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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos isolar bacteriofagos de amostras de leite, soro e
queijo de Coalho e avaliar a resisténcia de cepas de Lactobacillus paracasei, pertencentes a
Colecdo de Micro-organismos de Interesse para a Agroindustria Tropical da Embrapa
Agroindustria Tropical aos fagos isolados, visando a elaboracdo de um fermento latico
especifico para fabricagdo de queijo de Coalho. As amostras foram obtidas em quatro
Unidades de processamento de queijo de Coalho, sendo duas artesanais e duas industriais,
localizadas no Ceara. Para o isolamento dos bacteriéfagos foi empregado o teste de lise
celular (teste spot), enquanto que a resisténcia das culturas aos fagos foi avaliada pelos testes
de capacidade de produzir &cido e de turbidez. As cepas avaliadas foram resistentes aos
bacteriofagos provenientes das Unidades de processamento de queijo de Coalho.
Posteriormente a resisténcia destas cepas a fagos da Colecdo do Instituto de Lactologia
Industrial (Santa Fe, Argentina) também foi avaliada. Novamente as bactérias foram
resistentes aos fagos testados. Os resultados obtidos indicaram que as culturas laticas testadas
sdo resistentes a bacteriofagos e podem ser utilizadas na composicdo de fermento latico
destinado a elaboracédo de queijo de Coalho, a partir de leite pasteurizado.

Palavras-chave: queijo de Coalho, bactérias &cido laticas, bacteriéfagos.



ABSTRACT

The aims of this work were isolate bacteriophages from milk samples, whey and
Coalho cheese and evaluate the resistance of strains of Lactobacillus paracasei from
Interesting Microorganisms to Tropical Agroindustry Collection belonging to Embrapa
Agroindustria Tropical, to isolated phages, with the purpose to elaborate of specific lactic
yeast for the Coalho cheese making. Samples were obtained from four Coalho cheese
processing units, which are two artisanal and two industrial, located in Ceard. For the
bacteriophages isolation it was employed lysis cell test (spot test), while cultures resistance to
phages was evaluated by the acid production and turbidity tests. Strains tested were resistant
to phages isolated from Coalho cheese processing units and also to phages from Industrial
Lactologia Institute’s Collection (Santa Fe, Argentina), which were tested later. The data
showed lactic cultures evaluated are resistant to bacteriophages and they can be used in the
composition of the starter cultures designated to Coalho cheese manufacturing from
pasteurized milk.

Keywords: Coalho cheese, lactic acid bacteria, bacteriophages.
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1. INTRODUCAO

O queijo de Coalho, um dos queijos mais tradicionais produzidos no Nordeste
brasileiro, apresenta tecnologia de fabricacdo simples, sendo amplamente fabricado e
consumido nesta regido. Nos ultimos anos este produto comegou a ser também produzido na
regido Sudeste, aonde vem sendo cada vez mais apreciado como acompanhamento de
churrascos e outras refeigdes.

De acordo com Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de queijo de
Coalho é o produto que se obtém por coagulacdo do leite por meio do coalho ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acdo de bactérias laticas
selecionadas, e comercializado normalmente com até dez dias de fabricacdo (Brasil, 2001).

A legislacéo brasileira estabelece que o queijo deve ser produzido a partir de leite
pasteurizado (Brasil, 2001), contudo muitos produtores rurais ainda utilizam o leite cru, o que
representa um perigo em potencial para a saude do consumidor, devido a possibilidade de
veiculacdo de micro-organismos patogénicos.

A pasteurizacdo, além de destruir os micro-organismos patogénicos, promove a
destruicdo da microbiota natural do leite, afetando o desenvolvimento das caracteristicas
sensoriais do queijo. Neste sentido, nos Ultimos anos, pesquisadores em todo o mundo tém se
preocupado em selecionar bactérias acido laticas (BAL) pertencentes a microbiota latica
natural do leite cru e de queijos artesanais regionais, de modo a obter fermentos iniciadores e
adjuntos especificamente preparados para adicdo ao leite tratado termicamente e destinado a
producdo de queijos.

BAL constituem um grupo de micro-organismos Gram-positivos frequentemente
utilizados em fermentagcBes de alimentos. Essas bactérias ao fermentarem carboidratos,
produzem 4&cido latico, sendo consideradas as principais responsaveis pela acidificacdo do
queijo. Essa reducdo do pH auxilia na atividade do coagulante, na expulsdo do soro da
coalhada, na definicdo das caracteristicas sensoriais do queijo e na prevencdo do crescimento
de patogenos.

Entre as caracteristicas tecnoldgicas que as BAL devem apresentar para serem
utilizadas na composicdo de um fermento latico destacam-se: capacidade de acidificagéo,
capacidade proteolitica, producdo de aroma e tolerncia a cloreto de sodio. Outro fator

importante a ser considerado € a sua resisténcia a infecgdo por bacteriofagos.
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Bacteridfagos, também denominados fagos, sdo virus que infectam bactérias
podendo causar dois efeitos: lise celular, causada por fagos virulentos (ou liticos), ou
permanéncia na célula hospedeira devido a integracdo do DNA do fago ao DNA do
hospedeiro, ocasionado pelos fagos temperados (ou lisogénicos), num estado chamado
lisogenia. Como conseqiiéncia da infeccdo por bacteriéfagos pode ocorrer a diminuigdo da
capacidade de acidificacdo das culturas laticas, resultando em problemas como a auséncia da
fermentacdo e ma dessoragem do queijo ocasionando substanciais perdas econdémicas
(ALLISON; KLAENHAMMER, 1998)

O persistente problema de infecgdo por bacteriofagos em industrias de laticinios
tem fomentado a demanda por pesquisas para o desenvolvimento de fermentos laticos
compostos por culturas laticas resistentes a bacteriofagos. Neste contexto, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar cepas de BAL, previamente caracterizadas, quanto a resisténcia a
bacteriéfagos. Com isso, espera-se contribuir para a selecdo de micro-organismos visando a
elaboracdo de um fermento latico adequado a fabricacdo de queijo de Coalho a partir de leite
pasteurizado e, desta forma, favorecer a manutencdo das caracteristicas sensoriais tipicas

deste produto.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a resisténcia de bactérias &cido laticas a bacteriofagos provenientes de

Unidades produtoras de queijos de Coalho artesanal e industrial.

2.2. Objetivos especificos

e Promover o isolamento dos bacteriofagos das amostras de leite, soro e queijo de
Coalho de duas Unidades produtoras artesanais e duas industriais;

e Avaliar a resisténcia de cepas de referéncia de BAL aos bacteriéfagos presentes nas
amostras;

e Avaliar a resisténcia de cepas de BAL pertencentes a Colecdo de Micro-organismos de
Interesse para a Agroindustria Tropical, da Embrapa Agroinddstria Tropical a
bacteriofagos provenientes das Unidades produtoras de queijos de Coalho bem como
aos fagos da Colecdo do Instituto de Lactologia Industrial — INLAIN, Santa Fe,

Argentina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Queijo de Coalho

O queijo é um alimento rico em proteinas de alto valor bioldgico, célcio, fésforo,
zinco, iodo, selénio, vitaminas e oligoelementos, existindo em todo 0 mundo mais de 1.000
tipos, feitos a partir de diferentes leites e diferentes processos de producdo (LACTEA
BRASIL, 2006).

A historia do queijo remonta a tempos antiquissimos. Acredita-se que ele tenha
sido descoberto antes da criacdo da manteiga, embora muitos especialistas considerem a Idade
Média como o marco inicial da sua fabricacdo. Ha relatos de consumo de leite coagulado
datando de 7.000 anos a.C. e achados arqueoldgicos revelam a existéncia de queijos feitos a
partir de leite de vaca e de cabra h4 6.000 anos a.C. (PERRY, 2004).

Era comum que viajantes e mercadores ha centenas de anos, transportassem leite
em um cantil feito de estbmago de carneiro. Desse modo o leite coalhava e formava o queijo.
Ha registros de Columelo, um romano amante da boa mesa, da fabricacdo de queijo num
tratado de Gastronomia do século | a.C. Nesse periodo tinha sido descoberta a prensa, que
permitia obter queijos de pasta ainda mais seca e dura (LACTEA BRASIL, 2006).

No Brasil, atualmente, a producdo de queijos é bastante expressiva. Pesquisas
realizadas pelo SEBRAE (2008) mostram que entre 2002 e 2006, este mercado cresceu cerca
de 20%, com a producdo passando de 477.300 toneladas para 572.000 toneladas por ano,
sendo o estado de Minas Gerais o maior produtor brasileiro (PERRY, 2004).

O queijo de Coalho é um dos produtos lacteos mais tradicionais produzidos no
Nordeste brasileiro, sendo o queijo mais difundido no Estado do Ceard. Possui grande
importancia socio-econdmica, com expressiva participacdo na fonte de renda e geracdo de
emprego local. Pela sua popularidade, pode ser facilmente encontrado para comercializagdo
nas préprias unidades produtoras, feiras, padarias, confeitarias, lojas de produtos tipicos
nordestinos, armazéns, mini e supermercados, bares, restaurantes, entre outros.

A denominacgéo “queijo de Coalho” provavelmente se deve ao fato deste queijo ter
sido inicialmente fabricado pela adi¢do de coalho animal presente em pedacos do estdmago de
animais ruminantes jovens (mocoO, pred, cabrito, bezerro) ao leite, promovendo a sua
coagulagdo (AQUINO, 1983). Esta forma de fabricagdo persiste até os dias atuais na regido
do Jaguaribe/CE, onde 50% dos produtores ainda a utilizam (NASSU et al., 2001).
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Pelo fato de ndo necessitar de equipamentos caros, a producdo deste queijo é
explorada com bastante éxito nas comunidades rurais. Em sua grande maioria, € produzido em
nivel caseiro e artesanal, com tecnologia bem simples, transmitida de geracdo a geracdo em
todas as regides produtoras do estado.

