se

svidente Jus UM OEERO fermente nio  apresentarasa o mwsnc
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- compor Lamentio, @B presenca de bacteridtfagos, guando submetlido a
Creplcagens Sucessivas, sam comparaclco com  ©  comportamsnto

§apregaﬁtado ewm apenas § horas de fermentacac.

O teste de atividade fagica, w=sm fermentos
?rapicadmﬁ diariamente foi feitoc com 28 fermentos mistos (D=, Bl &
01> e um simples (L. diacetylactisd (TABELA 4.73.

% TABELA 4.7. Diferenca percentual entre & acidez tituldvel <TI0 do
lgite fermentado na presenca » 2 ausdéncia  de

bacteridfagos por fermentos sub-cultdvados diariaments,

DIFERENGA DE ACIDEZ TITULAVEL (0

FERMENTG COMERCI AL

| BUB-CULTIVO

Blx L o4 SIWPLEE
L. diaoeiviactiisd
i 2,7 0.0 F e EERY
2 3,7 2,0 =,0 8,0
2 7.1 2.0 0.0 0.0
4 5.8 0,0 a.8 5,0
8 2.8 Z,0 0,0 4.3
& 7.8 Q.0 2.2 4ok
7 8.2 0.0 14,0 8,1
] .0 .0 8,3 9,6
2 G, 0 G,0 12,8 4.1
10 + 0,08 + 0,0 i2.28 0,0
11 + 11,0 + 18,7 0,0 o,0
i2 + 10,0 + 7,8 0,0 4,1
13 + 5,0 + 0,0 0,0 0.0
14 + 13,2 + 3,8 4,1 0,0
18 + 0,0 + ,0 3,0 0.0
18 + 11,90 + 0,98 10,8 GL.0
i? + 7.8 + 0,0 .8 0,0
ig + 18,0 + 2,0 4.4 0,0
ia + 20,7 + 3.8 17.6 &,0
=20 + 18,8 + 1.8 2,0 .0

£+ Pressnea de bacteridfagos
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ALd o didcime dis de respigus nobamos gques somenLle o
farm@n&a 0: apresentou difersnga na capscidade de acidificacido
§maiar ou igual & 1033 entres controls ¢ o teste, 2 & pariir desse
%‘epiqua, nota-se diferencas também no Bx e De. Ho esntanto, as
{:iifar@m;a5 no fermento E nds se manbém significativas. Fazendo as
%néiiseg dos soros provenisnles da formentacdco do leits pelos
fﬁrmﬁntag, no 105 dia de repigque, verificamos & presenca  de
bdﬁt&é‘?lﬁfu&(}@ﬁ nos soros obbidos a partir do desenvolvimenio dos
farm@ntca B @ Dz. Esses bacleridfagos mosiyaram- s sensivels s
11nh¢gens de lasctococos. & partir das guais, fizemcs o isclamsnto
%ﬁas amostras das aindidsirias . portanto. Supbe—58 gus ¥ To s

mesmos adicionados no inicic do experimento.

: Com relacio ao fermento De, podemos ROL&r que nac
'i'zauve queda na capacidade de acidificacioe (TABELA 4.72 mas. por
muhrc ladoe, notamos & presenca de bacteriéfagos nos soros oblidos
ate o Gliime dia de teste, mosirando qus o bacteridfagoe contlnuou
35 mantends nas repicagens di Arias, embora sem provocar gueda na

c;ap«a{;lciade do acidificasic do fermanto.

: Os bacteridfagos gue s& mantiveram no fermentoc Bk
Emmtraram censibilidade 5 cultura padrdc 268 (L. lociisd # a5 do
é‘f‘armanta Dz para & 343 (L. diaceiylacits’s. 0 gues pudsmos, apds 20
éaubwcul‘hi vos SUCHSSL VoS, ¢ gue houve & manutsncioc de bacteridfagos
gnc;z formentoc D, sem entretanto alterar sua capacidade de
%ac:idifiicar;ﬁo. Tzl resultado concorda com o8 dados obtidos por
EE%NDEHE et l.ClO6B03, o gual observou que, m Cass de contami nacio
Eda fermentos mistos. as linhagens de L., ilacéis @ L. cremoris gue
ira,%ic; tonham sido atingidas pelos bacteridfagos especificos para L.
gcﬁiac&&yiactis, continuem a produgsko de acidez sm niveis NoOrmnais.
;Esa‘sa Ltipo de infeccio, entretanto, certamenie vai provocar ogueda
éno nivel 4 diacetil produzido, oom consequentie preliudizo no
compor tamento aromatizante do fermento. Além dissc, & manutancdo
desse bacteridfago “ndo aparsnts’, &m uns planta de processamento
pode Lrazer consequinci as desasirosas Case S jam introduridas no

processc. culturas produtorss de &cido sensiveis & tal infeccdo,
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rr relscic ao fermento Bl nota-se ume variacic na
capacidade de acidificacio. influenciada pelas transferéncias =
ipravaveim@nte pela acic dos bacteridfagos, mosirando portanto, gus

L& composicio do fermentc se altercu com oF subcul Ll vios.

