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RESUMO

INTRODUCAO: O emprego de revestimentos e/ou filmes comestiveis obtidos por
polimeros naturais tem sido usado para melhorar a seguranga e a qualidade dos alimentos.
Os revestimentos comestiveis permitem ainda a adicdo de antimicrobianos, corantes,
aromas, nutrientes, especiarias, etc. Neste sentido, a incorporacdo de bacteridfagos liticos
para o biocontrole de patdgenos pode ser interessante para a manuten¢do da qualidade
microbioldgica de alimentos. Os bacteriofagos séo virus que levam a lise celular podendo
ser isolados do solo, da agua, de efluentes, entre outros. O queijo Minas meia cura é um
dos queijos mais populares do pais, podendo ser fonte de microrganismos causadores de
toxinfecdes alimentares como a Salmonella enterica. OBJETIVOS: Desenvolver um
revestimento comestivel com bacteriéfagos liticos para S. enterica visando biocontrole
de queijos tipo Minas meia cura. METODOS: As primeiras etapas foram propagaco,
purificacdo, titulacdo fagica e determinacdo da melhor relacdo da bactéria e fago ou da
multiplicidade da infecdo (MOI). A seguir, foi feita a preparacdo do revestimento por
gelificacdo ionotropica de alginato de sédio com incorporagdo das particulas fagicas para
Salmonella enterica. O revestimento foi caracterizado por microscopia eletronica de
varredura (MEV), tomografia por transmissdo de raios-X (XRT), espectrofotometria de
infravermelho (FTIR), calorimetria diferencial de varredura (DSC), espectrofotometria
de fluorescéncia de raios-X (XRF), propriedades mecénicas, determinacdo da atividade
litica dos fagos; e ensaio de citotoxicidade. RESULTADOS: O revestimento apresentou
capacidade litica contra S. enterica, adequadas propriedades fisico-quimicas e nula
toxicidade. CONCLUSAOQ: O revestimento desenvolvido apresentou caracteristicas

promissoras para o fim pretendido.

Palavras-chave: Revestimento edivel. Fagos liticos. Queijos. Salmonella enterica



ABSTRACT

INTRODUCTION: The use of edible coatings and/or films based on natural polymers
has been used to improve food safety and quality. Edible coatings also allow the addition
of antimicrobials, dyes, flavors, nutrients, spices, etc. In this sense, the incorporation of
Iytic bacteriophages for the biocontrol of pathogens can be interesting for the maintenance
of the microbiological quality of food. Bacteriophages are viruses that lead to cell lysis
and can be isolated from soil, water, effluents, among others. Minas semi-cured cheese is
one of the most popular cheeses in the country, and it can be a source of microorganisms
that cause toxic food infections such as Salmonella enterica. OBJECTIVES: Develop
an edible coating with lytic bacteriophages for S. enterica aiming at biocontrol of half-
cured cheeses. METHODS: The first steps were propagation, purification, phage titration
and determination of the best bacterial-phage ratio or multiplicity of infection (MOI).
Next, the coating was prepared by ionotropic gelling of sodium alginate with
incorporation of phage particles for Salmonella enterica. The coating was characterized
by scanning electron microscopy (SEM), X-ray transmission tomography (XRT), infrared
spectrophotometry (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC), X-ray fluorescence
spectrophotometry (XRF), mechanical properties, determination of phage lytic activity;
and cytotoxicity assay. RESULTS: The coating showed lytic capacity against S. enterica,
adequate physicochemical properties and zero toxicity CONCLUSION: The developed

coating showed promising characteristics for the intended purpose.

Keywords: Edible coating. Lytic Phages. Cheeses. Salmonella enterica.
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APRESENTACAO

O trabalho de pesquisa realizado intitulado “Revestimento comestivel com
bacteriofagos para biocontrole em queijos Minas meia cura” foi financiado pela Universidade
de Sorocaba (Uniso). A discente recebeu bolsa integral Capes/Prosup, tendo sido orientada pela
Profa. Dra. Marta Maria Duarte Carvalho Vila e coorientada pelo Prof. Dr. Victor Manuel

Figueiredo Cardoso Balcao.

O trabalho foi concebido dentro da linha de pesquisa do Programa de Pds-Graduagédo
em Ciéncias Farmacéuticas da Uniso “Avaliacao de Substancias Bioativas e Sistemas de
Liberacdo de Farmacos”, sendo realizado no Laboratoério de Biofilmes e Bacteriofagos da Uniso
(Phagelab). Algumas andlises ainda foram realizadas no Lafinau (tomografia por transmisséo
de raios-X (XRT) e espectrofotometria de fluorescéncia de raios-X (XRF)); no Lepisus
(microscopia eletronica de varredura (MEV)); no Labiton (ensaios de citotoxicidade) e no
LaBNUS (espectrofotometria de infravermelho (FTIR), calorimetria diferencial de varredura

(DSC) e propriedades mecanicas.