A industria queijeira na regido Nordeste divide-se, basicamente, em pequenas
unidades artesanais, sem qualquer fiscalizacdo, e médias empresas, regulamentadas e
inspecionadas pelo Ministério da Agricultura e 6rgdos oficiais estaduais e municipais
(NASSU et al., 2001). O predominio desses pequenos produtores dificulta a obtencdo de
informagdes oficiais sobre a producdo total, uma vez que ndo h& um registro oficial sobre o
que é produzido (SEBRAE, 2008).

De acordo com a instrucdo normativa n°30 da Secretaria de Defesa Agropecuaria
(SDA) o queijo de Coalho é obtido pela coagulacdo do leite, por acdo do coalho ou de
enzimas coagulantes apropriadas, complementado ou n&o pela agdo de BAL selecionadas. E
um queijo de consisténcia semi dura e elastica, com textura compacta e macia, podendo
apresentar algumas olhaduras. Apresenta cor branca amarelada uniforme, sabor brando,
ligeiramente acido, podendo ser salgado, com aroma, também ligeiramente acido, que lembra
massa de queijo coagulada. (Brasil, 2001). Sua textura “borrachuda”, que nao derrete ao ser
assado e seu sabor &cido suave sdo algumas caracteristicas bastante apreciadas pelos
consumidores (CARVALHO et al., 2005).

A principal enzima responsavel pela coagulacdo do leite é a quimosina também
conhecida como renina, uma fosfoproteina de acdo proteolitica presente no estdmago de
ruminantes jovens. Ela atua hidrolisando liga¢fes peptidicas da caseina, transformando-a em
para-caseina que precipita em presenca de fons Ca®* formando, entdo, a coalhada (PERRY,
2004).

Ao contréario de sua forma simples de producao, a utilizacdo do queijo de Coalho
é bastante variada. Este queijo pode ser consumido cru, grelhado, assado na brasa na forma de
espetinho, além de ser ingrediente em varios pratos tipicos da regido Nordeste. Nos ultimos
anos este produto vem sendo cada vez mais consumido na regido Sudeste, onde é produzido
sob a forma de espeto para churrasco em varios laticinios na regido de Campinas (PEREZ,
2005).

Apesar da importancia econémica e grande popularidade na regido Nordeste, a
fabricacdo do queijo de Coalho ndo conta com tecnologia apropriada, o que leva ao mercado
produtos de baixa qualidade, tanto do ponto de vista higiénico-sanitario como em relagéo ao
padrédo do produto (NASSU et al., 2001).
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O fluxograma geral de producéo do queijo de Coalho no estado do Ceara pode ser
observado na Figura 1.
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Fonte: Adaptado de Nassu et al. (2001)

Figura 1 - Fluxograma de processamento de queijo de Coalho artesanal (linha tracejada) e
industrial (linha continua) fabricado no estado do Ceara.

O cozimento da massa é realizado pela incorporagdo de parte do soro, que é
previamente retirado e aquecido a uma temperatura entre 85 a 100°C. Este procedimento pode
ser realizado também, com agua quente ou vapor direto até a obtencdo de massa semi cozida
(até 45°C) ou cozida (entre 45 e 60°C) (CARVALHO et al., 2005). Nesta etapa pode ocorrer a
selecdo de bactérias resistentes a temperaturas elevadas, contribuindo para a definicdo da
microbiota final deste queijo (CARVALHO, 2007).
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3.1.1. Caracteristicas do queijo de Coalho

3.1.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas do queijo de Coalho

Embora o queijo de Coalho seja produzido h& mais de um século, ainda hoje néo
existe uma padronizacdo nas técnicas de sua elaboracdo, 0 que resulta numa grande
variabilidade de suas caracteristicas fisico-quimicas (CARVALHO, 2007).

Essas variacOes sdo refletidas na abrangéncia dos parametros fisico-quimicos do
regulamento técnico de identidade e qualidade do queijo de Coalho, que o classifica como de
médio (36,0-45,9%) a alto teor de umidade (46,0-54,9%), de massa semi-cozida ou cozida,
semi-gordo (25,0-44,9%) ou gordo (45,0-59,9%) (Brasil, 2001).

Perez (2005) avaliou a composicdo média de sete diferentes marcas de queijo de
Coalho comercializado em Campinas e verificou que o teor de umidade variou entre 37,49 a
42,05 %, a gordura de 30,01 a 32,06 %, e o teor protéico variou de 21,29 a 24,44 %. Uma das
marcas foi classificada como de baixo teor de umidade, ndo se enquadrando nos
requerimentos exigidos pela legislacdo brasileira.

Em outro estudo, Carvalho (2007) analisou 12 amostras de queijos de Coalho
artesanais produzidos no Ceara e constatou que em relacdo ao teor de umidade 75,0 % (9/12)
foram classificadas como de média umidade e 16,5 % (2/12) de alta umidade. No entanto, 8,5
% (1/12) apresentou baixa umidade, se encontrando fora do padrdo estabelecido pelo
regulamento técnico de identidade e qualidade deste queijo.

A composicéo do leite e a falta de padronizagdo nas operacgdes de elaboracdo do
queijo de Coalho podem ser consideradas como o0s principais fatores tecnoldgicos que

exercem influéncia na qualidade e nas caracteristicas do produto final.

3.1.1.2. Caracteristicas microbiolédgicas do queijo de Coalho

Apesar da legislacdo estabelecer que o leite utilizado na elaboragdo de queijos
deve ser submetido & pasteurizagcdo ou tratamento térmico equivalente (BRASIL, 2001),
muitos produtores rurais ainda utilizam o leite cru. Em algumas localidades ele ainda é obtido
sob condic¢Bes higiénico-sanitarias insatisfatorias e, em consequéncia, apresenta elevado
namero de diversos tipos de micro-organismos, inclusive patogénicos, 0 que constitui um
risco a saude da populagdo (FREITAS FILHO et al., 2009; SANTANA et al., 2008).
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Nassu et al. (2001) verificaram que no processamento do queijo de Coalho, em
78,9 % dos casos o leite ndo € resfriado e chega as unidades processadoras em latdes com
tampa e em veiculos geralmente descobertos. Esses pesquisadores constataram ainda que
produtores que processam volumes acima de 300 litros levam até cinco horas para utilizar o
leite, uma vez que o recebem de terceiros. O problema também é agravado pela ndo adogéo de
Boas Préticas de Fabricacdo principalmente em pequenas propriedades rurais ou em pequenas
industrias.

A contaminacdo microbiana somada a riqueza de nutrientes do queijo de Coalho,
a qual favorece o desenvolvimento dos micro-organismos presentes, atribuem a este produto
risco potencial em causar doencas transmitidas por alimentos, assim como destacada
relevancia para a saude publica. Investigacdes conduzidas por Borges (2006) e Feitosa et al.
(2008) demonstraram alto nivel de contaminacdo do produto, evidenciada pela presenca de
patégenos como Staphylococcus aureus, Salmonella e Listeria monocytogenes, além de
micro-organismos do grupo dos coliformes, tornando-o improprio para o consumo humano.

Leite et al. (2002) avaliaram 32 amostras de queijo de Coalho comercializadas em
Salvador e detectaram a presenca de Escherichia coli em 955 % (28/32) e de L.
monocytogenes em uma delas. Branco et al. (2003) analisaram 84 amostras de queijo de
Coalho e verificaram que 19 % (16/84) estavam contaminadas com L. monocytogenes.

Santana et al. (2008) analisaram 60 amostras de queijo Coalho comercializadas
em Aracaju e verificaram que 46,7 % (28/60) foram positivas para a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva. Resultados semelhantes foram observados por Barbosa et
al. (2005) que detectaram a presenca deste micro-organismo em 100 % (25/25) das amostras
de queijo Coalho comercializadas na cidade de Teresina.

Apesar de o leite ser uma fonte de micro-organismos indesejaveis do ponto de
vista de seguranca microbioldgica, ele também é fonte de BAL. Estas bactérias contribuem
para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais desejaveis do produto. Elas fermentam
carboidratos, produzindo acido, e sdo consideradas as principais responsaveis pela
acidificacdo do queijo, favorecendo a sua conservagdo. Outras atividades metabolicas destes

micro-organismos também permitem aumentar sua vida-de-prateleira.
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3.2. Bactérias acido laticas

BAL constituem um grupo de micro-organismos Gram-positivos comumente
utilizados na industria de laticinios na elaboracdo de produtos lacteos fermentados, como
queijos e iogurtes (MADERA et al., 2003). A principal fungdo das BAL nos alimentos é a
acidificacdo a um pH proximo de 4, que impede o desenvolvimento de bactérias indesejaveis
pela producdo de &cidos organicos, permitindo que o periodo de conservacdo dos produtos
fermentados seja maior que o dos produtos onde a matéria-prima nao é fermentada (PIARD et
al., 1999).

As primeiras definicbes de bactérias laticas baseavam-se na capacidade de
fermentacao e coagulacdo do leite por esse grupo de micro-organismos, incluindo também os
coliformes. Beijerinck em 1901 descreveu Lactobacillus como bactérias Gram-positivas,
separando coliformes das bactérias laticas. Atualmente as BAL associadas a alimentos
incluem espécies do género Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella (STILES e HOLZAPFEL, 1997). Desses 11 géneros existentes, apenas cinco sao
comumente encontrados em queijos artesanais: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Enterococcus e Leuconostoc (FOX et al., 2000).