: o fermento O wmbora ndo verificada a manulencio do
fbactari&fag& apSs reoplcagens | SUCSSELYas, monhra diferencas
?axpraagivas de capacidade Termentativa. No caso doz {ermentos, gue
En&u mantiveram oo bacteridfagos nas reploagens sucessivas, ics
id@monstrada a imporiidncia da rotacdo de culluras, uma vez gue, &
ftaiﬁ farmentos. nio havia cepas sensiveis a ponto de aumsentar o
Enival de infecclis, e os bacteridéfagos adicionados perder an-se

‘durante as repicagens, por falta de hospedsiros,

4B SENSBILIDADE  DAS BACTERIAS LACTICAS ISOLADAS [OS FERMENTOS
: COMERCIAIS AOS BACTERIOFAGDS

Tabendo-se que um  dos métodos utilizados pela
D inddstria para conbrolar oS bacterisfages & a rotacdo de culturas,
torna-se extremdmente importante conhecer o niwvel de sensibilidads
das linhagens componentes dos farmentos, G relagho

aom bacteridéfages sxistentes na prépria inddsiria.

fese Loste, cujos resultados sncontram-ss na TABELA
4.8. foi feito para oz {ermento BDs. Dz, O & Os, gus apressnlaram
diferencas na capacidade de acidificagio em presenca de
bacteridfagos, @m testes anleriores. A partir do fermentc Bbi
foram isocladas e seleciodas. de forms aleatdria, 56 culluras. das
guaiz 1% mosiraram sensibilidade aos bacleridfages da nossa
colecie (TABELA 4.80, © que representa 3% de sensiveis. A parbir
do fermento Dz, foram iscladas 4% bactériass, 40% das quais

mostbraram—se sensivels a algum dos baoteridfagos tssiado.



Com relacSc asoz fermentos O3 @ Os, as  CEPAs.
aam;mnéntaa foram cedidas em cultura pura pslo fornescsdor., nEaEo
havende necessidade de reisclar, Das © cepas constituintes do
fermento Oz, somente uma mostrou sensibilidade aos bacteridfagos
testados. No ferments Ce4, constitulde de 4 cepas, © oepas
apresentaram-se sensiveis. Ma TARELA 4.8, estio listadas apenas as
bactdrias iscladas. componentess de cada fermente. gue most.rar am

sensibilidade a pelo menos um dos bacteridfagos de nossa colecia.

HEMNING ef ai. (19B82, om seus experimenlos.
alribuiram & aussncia de bacteridfagos ativos coonbra certlas
linhagens, ao fatc de essas linhagens néo terem sido utilizsdas em
fébricas nas guais se isclou seus bacieridfages btestados. Com bDase
nescas observactes, podemos supor que OF fernentos testados itenham
sido recentemente wtilizados nas fibricas de onde foram isolados

os bacteridfagos de NosSsa colachio.

Podemos notar, gue detsrminados bacteridfagos ds
nosss colecic, ndo se mostraram infeciivos para nenhuma das
bactérias iscladas a partir dos fermenitcs Cce, fi, hi, g6 & g,
Ao mesme Lempo. nobamos gque o fago pi, originslmente isocladoe para
um L. diacetviactis mostrou infectividade para a quase total idade
dam bactérias isoladas, coloeande eom  quesidc o grau de
gspacificidada'desse fago.  Entretants, as condichBes de realivacio
» gual o fermenta foi submetido antes do isclamento (& temperatura
de 22°Co,. nio permitiu condicles para que a pecuena  porcentagen
dossa subsspscie, contida originalmente  no fermento, fouse
alierada a ponto de existir em maloria guande iscladas  as

culiuras.



TABELA 4.8. Sensibilidade fagica das bactérias iscladas do=

fermentos comerciais.

Bacteridfago
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Segundoe CHOPIN et ab. CLO7ED, linhagens rosistenlss
épmdem apresentar sensibilidade a um P UISTIC nlmer o cli
}bactwriéfagcs (provavelmente nio isclados em nosso trabalhol ou
talvez seiam mutantes fago resistentes, o gue explicaria o fato da
nic sensiblidade de algumas baclérias soshacteridfagoes avaliados

neossas oondlohes.