Os trabalhos desenvolvidos pela equipe de pesquisadores tém tido como foco a
aplicacdo de bacteriofagos para o controle de bactérias patogénicas nas areas de satde humana,
seguranca dos alimentos, agricultura e meio ambiente visando a melhoria da qualidade de vida
do ser humano. Os bacteridfagos ou fagos sdo virus que atacam exclusivamente bactérias. Nesse
sentido, desde que se descobriu que estes virus destroem 0s seus hospedeiros enquanto se
mantém indcuos para os seres humanos, diversas pesquisas buscam utiliza-los para combater
diversos tipos de infeccbes ou contaminacdes bacterianas. O trabalho realizado buscou a
obtencdo de um revestimento edivel com bacteriéfagos contra Salmonella enterica com o
objetivo de garantir a seguranca microbiologica de queijos, um produto de significativo
consumo nacional. Além disto visou promover a protecdo do alimento da influéncia de fatores

externos sem a geracdo de lixo advindo de embalagens sintéticas.

Durante a realizacao desta dissertacéo resultados foram apresentados nos Congressos:
i) 13" Internacional Congress of Pharmaceutical Sciences, em outubro de 2021, tendo como
autores: Edjane C. Cinto; Thais J. de Oliveira; Victor M. Balcédo; e Marta M. D. C. Vila com
o titulo “Edible coating with bacteriophages for biocontrol of half-cured cheese” (Anexo A);
i) XXXI Brazilian Congress of Virology & XV Mercosul Virology Meeting, em novembro

de 2020, tendo como autores: Edjane C. Cinto;Thais Jardim de Oliveira; Erica C. Santos Silva;
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Lilin K. Harada; Bianca G. Belline Silva; Fernanda Morelli; Marta M. D. C. Vila; e Victor M.
Balcéo intitulado “Isolation and characterization of lytic bacteriophages for the biocontrol of
Salmonella enterica: potential for application in the food industry” (Anexo B) e; iii) XXXII
Congresso Brasileiro de Virologia: Virologia em Casa, em outubro de 2021 dos autores:
Edjane Consorte Cinto; Thais Jardim de Oliveira; Victor M. Balcdo; e Marta M. D.C. Vila,
com o titulo “Edible coating integrating lytic bacteriophage particles for biocontrolling

Salmonella enterica in half-cured cheese” (Anexo C).
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1. INTRODUCAO

Os queijos, produtos lacteos fermentados, sdo alimentos de alta qualidade nutricional
consumidos no mundo todo por bilhGes de pessoas (TONG et al., 2017). Entretanto, tém sido
implicados em diversos surtos de intoxicacdes de origem alimentar. Assim como o leite, queijos
sdo alimentos com inUmeros nutrientes, que oferecem circunstancias ideais para multiplicacdo
ou manutencdo da viabilidade de microrganismos desejaveis ou ndo, que podem trazer
modificagdes sensoriais no queijo e/ou propiciar doengas como intoxicacdes e toxinfecoes
alimentares em seus consumidores (FERREIRA; SILVA, 2021).

Os patdgenos veiculados em leite e produtos lacteos sdo originarios do ambiente da
fazenda e da excrecdo direta do Ubere infectado. Nas plantas de laticinios, os patégenos podem
entrar via leite cru contaminado, colonizar o ambiente da fabrica de laticinios e,
consequentemente, contaminar os laticinios. Outra fonte importante de contaminagdo ocorre

durante o manuseio e processamento advindo dos trabalhadores (KOUSTA et al., 2010).

Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter spp., Listeria spp., Bacillus cereus,
Brucella spp. e Staphylococcus aureus sdo alguns exemplos de microrganismos patogénicos
associados a surtos de intoxicacdes e toxinfecdes alimentares nos quais produtos lacteos, em

particular, os queijos, estdo frequentemente envolvidos (MARTINS, 2018; SILVA etal., 2017).

Uma abordagem que tem sido discutida, mais recentemente, para o controle da
qualidade microbiologica de alimentos refere-se a utilizacdo de bacteriéfagos. Varias
aplicacdes no controle de patdgenos em alimentos utilizando bacteriéfagos tém sido propostas,
ao longo dos anos, com relativo sucesso (KAZIl; ANNAPURE, 2016).