BAL produzem um grande ndmero de enzimas glicoliticas, proteoliticas e
lipoliticas, transformando os nutrientes do meio em compostos com propriedades sensoriais
complexas, os quais modificam gradativamente a estrutura e o aroma dos alimentos
fermentados (PIARD et al., 1999). Também sdo produtoras de uma variedade de compostos
antimicrobianos, incluindo &cidos, diacetil, peréxido de hidrogénio, diéxido de carbono,
alcool, aldeido e bacteriocinas (GUEDES NETO et al., 2005; TAMANINI et al., 2008).

Os fermentos laticos sdo compostos de BAL iniciadoras, comumente chamadas de
culturas starters, e de micro-organismos secundarios que também sdo denominados de
culturas adjuntas (CARVALHO, 2007). Na elaboracdo de queijos o papel destes fermentos
estd relacionado & producdo de &cido latico, que facilita a acdo do coalho, auxiliando na
expulsdo do soro, definindo as caracteristicas sensoriais do queijo e prevenindo o crescimento
de patogenos (CAVALCANTE et al., 2007). No entanto, o uso de fermentos laticos
comerciais implica na perda das caracteristicas que sdo peculiares a cada tipo de queijo,
guando comparados aos fabricados a partir de leite cru (MACEDO; TAVARES; MALCATA,
2004).
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De acordo com Carvalho (2007), a adi¢do de fermento latico, logo apés a etapa de
pasteurizacdo, pode amenizar a perda de caracteristicas sensoriais em queijos produzidos a
partir de leite pasteurizado, mas ndo consegue recuperar as caracteristicas individuais e
especificas do queijo elaborado com leite cru, acabando por promover uma padronizacdo cega
do produto.

Neste sentido, nos ultimos anos, pesquisadores em todo o mundo tém se
preocupado em selecionar cepas pertencentes a microbiota latica natural do leite cru e de
queijos artesanais de suas regibes, de modo a obter fermentos iniciadores e adjuntos
especificamente preparados para adi¢do ao leite tratado termicamente e destinado a producéo
de queijos (CARVALHO, 2007; DURLU-OSKAYA et al., 2001; MEDINA et al., 2001).

Carvalho (2007) isolou e caracterizou BAL de amostras de queijos de Coalho
artesanais provenientes do Ceara. Na identificacdo de género foram encontrados Enterococcus
(59,6%), Lactobacillus (22%), Streptococcus (12,8%), Lactococcus (1,7%) e Leuconostoc
(0,6%). Essas BAL foram caracterizadas quanto as propriedades tecnoldgicas e cepas com
caracteristicas importantes para a fabricacdo de queijo de Coalho foram selecionadas como
promissoras para serem empregadas na composicdo de fermentos laticos destinados a sua
producdo, utilizando leite pasteurizado como matéria prima.

Cavalcante et al. (2007) elaboraram queijos de Coalho a partir de leite
pasteurizado, inoculado com cepas de BAL isoladas de amostras de leite cru e queijos de
Coalho artesanais provenientes de trés regides tradicionais produtoras do Ceard (Taua,
Morada Nova e Jaguaribe). O produto apresentou boa aceitacdo pelos consumidores quando
avaliado sensorialmente, demonstrando ser possivel melhorar sua qualidade microbiolégica,

sem perda das caracteristicas tipicas do queijo de Coalho artesanal elaborado com leite cru.

3.2.1. Lactococcus

Os Lactococcus sdo 0s principais micro-organismos responsaveis pela acidificagao
de produtos laticos fermentados devido a sua capacidade em converter rapidamente a lactose
em 4cido latico. Carvalho (2007) caracterizou tecnologicamente 235 BAL isoladas de
amostras de leite, massa do queijo e queijos de Coalho artesanal produzido no Ceara e
verificou que o género Lactococcus (35) apresentou a maior percentagem (17,1%) de
produtores rapidos de acido.

Além de é&cido latico, os micro-organismos deste género, produzem também

diacetil, dioxido de carbono e outros compostos de aroma. Apresentam como principal
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caracteristica a capacidade de crescer a 10°C, em pH 6timo de 6,0-6,5, mas ndo crescem a
45°C (TEUBER, 1995).

3.2.2. Leuconostoc

Por serem cocos heterofermentativos as bactérias do género Leuconostoc s&o
facilmente diferenciadas das outras BAL. Apresentam crescimento 6timo na faixa de
temperatura de 20-30°C em um pH maior que 4,5 e sdo incapazes de hidrolisar arginina
(CARR et al., 2002). As duas espécies associadas aos produtos lacteos sdo: Leuc.
mesenteroides subsp. cremoris e Leuc. mesenteroides subsp. lactis (FOX et al., 2000). O
primeiro normalmente fermenta somente a lactose e seus monossacarideos, glucose e

galactose.

3.2.3. Streptococcus

Neste género, somente a espécie Streptococcus termophilus é utilizada nas
fermentagdes laticas. Apresentam grande resisténcia ao aquecimento crescendo bem a 45°C e
a 52°C e conseguindo, inclusive, sobreviver ao aquecimento de 60°C por 30 minutos
(HARDIE; WHILEY, 1995).

Cepas de S. thermophilus sdo frequentemente utilizadas em combinacdo com
Lactobacillus spp., 0 qual desempenha o importante papel de utilizar a galactose, por¢do de
lactose, que ndo € utilizada pelo S. thermophillus, complementando a acidificacdo do queijo e
reduzindo o fendbmeno de escurecimento que ocorre com o aquecimento (MICHEL;
MARTLEY, 2001).

3.2.4. Enterococcus

Este género inclui mais de 20 espécies, sendo Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis as duas mais frequentes em alimentos. Apresentam geralmente baixa
capacidade de reduzir o pH do leite. No entanto, sobrevivem a condic¢des adversas, como pH,
temperaturas e salinidade extremos (CARIDI et al., 2003).

A influéncia positiva dos Enterococcus em queijos estd relacionada ao
desenvolvimento das propriedades sensoriais, através de reacGes bioquimicas (protedlise,

lipolise, utilizacdo do citrato e producdo de compostos aromaticos volateis) que ocorrem
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durante a cura. A habilidade em crescer a 10°C e 45°C, em NaCl 6,5% e na presenca de 40%
de bile e pH 9,6 é o que diferencia este grupo das outras BAL (FRANZ et al., 2003)

Enterococcus € o género predominante entre as BAL isoladas do queijo de Coalho
artesanal produzido no Ceara (CARVALHO, 2007) e, portanto, pode ter uma contribuicédo
significativa nas caracteristicas sensoriais do mesmo. Contudo, sua presenca em alimentos
preocupa a saude publica pela sua origem entérica e envolvimento em infecgdes hospitalares,
relacionado ao aumento de sua resisténcia a antibioticos. Bruno et al. (2008) avaliaram o
potencial patogénico de 64 culturas de Enterococcus isolados de queijos de Coalho artesanais
e constataram que 42,2% (27/64) dos isolados deste género foram considerados
potencialmente patogénicos.

3.2.5. Lactobacillus

O género Lactobacillus compreende bacilos Gram positivos, ndo esporulados,
catalase negativos, anaerébios facultativos, que comumente produzem &cido latico como
principal metabolito da fermentacdo de carboidratos. Possuem comprimento variavel, e
podem ser curvados, curtos, corineiformes ou cocobacilos (GUGLIELMOTTI, 2003).

Este género inclui cerca de 80 espécies reconhecidas, embora 5 espécies
heterofermentativas de Lactobacillus tenham sido transferidas para o género Weissella. A
divisdo classica dos micro-organismos deste género estd baseada em suas caracteristicas
fermentativas: 1- obrigatoriamente homofermentativos; 2- heterofermentativos facultativos e
3- obrigatoriamente heterofermentativos (AXELSSON, 2004).

Algumas espécies de Lactobacillus sdo utilizadas mundialmente como culturas
iniciadoras na producdo de queijos e leites fermentados (CAPRA; QUIBERONI;
REINHEIMER, 2006). Cepas especificas de L. casei com caracteristicas probioticas séo
também utilizadas em alimentos funcionais e produtos de satde (TYNNKYNEN et al., 1999).

Atualmente, varios estudos tém identificado cepas de Lb. paracasei capazes de
produzir certos atributos importantes para a elaboracdo de queijos. Estas cepas comegaram
gradualmente a ser adicionadas aos tanques de fermentagdo como culturas adjuntas, com a
finalidade de proporcionar um amadurecimento controlado, acelerado ou produzir atributos
especificos (CAPRA, 2007).
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3.3. Bacteriéfagos

3.3.1. Caracteristicas gerais

Bacteridfagos, também denominados fagos, sdo virus que infectam bactérias,
sendo inofensivos aos seres humanos, animais e plantas. Sao os seres mais abundantes do
ambiente e estdo presentes, em grande numero, na agua e em alimentos de varias origens.
Cada fago é especifico para uma determinada espécie de bactéria sendo incapazes de infectar
outras (HAGENS; OFFERHAUS, 2008).

A estrutura da maioria dos virus esta fundamentada nos mesmos principios:
possuem um nucleo composto de acidos nucléicos que contem a informacdo genética
necessaria para a sua replicacdo, podendo ser DNA ou RNA, rodeado por uma camada
protéica chamada capside ou capsideo (GUGLIELMOTTI, 2003)

De acordo com Sulakvelidze, Alavidze e Morris, (2001) a historia da descoberta
dos bacteri6fagos tem sido objeto de véarios debates. Ernest Hankin, um bacteriologista
britdnico relatou em 1896 a presenca de agentes antibacterianos que destruiam o Vibrio
cholerae, nas aguas dos rios Ganges e Jumna na India. Nesta mesma época, outros
pesquisadores relataram casos similares, no entanto, nenhum destes explorou suas
descobertas. Quase 20 anos mais tarde, Frederick W. Twort, um bacteriologista da Inglaterra
identificou o primeiro ataque de fagos a bactérias e em 1917 d"Hérelle os denominou
bacteriofagos, que significa “comedor de bactérias” em grego.