{evande em consideracBe que o5  bacteridlispos
testades foram isclados a pariir de virias industrias, podemos
considerar como DOAS a8 caracteristicas dos fsrmesntos Lestados e
relacho & resisiéncis aocs bacteridfagos,. ainda gue conlanham Cepas
sensiveis, uma ver gus foram tastados, na pressnca de uma mistura
de bLacteridélfagoes procedentes de di ferentes f[abricas. EBm cada
indGstris individual, e5s5e8 fermentos Leriam provavelmente um

- melhor desempenhoc.

Com base nos dados de sensibilidade indi vidual
sos bacteridfagos, podemcs estabelecer ums relacdc com OS

rasul tados obtidos nos demals Lestes.

Ne caso dos fermentos Bls e Dz, pudemos nolar que ©
namerc de bactérias sensivels & bacteridfages, ol pequenc o
bastante para nag Causar guedas significativas na capacidade de
acidificacio do fermento Cmaior ou igual 10%3, sm 8 horas de tLeste
CTABELA 4.5%. Os fermentos Uz e U4 a0 conbraric. apresentaram uma
relacic entre as cepas resistentes @ sensiveis, suficienie para
causar diminuic8o na capacidades de acidificacie do fermenta. O
ferments Oz, em gue somente 1 das 5 cepas conponsnles mostrou-se
sensivel., apresentou uma diferencs na capacidades de acidificagic
de apenas &%, snquantc gue © fermento Os gus Leve melade de suas
cepas componentes consiveis a algum fago d&a colecdo, apresentou
gueda acentuada na capaci dede de acidificacic, notada logoe nas
primeiras horas de tonte, Esses resultados mosiram gque as Cepas
resistentes ndc foram suficientements rapidas na produgdc de acide
l1adctico, de mode a repsrar o dano causada pela gusda de

produtividade das c@pas sensiveis, em 2 horas de iteste. Por outro



ladoe, ndo se pode descartar uma possivel recupsrasdc do nivel de
cap&m;dmde de ascidificacio desse fermentc sm 24 horas. uma vez que
o nivel da populaclc passaria a manler-se estavel . depois gue

*_Lm:iaﬁ. an cdlulas sensiveis fossem lisadas.

_ Analisande oS rosul tados da infludneia dos
bmcter iéfagos nos fermentos sob repicagem didris, notanos quedas
=i gnificativas nDa capacidads de pr oducic de Acido lacltico do
?f@r* mentc  BbDs. provocada provavel mente pela infludncia dos
fbacher i&Fagos sobre  as bactérias sensivels presentes. Sob
x Bl cagens constantes, © egquilibric enire as Cepas pr esentas ol

al terado, pr edomi nando justamente agquel as sensiveis &

bacter 1 5fagos.



5 CONCLUSBES

Foi possivel isclar becteridfagos de Laciococcus lacliis, e

£

- apostras de soro de guel jo de BSX das inddstrias leite do Estade

de Sio Paulo avalladas.

o

. A anidlise de acidezr revelou gue 744 das amcstrazs de soro de
quel jo, provocaram uma dimdnuiclo na capacidade acldificante, das
bactdérias lécticas wusadas, maicor gqgue 104, sem, nhoe sihtanto,
constatar a presenca de bacteridéfagos. Ests parametro, portando,
ndo permite a avaliar corretamente a presenca de bacteridfago en

ums anostra.

3. 4 prevaléncia de bacteriéfagos em amostra de soro de guel jo,
mostrou-se ser malor para loactecoccus laciis 85p. lactis do que
para L. factis ssp. lactis var. diacstylaciis, nic sendo isclados

pacteridfagos para L. lactis ssp. cremoris.

4. A presenca de bacteriéfagos provenientes da inddsiria. Tigs
ccasionou inibicio da produclo de bcide lactico, da maioria dos
farmantos liécticos comerciais usadeos nos estudos, em 8 horas S

fermentacio.

2 Sob condiodes de sub-culiive didrio, os fermentos lacticos
mantim as particulas fagicas, mesmo nde interferipndo na capacidade

de acidificagio, apds 20 sub-cultivos

. O comporbamentc de acidificacido dos fermentos laclicos fol
varisvel apds 20 sub-cultivos replicagens em  pressnca  de

macteridfagos.

2 & relacglo entre baclbérias sensivels & bacidrias resitentes aos

pacteridfagos presentes em fermentos licticos comercials fag

vari&wel.



(8. Alguns bacteridfagos isclados da indGstria nio ss mosbrar ae
;lnfectivoa % penhumns das bactérias isoladas dos fermentos; um dos
- pacteridfagos isclado pars L. diacetviactis mostrou infectividade

para a maioria das bactérias iscladas.
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