O conceito de combater patdgenos em alimentos por meios de fagos pode ser aplicado
em todas as fases da producdo ao longo de toda a cadeia alimentar. Os bacteriéfagos sdo
adequados para: (i) prevenir ou reduzir a colonizacdo e doencgas na pecudria via terapia com
fagos; (ii) descontaminar carcacas e outros produtos crus, como frutas e vegetais frescos; iii)
desinfetar equipamentos e superficies de contato (biosanidade do fago biocontrole) e (iv)
prolongar o prazo de validade de alimentos industrializados pereciveis como um conservante
natural (GARCIA et al., 2008).

Além disto, os bacteriofagos apresentam diversas vantagens como agentes de
biocontrole em alimentos segundo Sillankorva, Oliveira, e Azeredo (2012), como: i)
especificidade para atingir seu hospedeiro permanecendo intacta a microbiota restante, ii)

autorreplicacdo e autolimitacdo, com multiplicacdo enquanto o hospedeiro estiver presente; iii)
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adaptacao aos mecanismos de defesa das bactérias; iv) baixa toxicidade inerente, uma vez que
sdo formados basicamente de &cidos nucleicos e proteinas; v) baixo custo e simplicidade de

manipulacdo; vi) tolerdncia a diversas condi¢bes dos alimentos.

A crescente demanda por produtos alimenticios, prontos para consumo, de alta
qualidade e com longa vida de prateleira, tem contribuido para o desenvolvimento de novas
tecnologias de processamento que assegurem que as propriedades naturais e a aparéncia do
produto nao sejam significativamente alteradas (KOKOSZKA; LENAR, 2007). Neste sentido,
filmes ou revestimentos comestiveis, formados por uma camada fina de biopolimeros na
superficie dos alimentos, visando estender sua vida util, representam uma das melhores
maneiras de preservar propriedades, funcionalidade e caracteristicas dos alimentos a um baixo
custo (ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2018).

Os filmes e revestimentos comestiveis sdo obtidos pelo emprego de uma grande
variedade de biopolimeros, originarios de varias fontes naturais, sendo caracterizados pela sua
complexidade estrutural e diversidade funcional (PINHEIRO et al., 2010). Estas substancias
sdo classificadas como polissacarideos, proteinas e lipidios, sendo completamente
biodegradaveis e seguros para o consumo humano (VILLADIEGO et al., 2005). Os filmes ou
revestimentos podem colaborar na seguranca microbiol6gica dos alimentos e assegurar
protecdo contra diferentes fatores externos (vapor de dgua, oxigénio e umidade) auxiliando na
conservacao e, consequente, prolongamento da vida Gtil de alimentos frescos e processados.
Somando-se a isto, os filmes ou revestimentos permitem a associacao de diversas substancias

que podem colaborar na preservacao e qualidade do produto, como os bacteriéfagos.

Com estes fatos, justifica-se a importancia do desenvolvimento de um revestimento
edivel com bacteriéfagos para o biocontrole de queijos do tipo Minas meia cura, de modo a

contribuir para a melhoria de sua qualidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Doengas transmitidas por alimentos (DTA)

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo uma das principais causas de
morbimortalidade no mundo todo. As DTA sdo consideradas um dos maiores problemas de
salde publica, atingindo toda populagdo, mas majoritariamente as camadas menos favorecidas,
criangas e idosos (SORAGNI; BARBABE; MELLO, 2019).

Caracteriza-se como principal critério das DTA, quando duas ou mais pessoas
apresentam a mesma doenca ao ingerir um alimento ou bebida contaminados da mesma origem
com confirmacgdo por evidéncia clinica, epidemioldgica e/ou laboratorial (MAGNONI et al.,
2016; MELO et al., 2018). As DTA sao doencas com multiplos sintomas, decorrentes da
ingestdo de alimentos ou bebidas contaminados por microrganismos como bactérias e/ou suas
toxinas, virus e parasitas. A gravidade do quadro infeccioso dependente do patdégeno envolvido
e, principalmente, da condicdo de salde individual. Diarreia, falta de apetite, febre, dor
abdominal, vomitos e nduseas sdo algumas das sintomatologias que os individuos podem
apresentar quando acometidos e, normalmente, independente do patdégeno envolvido. Os sinais
e sintomas sao recorrentes, o que dificulta o diagndstico do agente infeccioso (FINGER et al.,
2019). A diarreia é um dos distdrbios mais prevalente, sendo conceituada como trés ou mais
evacuagOes amolecidas ou liquidas em um periodo de 24 horas (MAGNONI et al., 2016).