Bradley (1967) classificou os bacteriofagos com base em suas caracteristicas
morfoldgicas, dividindo-os em seis grupos denominados de A a F. No grupo A estdo os fagos
com estruturas mais complexas. Estes possuem cabeca hexagonal, cauda longa com bainhas
contréteis; os fagos do grupo B também possuem cabeca hexagonal sendo ligeiramente mais
simples que os do grupo anterior; no grupo C estdo 0s que possuem caudas mais curtas; o
grupo D é composto por fagos sem cauda, possuindo apenas as cabegas hexagonais ou
inchagos nos cantos; o grupo E é semelhante ao grupo anterior e difere apenas por ndo possuir
inchacos nos cantos e finalmente o grupo F é composto por fagos com estruturas

extremamente simples, possuindo a forma de um filamento largo e flexivel (Figura 2).
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Figura 2 - Classificagcdo dos fagos baseado em caracteristicas morfologicas (BRADLEY,

1967).

Uma classificacdo mais recente foi proposta por Ackerman et al. (1984) na
qual os trés grupos béasicos de Bradley (A, B, C) se organizam em trés familias: Myoviridae,

Siphoviridae e Podoviridae respectivamente. (Figura 3).
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Figura 3 - Classificacdo dos fagos em familias, segundo Ackermann et al. (1984)

3.3.2. Ciclos de replicacédo dos bacteriéfagos

Os fagos ndo possuem metabolismo prdprio e, por esse motivo, necessitam do
metabolismo, dos recursos energéticos e dos recursos materiais dos seus hospedeiros para se
replicarem (SILLANKORVA, 2004).

Ao infectarem as bactérias, 0s bacteriofagos podem causar dois efeitos: lise da
célula, ocasionada por bacteriéfagos virulentos (ou liticos), ou permanéncia na célula
hospedeira devido a integracdo do DNA do fago ao DNA do hospedeiro, ocasionado pelos
bacteriofagos temperados (ou lisogénicos), num estado chamado lisogenia (McGRATH;
FITZGERALD; SINDEREN, 2004; SUAREZ et al., 2002) (Figura 4).
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Figura 4 - Ciclos de replicacdo fagica (CAPRA, 2007; GUGLIELMOTT]I, 2003)

O ciclo litico é considerado a principal fonte de bacteriéfagos no ambiente. As
principais etapas deste ciclo de replicacdo sdo: adsorcdo, onde os bacteriofagos se ligam a
receptores especificos existentes na superficie dos hospedeiros para iniciar a replicacao;
injecdo do acido nucléico na bactéria hospedeira; replicacdo do acido nucléico resultando na
formagdo de novas particulas fagicas e finalmente lise celular com a liberagdo de novos
bacteriofagos.

O ciclo lisogénico ¢ uma via alternativa de proliferacdo fagica. As etapas de
adsorcdo e injecdo de material genético sdo similares ao ciclo litico. Apds estas etapas 0 DNA
do fago é integrado ao cromossoma bacteriano. Como consequéncia disto, a lise celular ndo
ocorre e 0 DNA fagico se comporta como um gene dentro do cromossoma bacteriano,
replicando-se em forma sincronizada com este, dando origem a uma progénie de células
lisogénicas. Estes bacteriéfagos em estado de laténcia sdo conhecidos como profagos ou fagos
temperados e as células bacterianas hospedeiras sdo cepas lisogenas (CAPRA, 2007;
GUGLIELMONTTI, 2003;).

3.3.3. Bacteriofagos de bactérias acido laticas

Segundo McGrath, Fitzgerald e Sinderen (2002), Whitehead e Cox, em 1935,
foram os primeiros pesquisadores a identificar Lactococcus lactis infectados por
bacteriofagos. Desde entdo a infeccdo por bacteriéfagos tem sido considerada como a

principal causa de grandes perdas em industrias de lacticinios.
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Na Figura 5 observam-se as estruturas dos bacteri6fagos que infectam bactérias
laticas. Estes virus sdo compostos por uma cabeca e uma cauda (estrutura binaria), formada
por proteinas. A cabeca pode ser alongada ou isométrica com o material genético no interior.
Seu comprimento pode variar entre 24 até 500 nm. (GUGLIELMOTTI, 2003).

Figura 5 — Estrutura de um bacteriéfago de bactéria latica (GUGLIELMOTTI, 2003)

Os bacteriofagos estdo associados a maioria das espécies bacterianas e estdo
presentes, em numero varidvel, onde seus hospedeiros sdo encontrados, ou seja, nos
ambientes de processamento de produtos lacteos (McGRATH; FITZGERALD; SINDEREN,
2004; SUAREZ et al., 2002). Muitos deles sdo resistentes as condicdes de pasteurizagéo,
pouco afetados por alteraces de pH do meio e capazes de sobreviver por longos periodos, em
estado de dorméncia, sob refrigeracdo, congelamento e mesmo sob forma seca (PERRY,
2004)

A infeccdo de culturas iniciadoras por bacteriéfagos € reconhecidamente um
problema na industria de laticinios e, como consequéncia, fagos de todas as espécies de BAL
de importancia tecnoldgica tém sido isolados. Ainda hoje, em todo 0 mundo este problema € a
causa de numerosos incidentes nas fermentacdes laticas (QUIBERONI et al., 2003). Esta
infeccdo pode ocorrer devido a pasteurizacdo do leite ndo ser suficiente para destruir os
bacteridfagos e ao uso continuo de um unico fermento latico (ALLISON; KLAENHAMMER,
1998).

Bacteridfagos liticos, ao infectarem as bactérias laticas, podem ocasionar a
diminuicdo da capacidade de acidificacdo das culturas laticas, resultando em problemas como
a auséncia da fermentagdo e ma dessoragem do queijo. Em termos comerciais, estas
conseqiiéncias incluem: ruptura da escala de producéo, reducdo da qualidade do produto e de
seu valor comercial, e, em casos mais severos, o abandono da produgcdo (McGRATH;
FITZGERALD; SINDEREN, 2004). Cada célula infectada por um bacteriéfago pode liberar
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até 200 novas particulas virais, acarretando uma contamina¢do ambiental nas grandes
industrias. (PERRY, 2004).

Fagos temperados podem também afetar o processo fermentativo. Durante o ciclo
lisogénico o DNA do fago se integra no cromossomo bacteriano, tornando-se um profago. As
células infectadas permanecem vivas e se reproduzem normalmente enquanto o fago se
encontra na fase de laténcia. Se a célula lisdgena for sujeita a algum estresse, este profago

pode se removido do cromossomo bateriano iniciando um ciclo litico.

3.3.4. Fatores que favorecem a infec¢do por bacteriofagos e métodos de controle

Até recentemente a infeccdo por bacteriéfagos somente constava como problema
citado na literatura devido ao fato de que a grande maioria dos laticinios brasileiros se
constituia por pequenas unidades industriais, onde o trabalho geralmente adotado ndo
favorecia a manutencdo e propagacdo desta contaminacdo. Entretanto, atualmente é crescente
0 numero de unidades de médio e grande porte, onde a operacdo diaria com dezenas de
milhares de litros de leite, que geram quase igual volume de soro, favorece tremendamente o
surgimento e a propagacao deste tipo de infeccdo (MILKNET, 2008).

A fabricacdo de queijos é o processo fermentativo mais sensivel a infeccdo por
estes virus, pois envolve o uso de tanques abertos, tratamento térmico brando do leite e
manipulacdo do produto durante o processamento (SUAREZ et al., 2002). Bacteri6fagos
foram isolados de produtos lacteos argentinos, sendo detectados em 26 (79%) amostras de
queijo (SUAREZ et al., 2002).

Dentre as razbes que contribuem para a suscetibilidade dos processos
fermentativos a infeccdo por bacteriéfagos estdo o uso de leite cru, o qual pode conter
bacteriofagos, e a utilizacdo repetida de culturas definidas em condi¢bes ndo assépticas de
processamento (ALISSON; KLAENHAMMER, 1998). Desta forma, a substituicdo do leite
cru por leite pasteurizado e o emprego de um fermento latico especifico na elaboragdo de
queijos de Coalho podera desestabilizar o processo, uma vez gque 0 uso continuado de uma
cultura latica definida, seja ela Unica ou composta por mais de um tipo de micro-organismo,
pode favorecer a proliferacdo de bacteriofagos que naturalmente estdo presentes no ambiente
do processamento, elevando a sua quantidade a valores que sao prejudiciais ao processo.

Apos a constatacdo de que os bacteriofagos sdo responsaveis por grandes perdas
econbmicas nas industrias de laticinios, varios métodos de controle tém sido investigados.

Dentre eles podem ser citados: a utilizacdo de tanques fechados durante a fermentacdo, a
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desinfeccéo regular de equipamentos e aplicacdo de culturas iniciadoras resistentes a fagos
(ALISSON; KLAENHAMMER, 1998)

O uso de temperaturas elevadas, altas pressfes e produtos quimicos na inativacao
de bacteriéfagos também tem sido objeto de estudo de varios pesquisadores. Capra et al.
(2009) investigaram o efeito da aplicagdo de altas pressdes sobre a viabilidade de
bacteriofagos de BAL presentes no leite cru e verificaram que alguns fagos foram
completamente inativados utilizando o tratamento de 60MPa. Estes pesquisadores
constataram que a inativacdo depende muito da concentracéo inicial do fago.

Buzrul et al. (2007) avaliaram a resisténcia de 10 bacteri6fagos de Lactococcus a
diferentes tratamentos térmicos (72 °C/15 min e 90 °C/ 5 min), e a diferentes concentracGes de
etanol e isopropanol (10%, 50%, 75% e 100%) e verificaram que os tratamentos térmicos ndo
foram eficientes na inativacdo de nenhum dos bacteri6fagos avaliados. No entanto, este
estudo confirmou o efeito letal do etanol, comumente utilizado na desinfeccdo de utensilios e
equipamentos.

Atamer et al. (2009) testaram a resisténcia ao calor de 56 bacteriofagos
especificos para L. latis e verificaram que 40% destes resistiram ao tratamento térmico
aplicado (80° C/5 min.) demonstrando que os procedimentos usuais de pasteurizacdo adotados
pelas indlstria de laticinios podem ser insuficientes para inativar completamente as
suspensdes virais presentes no leite.

Apesar das pesquisas e dos avancos tecnologicos nos processos fermentativos, a
incidéncia e o impacto da infeccdo por bacteriéfagos continuam sendo um problema para
indUstrias de laticinios. Pesquisas para a resolucdo deste problema tém focado também no
desenvolvimento de culturas iniciadoras fago-resistentes. Estes estudos envolvem a analise
das interacGes fago-hospedeiro e na caracterizacdo dos processos genéticos essenciais para o
ciclo de vida do fago (McGRATH; FITZGERALD; SINDEREN, 2002). Neste contexto,
buscam-se cepas de bactérias laticas resistentes a bacteriéfagos para serem usadas na forma
concentrada, inoculadas diretamente no leite para producdo de queijos (McGRATH,;
FITZGERALD; SINDEREN, 2004).

Uma fonte conveniente para se encontrar tais bactérias sdo as pequenas unidades
produtoras de queijos artesanais, pois a complexidade da microbiota latica da matéria prima
promove forte selecdo de bactérias resistentes a bacteriofagos (MADERA et al., 2003).
Apesar de o leite cru ser a maior fonte de contaminacdo de fagos para o ambiente industrial,
ele possui microbiota latica de composi¢cdo complexa, que seleciona naturalmente as cepas
resistentes a bacteriofagos (SUAREZ et al., 2002)
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4. MATERIAL E METODOS

41. Amostras

Foram coletadas amostras de leite, soro (oriundo do processo de fabricacdo dos
queijos) e queijo de Coalho em quatro Unidades de processamento de queijo de Coalho do
Ceard, sendo duas produtoras de queijos artesanais e duas, de queijos industrializados. As
amostras foram transportadas, em caixas isotérmicas, até o Laboratério de Microbiologia de

Alimentos da Embrapa Agroinddstria Tropical, onde foram avaliadas.

4.2. Micro-organismos:

4.2.1. Bactérias

Para os testes de isolamento de bacteri6fagos foram utilizadas trés cepas de
referéncia de BAL e uma de Escherichia coli pertencentes a colecdo de culturas da American
Type Culture Collection — ATCC, listadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Cepas de Referéncia de bactérias utilizadas nos testes de avaliacdo da resisténcia a
bacteriéfagos presentes nas amostras.

Bactérias ATCC
Streptococcus thermophilus 19258
Lactococcus lactis 14579
Lactobacillus paracasei BAA-52
Escherichia coli 11775

Além destas, 11 (onze) cepas de Lactobacillus paracasei (Tabela Al - Apéndice),
selecionadas por apresentarem potencial tecnoldgico para a elaboracdo de fermento latico
especifico para fabricacdo de queijo de Coalho (CARVALHO, 2007) e pertencentes a
Colecdo de Micro-organismos de Interesse para a Agroindustria Tropical, da Embrapa
Agroinddstria Tropical, foram também avaliadas quanto a resisténcia de bacteridéfagos
presentes nas amostras. Estas bactérias foram ainda avaliadas quanto a resisténcia a fagos

liticos especificos para Lb. paracasei pertencentes a Colecdo do Instituto de Lactologia
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Industrial — INLAIN (Santa Fe, Argentina). A bactéria hospedeira Lb. paracasei A (CAPRA,

2007) foi utilizada como controle nestes testes.

4.2.2. Bacteriofagos

Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizados fagos provenientes das
quatro Unidades de processamento de queijo de Coalho. Além destes, oito bacteriofagos
pertencentes a colecdo do INLAIN (Tabela 2) também foram utilizados. Destes, sete foram
isolados de plantas industriais de empresas lacteas da Argentina e um foi adquirido da colegéo
ATCC. O fago MLC — A, por ter sido caracterizado em mais detalhes, se encontra hoje
depositado no Centro de Referéncia para Bacteriofagos Félix d’Hérelle - Québec, Canada
(CAPRA, 2007).

Tabela 2 — Bacteriofagos utilizados para avaliar a resisténcia de Lb. paracasei.

Bacteriofagos
INLAIN ATCC

MLC-A J-1
PMLC-A
MLC-A 2
MLC-A 7R
MLC-A 8
MLC-A 17
MLC-A 19

4.3. Conservacdo e ativacdo das culturas

4.3.1. Bactérias

As BAL mantidas a -80°C em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Acumedia) e
glicerol (15% v/v) foram descongeladas em temperatura ambiente e depois ativadas em leite
desnatado reconstituido (LDR) 10% a 35°C (mesofilicas) ou 42°C (termofilicas) por 24 horas.
O procedimento foi repetido para que as células retomassem a sua atividade de crescimento.

Em seguida, a cultura foi repicada em agar MRS (Acumedia) para obtencdo de colbnias
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isoladas. Uma coldnia selecionada foi, entdo, ativada em caldo MRS, suplementado com 0,3%
de extrato de levedura (BD) e 0,2% de glucose (Vetec) e, incubada na temperatura adequada
por 24 a 48 horas. Esse caldo foi utilizado nos testes de avaliacdo da resisténcia aos
bacteriofagos. Para a reativacdo da E. coli o procedimento foi similar. A cepa mantida em
caldo infuso de cérebro e coracdo (BHI) (Acumedia) a -80°C foi descongelada e depois
ativada no mesmo meio (BHI) a 35°C. Em seguida, foi repicada em agar BHI e, da mesma

forma, uma col6nia foi selecionada para reativacao.

4.3.2. Bacteriéfagos

Os bacteriéfagos da Colecdo do INLAIN, mantidos a -20°C, foram descongelados
e propagados sobre a cepa hospedeira Lb. paracasei A utilizando MRS caldo suplementado
com CaCl, 10 mM (MRS-Ca) até obtencéo de altos titulos (10° Unidades Formadoras de
Placas (UFP)/mL), e posteriormente conservada em geladeira a 4°C (CAPRA, 2007).

4.3.2.1. Propagacao dos bacteriofagos

Os bacteriéfagos foram propagados como descrito por Capra (2007). Aliquotas de
300 pL de um cultivo previamente ativado (37°C /16-18 horas) da cepa hospedeira foram
inoculadas em numa série de cinco tubos contendo 10 mL de caldo MRS-Ca, para cada fago.
Na sequéncia, 100 pL da solucdo fagica, em diferentes concentracdes, foram adicionados aos
tubos contendo a bactéria sensivel. Os tubos foram agitados suavemente e incubados a
temperatura de 37°C por aproximadamente 5 horas. Paralelamente, um tubo controle (somente
0 in6culo bacteriano) também foi incubado nas mesmas condi¢bes para se observar o
desenvolvimento natural da cepa. Apds o periodo de incubacdo, o tubo em que a lise se
manifestou de forma completa e mais tardiamente foi escolhido para utilizacdo nos testes,
pois desta forma garantiu-se uma maxima propagacéo fagica. O lisado resultante foi filtrado
em membrana (0,45 um) para a remogdo de possiveis células bacterianas e foi utilizado nos

ensaios de resisténcia.
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4.4, Isolamento dos bacteri6fagos

4.4.1. Preparacdo das Amostras

Para cada amostra de queijo de Coalho, uma aliquota de 10g, mensurada em
balanca semi analitica (Marte, AS1000C), foi diluida em 90 mL de uma solucdo de citrato de
sodio 2% (Vetec) aquecida a 45°C e em seguida homogeneizada em homogeneizador tipo
Stomacher (Seward, 400). As demais amostras (leite e soro) foram utilizadas diretamente, sem
diluigoes.

Estas amostras foram utilizadas para o isolamento de bacteriéfagos de acordo com
a metodologia proposta por Svensson e Christiansson (1991), na qual primeiramente ¢é obtido
um filtrado suspeito de conter bacteriéfagos que na sequéncia € testado contra a bactéria de

interesse.

4.4.2. Obtencao do filtrado suspeito de conter bacteriofagos

O pH das amostras foi mensurado e ajustado assepticamente para 4,6, (para
precipitacdo da caseina) com a utilizacdo de acido cloridrico 1N. Seguidamente, todas as
amostras foram centrifugadas (5000g/20minutos) em centrifuga Biofuge Stratos (Heraeus
Instruments) para remocao de grandes particulas (proteinas) e filtradas a vacuo (0,22um), para
a remocdo de bactérias. Os filtrados assim obtidos sdo considerados suspeitos de conter
bacteriofagos e foram utilizados nos ensaios para verificacdo da resisténcia das cepas a
bacteriéfagos selvagens do seu ambiente de processamento. Para diferenciar o efeito dos
bacteriéfagos dos efeitos de outros agentes inibidores, uma aliquota de cada filtrado foi
tratada termicamente a 90°C por 15 minutos em banho-maria (Quimis — Q215M2). Este
aquecimento inativa os bacteriéfagos, mas ndo tem efeito sobre outros agentes inibidores,
como, por exemplo, antibioticos. Este filtrado tratado termicamente foi utilizado como
controle negativo para a presenca de fagos nos testes de avaliagdo de resisténcia a

bacteriofagos.



33

4.4.3. Teste spot

Em uma placa contendo uma fina camada de agar MRS-Ca (10mM) foi vertido
um tubo contendo uma aliquota de 100 pL das culturas laticas de referéncia (Tabela 1)
misturada a 2,5 mL de &4gar MRS semi-sélido (0,6%) e 50 pL de cloreto de célcio 1M,
formando assim uma nova camada. Sobre esta base, uma gota (aproximadamente 10 pL) de
cada filtrado obtido no item 4.4.2 foi adicionada. Ap6s um periodo de aproximadamente 30
minutos, as placas foram incubadas a 35 ou 42°C por 48 horas. A formacgédo de manchas claras
sobre a placa indicou a sensibilidade da cepa testada ao fago presente no filtrado
(SVENSSON; CHRISTIANSSON, 1991). O mesmo procedimento foi utilizado para a cepa
de E. coli, com substituicdo do 4gar MRS por BHI.

4.5. Avaliagdo da resisténcia das culturas a bacteriéfagos

45.1. Teste de turbidez

O teste de turbidez foi realizado conforme metodologia descrita por Svensson e
Christiansson, (1991). A um tubo contendo 5 mL de MRS - Ca foi acrescentado 1% da cultura
previamente ativada, e 100 pL do filtrado obtido em 4.2.2. Esta mistura foi incubada a 35°C
(mesofilicos) ou 42°C (termofilicos) por 24 horas. O controle foi realizado pela incubacéo da
cultura sem o filtrado, nas mesmas condicdes citadas. O crescimento da cultura, ou seja, a
turbidez do meio foi acompanhada visualmente em compara¢do com o tubo controle, durante
intervalos regulares de tempo de 6 horas. O crescimento da cepa (tubo turvo) indica a
resisténcia da mesma ao fago presente no filtrado ndo tratado termicamente. O mesmo
procedimento foi realizado para o filtrado tratado termicamente para desta forma, diferenciar
o efeito dos bacteriofagos de efeitos de outros agentes inibidores, caso estejam presentes nas

amostras.

4.5.2. Teste da producéo de acido

O teste de producdo de &cido foi realizado para verificar a capacidade acidificante
das culturas na presenca e auséncia do filtrado suspeito de conter bacteriofagos. Foram
preparados trés frascos contendo 50 mL de LDR 10% e: a) 1 mL do filtrado ndo tratado

termicamente e 1% do inéculo da cultura a ser testada; b) 1 mL do filtrado tratado
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termicamente e 1% do indculo da cultura a ser testada; c) apenas 1% do in6culo da cultura a
ser testada (controle). O pH e acidez do meio foram mensurados. Os frascos foram incubados
a 35°C (mesofilicos) ou 42°C (termofilicos) e apos 6 horas, o pH e a acidez foram novamente
determinados. A afericdo do pH foi realizada em potenciémetro digital (PHTEK modelo PHS-
3B), previamente calibrado com solugdes tampédo de pH 4,0 e 7,0 (Vetec). A acidez das
amostras foi mensurada pelo método titulométrico com solucéo de hidréxido de sodio (Vetec)
0,1 N, conforme a metodologia AOAC 935.17 (AOAC, 1997). Os resultados foram expressos

em percentuais de acidez em &cido latico (g/100g amostra).

4.5.3. Avaliagdo da resisténcia de cepas de Lb. paracasei a bacteriofagos de referéncia

Para verificar a resisténcia de cepas de Lb. paracasei, pertencentes a Cole¢édo de
Micro-organismos de Interesse para a Agroinddstria Tropical, da Embrapa Agroindustria
Tropical, aos bacteriofagos pertencentes a Colegdo do INLAIN (Tabela 2), o teste de turbidez
foi novamente empregado, com algumas modificacdes.

De acordo com a metodologia descrita por Capra (2007), uma aliquota de 0,2 mL
da cultura previamente ativada foi inoculada em um tubo contendo 5 mL de caldo MRS-Ca.
Em seguida 100 UL da solucéo fagica obtida no item 4.3.2. foi adicionada a este mesmo tubo
e incubada a 37°C. Um tubo contendo somente o in6culo bacteriano foi utilizado como
controle de crescimento. A observagdo visual do aumento de turbidez foi efetuada pela
comparacao do tubo controle com os tubos contendo os bacteri6fagos por um periodo de
tempo tal que permitisse um bom desenvolvimento do cultivo controle (aproximadamente 6
horas).

Se neste primeiro repique ndo fosse observada diferenga de turbidez entre o tubo
controle e o tubo com o fago ap6s o periodo de incubacéo, dois repiques adicionais, partindo
da primeira série de tubos, eram realizados e 0 mesmo procedimento de incubagdo era
repetido. Desta forma, se a cultura fosse pouco sensivel ao fago testado, os repiques
possibilitariam a propagacdo do fago, aumentando o seu titulo e consequentemente

favorecendo a lise do cultivo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento dos bacteri6fagos

5.1.1. Teste Spot

Os resultados da avaliacdo da sensibilidade de bactérias laticas de referéncia (St.
thermophilus ATCC 19258, Lc. lactis ATCC 1996, Lb. paracasei ATCC BAA-52) e E. coli
ATCC 11775 a fagos presentes em filtrados oriundos de amostras de leite, soro e queijo de
Coalho de quatro Unidades de Processamento localizados no Ceard sdo apresentados na
Tabela 3. De acordo com o teste spot, ap6s o crescimento bacteriano, quando o micro-
organismo testado é sensivel ao fago presente na amostra, este fago lisa as células hospedeiras
e infecta as células vizinhas formando uma mancha clara em torno do ponto onde o filtrado

suspeito de conter bacteriofagos foi inoculado.

Tabela 3 — Sensibilidade de bactérias laticas e E. coli a bacteriéfagos presentes em amostras
de leite, soro e queijo de Coalho de quatro Unidades de processamento do Ceara.

FTT FNTT
UpP, UP, UP; UP, |UP; UP, UP; UP,
Leite - - - - - - - -
S. termophilus Soro - - - - - - - -
Queijo - - - - - - - -

Micro-organismo Amostra

Leite - - - - - - - -
Lb. paracasei Soro - - - - - - - -
Queijo - - - - - - - -

Leite - - - - - - - .
Lc. latis Soro - - - - - - - .
Queijo - - - - - - - -

Leite - - - - - - - -
E. coli Soro - - - - - - + +

Queijo - - - - - - - -
FTT: Filtrado tratado termicamente; FNTT: Filtrado ndo tratado termicamente; UP: Unidade de processamento
O sinal “+” indica que a cepa avaliada apresentou sensibilidade ao fago presente na amostra

Todas as cepas de bactérias laticas de referéncia avaliadas ndo apresentaram
sensibilidade aos bacteriéfagos que poderiam estar presentes nos filtrados analisados, uma vez

que n&o houve visualizagdo de manchas (spot) nas placas referentes a estas culturas. Isto pode
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ter ocorrido tanto pela resisténcia natural das bactérias aos bacteriofagos presentes, quanto em
decorréncia de nao haver bacteri6fagos nestas amostras.

De acordo com Hagens e Offerhaus (2008) bacteriofagos sdo 0s organismos mais
abundantes do ambiente e estdo presentes em alto nimero na agua e em alimentos de varias
origens. Entdo, para refutar a hipotese da ndo existéncia de bacteri6fagos nos filtrados, o
mesmo teste foi realizado com cepa de E. coli, a qual demonstrou ser sensivel aos fagos dos
filtrados oriundos das amostras de soro das unidades de processamento artesanal, Unidades de
Processamento 3 e 4 (UP3 e UP,) (Tabela 3 e Figura 6).

A presenca de bacteriéfagos para E. coli apenas nos filtrados de soro das
Unidades de processamento artesanais pode estar relacionada com a ndo adocdo das Boas
Praticas de Fabricacdo por estas empresas, o que favorece a veiculacdo da E. coli e,
consequentemente, eleva o numero de bacteriéfagos especificos para esse micro-organismo.
De acordo com Allwood et al. (2004) bacteriéfagos de E. coli tem sido isolados de um grande
numero de produtos, incluindo galinha, porco, carne moida, cogumelos, alface, legumes crus,

empad3o de frango e guloseimas, com contagens elevadas de até 10* UFP/g.

-/ ¥

Figura 6 - Manchas (spot) decorrentes da lise celular de E. coli provocada por bacteriéfagos
especificos.

Apesar do isolamento de fago especifico para E. coli ndo ser o aspecto principal
deste trabalho, este € um resultado interessante, uma vez que o uso de bacteriéfagos liticos no
controle de bactérias patogénicas tem sido ultimamente abordado por varios pesquisadores.
O'Flynn et al. (2004) caracterizaram bacteri6fagos especificos de E. coli O157: H7 e
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avaliaram a utilizacdo de trés bacteridéfagos liticos no biocontrole deste micro-organismo.
Estes autores concluiram que o uso de bacteri6fagos pode ser um método alternativo viavel no
controle deste patogeno.

Embora nédo se tenha conseguido isolar bacteriofagos especificos para as bactérias
laticas de Referéncia analisadas, 0 mesmo teste foi efetuado com as cepas selvagens da
Colecdo de Micro-organismos de Interesse para a Agroindustria Tropical, da Embrapa
Agroindustria Tropical, previamente isoladas por Carvalho (2007) e com potencial para serem
utilizadas como fermento latico para a producdo de queijo de Coalho. Também foi verificado
que estas bactérias autdctones foram resistentes aos bacteri6fagos presentes tanto nas
amostras oriundas do processamento industrial como do processamento artesanal de queijo de
Coalho (Tabela 4). Como as cepas avaliadas foram isoladas de queijos de Coalho artesanais,
elas foram submetidas a uma selecdo para sobreviver as etapas de processamento do queijo e,
provavelmente desenvolvendo insensibilidade a bacteri6fagos. Madera et al. (2003) inclusive
afirmam que pequenas fabricas que produzem queijos artesanais, sem adicdo de qualquer
fermento latico, sdo uma fonte conveniente para a selecdo de bactérias resistentes a
bacteriofagos.

Estes resultados diferem dos encontrados por Quiberoni et al. (2006) que
utilizaram o spot teste para verificar a resisténcia de St. thermophilus a bacteri6fagos
especificos isolados de amostras de soro de queijo de inddstrias argentinas. Eles detectaram a
sensibilidade desta cepa a dez diferentes bacteriéfagos presentes nas amostras. Oriani e
Yokoya (2004) também isolaram bacteriofagos, especificos para Lactococcus, de amostras de
soro e mostraram que o nivel de sensibilidade das bactérias componentes de fermentos
comerciais variou consideravelmente entre os diferentes tipos de fermentos avaliados.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as cepas selvagens de Lb.
paracasei avaliadas sdo resistentes aos bacteriofagos das amostras de leite, soro e queijo de
Coalho, provenientes tanto de Unidades de processamento industriais, como de artesanais e
podem, portanto, ser indicadas para compor a formulacdo de um fermento especifico para a

fabricacédo de queijo de Coalho.
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Tabela 4 - Sensibilidade de cepas da Colecdo de Micro-organismos da Embrapa
Agroindustria Tropical a fagos presentes em filtrados de amostras de leite, soro e queijo de
Coalho de quatro Unidades de processamento no Ceara.

FNTT
UP; UP, UP3 UP4
Leite - - - -
Lb. paracasei 1 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 2 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 3 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 4 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 5 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 6 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 7 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 8 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 9 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 10 Soro - - - -
Queijo - - - -
Leite - - - -
Lb. paracasei 11 Soro - - - -
Queijo - - - -
FNTT: Filtrado ndo tratado termicamente; UP: Unidade de processamento

Micro-organismo Amostra

5.2. Avaliacéo da resisténcia das culturas aos bacteriofagos

5.2.1. Teste da producéo de 4cido

Os resultados do teste de producdo de &cido em termos de acidez e pH podem ser

observados nos Graficos 1 e 2, respectivamente (tabelas A2 e A3 do Apéndice). Os valores
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constantes nos graficos representam a reducdo maxima, ap6s 6 horas de incubacdo, na
quantidade de &cido produzido (% de &cido latico) e do pH do leite fermentado pela cultura
guando inoculada juntamente com os filtrados suspeitos de conter bacteriofagos (FNTT) das
amostras das quatro Unidades de processamento. Estes valores sdo obtidos a partir do calculo
da diferenca do % de &cido latico produzido e de pH entre o frasco que contem apenas 0O
indculo bacteriano (controle) e o frasco que contem a cultura adicionada ao FNTT.

Gréfico 1. Valor maximo da reducdo de &cido latico produzido (%) pela cepa inoculada

juntamente com o FNTT, apds seis horas de incubacéo.
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Gréfico 2. Valor méximo da reducgéo de pH do leite fermentado pela cultura latica inoculada

juntamente com o FNTT, ap0s seis horas de incubac&o.

B Redugdo maxima do pH do leite na presenca do FNTT

0,2 0,17 0117 0,17 0,18
0,15 0,15 014 0.15
0,13 013 013 O
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Bacteriofagos, ao infectarem suas cepas hospedeiras, ocasionam uma diminuicéo
na capacidade da producdo de &cido. De acordo com Svensson e Crhistianson, (1991), para
uma cultura ser considerada sensivel a bacteriofagos, € necessario que a reducdo na
quantidade de acido produzido e de pH da cultura quando inoculada juntamente com o
filtrado suspeito de conter bacteridéfagos sejam superiores a 10 % e 0,2, respectivamente.

Todas as culturas laticas avaliadas mostraram-se resistentes aos bacteriéfagos
presentes nas amostras visto que, a reducdo na quantidade de &cido produzido (% de &cido
latico) e do pH das cepas inoculadas com os filtrados suspeitos de conter bacteriofagos das
amostras dos quatro Unidades de processamento ndo ultrapassaram 3,3 % (Grafico 1 e Figura
7) e 0,18 (Gréfico 2 e Figura 8), respectivamente.

e —ip
| RESISTENTES | | SENSIVEIS |
ot |
1,7 1.8 23 24 257 265 2F X& X8 BA. 33 10,0 %

[Valores obtidos|

Figura 7 — Representacdo dos valores maximos de reducgdo do &cido latico produzido (%)

pelas cepas testadas inoculadas com os filtrados suspeitos de conter bacteriéfagos.

PR S~ — ] »
| RESISTENTES | | SENSIVEIS |
I U I 1 ‘0 I |
012 013 014 015 017 0,18 0.2
[Valores obtidos|

Figura 8 — Representacdo dos valores maximos da reducdo do pH do leite fermentado pela
culturas testadas quando inoculadas juntamente com filtrado suspeito de conter bacteridéfagos

Hussain et al. (2008) ao caracterizarem bacteriéfagos oriundos de amostras de

soro, avaliaram a habilidade de acidificacdo de cepas de Lc.lactis infectadas por bacteriofagos
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liticos presentes nas amostras e constataram que houve um declinio na producdo de acido
durante o periodo avaliado indicando a sensibilidade destas cepas aos fagos. Neste estudo os
pesquisadores detectaram a presenca de bacteriofagos especificos para esta espécie em 42 %
(5/12) das amostras avaliadas.

Em contrapartida, Oriani e Yokoya (2004) avaliaram a sensibilidade de
Lactococcus de fermento comercial a bacteriofagos presentes no ambiente de processamento e
verificaram que em alguns casos 0s decréscimos de acidez ndo estavam relacionados com a
infeccdo fagica, uma vez que embora fosse detectada a sensibilidade a particulas fagicas para
algumas cepas no spot teste, as mesmas cepas ndo apresentavam diminuicdo na sua

capacidade de producao de &cido.

5.2.2. Teste de Turbidez

Os resultados do teste de turbidez tanto para as culturas de referéncia, como para as
cepas selvagens de Lb. paracasei estdo apresentados na Tabela 5. Foi observado que todas as
cepas avaliadas apresentaram o mesmo desenvolvimento do controle, quando inoculadas
juntamente com os filtrados suspeitos de conter bacteriofagos (FNTT). Isto indica que todos
0s micro-organismos testados, incluindo as cepas autdctones da Colecdo de Micro-
organismos de Interesse para a Agroinddstria Tropical, demonstraram ser resistentes aos
bacteriéfagos selvagens avaliados, corroborando os resultados obtidos nos teste de producédo
de &cido e nos testes spot.

Quiberoni et al. (2003) investigaram a presenca de bacteriofagos especificos para
cepas de St. thermophilus em plantas industriais de leite fermentado na Argentina, isolaram 11
fagos nas amostras pesquisadas e observaram que as oito cepas utilizadas, isoladas de
fermento comercial, mostraram-se sensiveis a pelo menos um dos bacteriéfagos isolados.

Suarez et al. (2008) isolaram e caracterizaram quatro bacteriofagos presentes em
amostras de soro de queijos argentinos e verificaram que trés cepas de Lc. lactis mostraram
ser sensiveis a pelo menos um fago, sendo uma cepa sensivel a dois bacteriofagos distintos.

Neste teste de turbidez, foi observado também que ndo havia agentes inibidores
(antibioticos, por exemplo) nas amostras de leite, soro e queijo de Coalho coletadas nas quatro
Unidades de processamento, uma vez que todas as culturas testadas quando inoculadas com
os filtrado tratados termicamente (FTT) apresentaram o mesmo crescimento (turbidez) do

controle (somente o inéculo) (Tabela 5).



42

Tabela 5 - Resultados para o teste de turbidez para as culturas laticas de referéncia e para as
cepas selvagens de Lb. paracasei, pertencentes & Colecdo de Micro-organismos da Embrapa

Agroindustria Tropical

FNTT FTT

Micro-organismo Amostra

up, UP, UP; UP, |UP; UP, UP; UP,

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 1 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 2 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 3 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 4 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 5 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 6 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 7 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 8 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 9 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 10 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

Leite + + + + + + + +

Lb. paracasei 11 Soro + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

) hil Leite + + + + + + + +
Queijo + + + + + + + +

L. paracasei Leite * * ¥ ¥ N N N ¥
ATCCBAAG2 SO0  + + 4+ 4+ 4
Queijo + + + + + + + +

lati Leite + + + + + + + +
ATL(.ZCaES% e A
Queijo + + + + + + + +

O sinal “+” indica que houve o crescimento da cepa quando inoculada juntamente com os filtrados (FTT e
FNTT).
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5.2.3. Resisténcia de cepas de Lb. paracasei a bacterioéfagos de referéncia

Os resultados da resisténcia das cepas selvagens de Lb. paracasei aos bacteriéfagos
pertencentes a Colecdo do INLAIN sdo apresentados na Tabela 6. As 11 cepas mostraram ser
resistentes aos oito diferentes bacteriéfagos testados. Isto demonstra que estas culturas séo
resistentes tanto aos fagos selvagens do seu ambiente de processamento (bacteriéfagos das
amostras das quatro Unidades de processamento) como aos bacteriéfagos isolados de um
ambiente distinto (bacteriéfagos da Colecdo do INLAIN). As bactérias testadas da Colecéo da
Embrapa foram anteriormente estudadas e selecionadas para este trabalho por apresentarem
propriedades tecnoldgicas para elaboracdo de um fermento latico especifico para a fabricacdo
de queijo de Coalho a partir de leite pasteurizado (CARVALHO, 2007). A caracteristica de
resisténcia a bacteriéfagos destas bactérias é bastante positiva uma vez que a industria
apresenta interesse e necessidade constantes em buscar novas cepas que possuam boas

propriedades tecnoldgicas para a fabricacdo de queijos e que sejam resistentes a bacteriofagos.

Tabela 6 - Resisténcia das cepas selvagens de Lb. paracasei, pertencentes a Colecdo de
Micro-organismos de Interesse para a Agroinddstria Tropical, da Embrapa Agroindustria
Tropical aos bacteriéfagos pertencentes a Colecdo do INLAIN.

Fagos Liticos Lb. Paracasei

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
J-1 + 4+ + + + + + + + + +
MLC A + 4+ + + + + + + + + +
MLC A2 + 4+ + + + + + + + + +
MLC A 7R + 4+ + + + + + + + + +
MLCAS + 4+ + + + + + + + + +
MLC A 17 + 4+ + + + + + + + + +
MLC A 19 + 4+ + + + + + + + + +

PMLC-A + o+ + + + + + + + + +
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CONCLUSOES

As culturas laticas de Referéncia e as 11 cepas de Lactobacillus paracasei
pertencentes a Colecdo de Micro-organismos de Interesse para a Agroindustria
Tropical, da Embrapa Agroindustria Tropical mostraram-se resistentes aos
bacteriéfagos selvagens presentes nas amostras de leite, soro e queijo de Coalho tanto
das unidades produtoras industriais como das unidades artesanais.

As 11 cepas de Lb. paracasei pertencentes a Colecdo de Micro-organismos de
Interesse para a Agroindustria Tropical, da Embrapa Agroinddstria Tropical foram
também resistentes aos oito diferentes bacteriéfagos da Colecdo do INLAIN.

A caracteristica de resisténcia a bacteriéfagos apresentada pelas 11 cepas de Lb.
paracasei as classificam como promissoras para serem avaliadas na composicdo de
um fermento latico especificamente destinado para a fabricacéo de queijo de Coalho a
partir de leite pasteurizado.
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8. APENDICE

Tabela A 1: Identificacdo bioquimica e molecular dos isolados analisados

N°  NC°isolado Identificacdo Bioquimica Identificagdo Molecular
1 270 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
2 483 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
3 1018 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
4 1024 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
5 1042 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
6 1120 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
7 1122 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
8 1131 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
9 1133 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
10 1134 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
11 1135 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Lactobacillus paracasei
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Tabela A 2 - Reducdo no percentual de acido latico produzido por culturas laticas com a
adicdo do filtrado tratado termicamente (FTT) e do filtrado ndo tratado termicamente (FNTT)

apos 6 horas de incubacéo.

Micro-organismo  Amostra FTT FNTT
UP; UP, UP; UP, |UP; UP, UP3; UP,
Leite 09 14 00 07 (22 21 23 13
Lb. paracasei 1 Soro 13 21 22 26 |07 05 29 0,7
Queijo 00 00 27 00 |06 00 00 18
Leite 09 12 20 12 (10 24 00 24
Lb. paracasei 2 Soro 27 00 00 00 (OO0 02 01 00
Queijo 00 00 01 09 |00 00 0,0 00
Leite 03 24 26 18 |00 29 00 13
Lb. paracasei 3 Soro 18 26 00 24 |08 25 20 0,7
Queijo 04 08 24 00 (03 00 03 21
Leite 14 15 01 00 |25 23 00 04
Lb. paracasei 4 Soro 36 00 08 00 (28 25 00 07
Queijo 12 34 05 05 |05 34 11 14
Leite 16 03 14 00 30 10 05 272
Lb. paracasei 5 Soro o0 07 13 30 (04 31 00 01
Queijo 07 1,7 00 08 |00 00 09 00
Leite 00 14 21 25 |16 08 18 272
Lb. paracasei 6 Soro 0,0 29 00 11 |00 00 05 10
Queijo 1,7 00 27 01|01 00 0,0 00
Leite 03 00 19 00 (13 01 0,2 17
Lb. paracasei 7 Soro 12 03 1,7 19 (00 0,0 0,7 00
Queijo 00 28 15 07 |00 00 23 13
Leite 21 03 00 03 |00 14 05 22
Lb. paracasei 8 Soro 1,7 00 00 00|07 00 00 00
Queijo 01 25 02 01 |25 15 02 00
Leite 00 25 00 29 |20 07 14 11
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Tabela A 2 - Reducdo no percentual de &cido latico produzido por culturas laticas com a
adicdo do filtrado tratado termicamente (FTT) e do filtrado nédo tratado termicamente (FNTT)
apos 6 horas de incubagédo (continuacéo)

FTT FNTT
UpP, UP, UP3; UP, |UP; UP, UP; UP,
Lb. paracasei 9 Soro 0,1 00 24 00 |00 00 14 04
Queijo 00 31 19 22 |04 17 00 00
Leite 13 00 31 00 03 03 15 21
Lb. paracasei 10  Soro 00 24 21 24 (01 22 26 00
Queijo 00 05 29 04 |00 00 01 08
Leite 14 00 00 00 04 03 00 00
Lb. paracasei 11 Soro 2,3 16 25 16 |13 27 20 22
Queijo 20 01 14 00 |05 00 18 00
Leite 00 00 22 12 (06 00 02 11
Soro 00 18 16 00 (33 00 26 06

Micro-organismo Amostra

S. termophilus

ATCC192%8  eijo 00 16 08 19 |21 00 30 10
L paracasei Leite 00 28 00 16 |03 00 24 00
paracesel - soo 00 00 09 07 |00 00 27 03
Queijo 00 00 16 00 |00 00 16 13

 lati Leitt 14 00 00 27 |15 07 20 27
A a0 Soro 00 00 18 14 |12 00 09 09

Queijo 00 00 17 04 |00 00 19 20

Tabela A 3 - Diferenca de pH do leite apds o crescimento das culturas laticas inoculadas com
e sem a adicdo do filtrado tratado termicamente (FTT) e do filtrado n&o tratado termicamente
(FNTT) apos 6 horas de incubacéo.

FTT FNTT
UP, UP, UP; UP, | UP; UP, UP; UP
Leite 0,02 000 0,01 0,00| 006 0,00 0,05 0,00
Lb. paracasei 1 Soro 0,00 0,00 0,00 0,00 011 0,00 0,13 0,03
Queijo 0,04 0,00 0,06 0,00| 003 0,00 0,03 0,00
Leite 000 000 0,09 0,03| 004 0,16 015 0,13
Lb. paracasei 2 Soro 0,00 000 0,18 0,07| 0,01 0,12 0,17 0,04
Queijo 0,00 000 014 0,11 | 005 0,10 0,06 0,02
Leite 0,09 005 012 0,06 | 0,15 0,13 0,16 0,09
Lb. paracasei 3 Soro 0,01 003 0,03 0,07]| 007 0,09 0,04 0,08
Queijo 0,11 001 005 0,13 | 0,08 0,06 0,17 0,14
Leite 0,12 006 0,00 0,04 005 0,16 0,11 0,01
Lb. paracasei 4 Soro 0,13 0,09 0,07 002 004 0,15 0,00 0,17
Queijo 0,14 000 0,17 0,01| 0,09 0,08 0,06 0,03
Leite 0,03 001 018 0,03| 0,12 0,07 0,06 0,07
Lb. paracasei 5 Soro 0,05 002 012 008]| 013 0,11 0,02 0,05
Queijo 0,24 004 008 0,00| 002 0,09 0,05 0,03
Leite 0,07 007 004 0,12 | 0,09 0,05 0,15 0,02
Lb. paracasei 6 Soro 0,04 000 0,18 0,09 | 0,01 0,13 0,03 0,01
Queijo 0,06 0,03 000 0,11 | 0,11 0,05 0,09 0,04

Micro-organismo Amostra




54

Tabela A 3 - Diferenca de pH do leite apds o crescimento das culturas laticas inoculadas com
e sem a adicdo do filtrado tratado termicamente (FTT) e do filtrado n&o tratado termicamente
(FNTT) ap0s 6 horas de incubacéo (continuagéo)

FTT FNTT
UP; UP, UP; UP, | UP; UP, UP; UP;
Leite 0,19 006 0,07 0,01 010 0,22 0,13 0,03
Lb. paracasei 7 Soro 0,12 017 0,05 0,24| 0,02 0,03 0,01 0,07
Queijo 0,08 013 0,11 0,03| 0,04 0,08 0,02 0,09
Leite 009 019 004 0,04 | 006 0,05 0,01 0,01
Lb. paracasei 8 Soro 0,04 000 000 005)| 002 0,01 0,12 0,00
Queijo 0,11 0,04 017 0,08 | 0,10 0,13 0,07 0,06
Leite 0,08 010 0,05 0,00 0,07 0,08 0,18 0,04
Lb. paracasei 9 Soro 0,02 009 002 0,03]| 006 0,07 0,11 0,12
Queijo 0,06 024 0,03 005| 005 0,01 0,07 0,14
Leite 0,12 0,12 0,08 0,07 | 0,15 0,11 0,05 0,06
Lb. paracasei 10 Soro 0,17 0,04 013 0212| 012 0,06 0,03 0,15
Queijo 0,19 005 024 0,15| 0,13 0,04 0,01 0,10
Leite 0,02 007 0,13 0,01| 0,09 0,10 0,00 0,13
Lb. paracasei 11 Soro 0,14 0,08 0,07 0,02| 003 0,19 0,04 0,09
Queijo 0,11 0,00 0,09 0,06 | 0,10 0,00 0,10 0,07
Leite 0,00 000 0,08 003| 000 0,00 0,02 0,00
Soro 0,00 0,00 0,04 0,00| 0,00 0,00 004 0,00

Micro-organismo Amostra

S. termophilus

ATCC 19258 5 eijo 000 000 003 041| 001 002 002 0,01
 paracasei  Lete 002 006 000 000| 002 003 000 002
' Soro 000 011 000 000| 002 003 0,01 002
ATCCBAASZ  eilo 004 003 000 000| 001 001 0,01 001
i Leite 0,2 000 000 000| 002 000 002 0,00
ATihess  Soro 000 000 000 000 0,00 000 002 0,01

Queijo 000 0,00 0,00 0,00| 001 0,04 0,00 0,01