Os principais fatores que podem contribuir para o aparecimento dessas doencas na
populacdo sdo a urbanizacdo desorganizada, alta produtividade dos alimentos, aumento
persistente da populacdo e, a deficiéncia dos 6rgaos publicos e privados para a fiscalizacdo da
qualidade dos alimentos (DRAEGER et al., 2019). A producdo de alimentos para uma
populacdo que cresce, de modo vertiginoso, é um dos desafios do século. A producgéo agricola
em larga escala aumenta os riscos de ataque por pragas e doencas. A epidemiologia demonstra
que, sempre que ha um acumulo de individuos de uma mesma espécie em contato préximo, ha
0 aumento de chances de transmissdo de agentes de doencas e a multiplicacdo de parasitas
(MENDES; RIBEIRO, 2021).

A ingestdo de alimentos que ndo atendem aos padrdes sanitarios minimos, seja por
representarem perigos fisicos, quimicos e bioldgicos, sdo um sério risco & seguranca dos
alimentos, sendo a contaminacdo por agentes biologicos a maior causa dessas doencas
(SORAGNI; BARBABE; MELLO, 2019).

A bactéria Salmonella, de modo geral, é considerada um dos agentes etiolégicos de

maior prevaléncia nas infeccGes alimentares (FINGER et al., 2019). As bactérias infecciosas
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mais importantes nas DTA, no Brasil, sdo Salmonella, Campylobacter e Echerichia coli. As
principais intoxicantes séo Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Clostridium botulinum e,
no grupo das toxigénicas, E. coli enterotoxigenica, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Clostridium perfringens e Bacillus cereus (MELO et al., 2018).

Um dos graves problemas de salde publica atual € o surgimento de bacterias resistentes
a antibidticos. O aparecimento de cepas de salmonela com resisténcia a mdaltiplos
antimicrobianos (MDR - do inglés multidrug resistant) ja foi descrito em humanos, alimentos
e em animais. O abuso de antimicrobianos prescritos na medicina humana e animal tem
facilitado a selecdo e dispersdo de patdgenos resistentes €, em um mundo cada vez mais
interconectado, sua disseminacdo ndo tem encontrado fronteiras (ORTIZ et al., 2021). O uso
de antibidticos em animais tem contribuido para a magnitude do desafio global das bactérias
multiresistentes. Na intensificacdo da producdo alimentar animal e da aquicultura, os
antibiodticos sdo administrados ndo apenas como terapia, mas também como metafilaticos, onde
a identificacdo dos sintomas da doenca em um animal leva ao tratamento para todo o rebanho.
Também, ha o uso de antibidticos como tratamento profilatico, onde doses subterapéuticas sdo
administradas para neutralizar o efeito adverso das respostas ao estresse, que geralmente levam
a doencas infecciosas (FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2016).

Os alimentos podem sofrer contaminacGes durante todas as etapas de elaboracgéo e, até
mesmo, apos o0 seu processamento. Dentre 0s principais alimentos envolvidos em surtos estéo
0s ovos (e produtos que os utilizem como base), doces e sobremesas, leite e derivados, carnes

de aves, suinos e bovinos in natura, cereais, hortalicas e pescados (MELO et al., 2018).

Doengas de origem microbiana transmitidas por alimentos sdo um sério fator de
segurancga dos alimentos em todo o mundo. Além de ser de significativa importancia para a
salde publica, o impacto econdmico das infeccGes bacterianas de origem alimentar é
consideravel (VIKRAM; WOOLSTON; SULAKVELIDZE, 2021).

Visando o controle de qualidade microbiol6gico de alimentos, varias abordagens tem
sido discutidas ao longo dos anos e, muitas tecnologias foram desenvolvidas para combater
bactérias, como uso do calor, uso de substancias quimicas (desinfetantes e conservantes
quimicos), radiacdo, etc. Muitas destas estratégias, algumas vezes, a custa da qualidade dos
alimentos ou a valores elevados. Portanto, ha uma necessidade de novas opg¢des que atendam a
demanda do consumidor por alimentos seguros do ponto de vista microbiologico, minimamente
processados e, com menos conservantes quimicos. Uma destas abordagens é o uso de

antagonista natural para bactérias para controlar a contaminacéo bacteriana em alimentos em
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um processo chamado “biocontrole”. Neste sentido, 0 uso de bacteriéfagos emerge como uma
alternativa a ser estudada (KAZI; ANNAPURE, 2016).

2.2. Salmonella enterica

A Salmonella enterica é um patdgeno de origem alimentar e agente etioldgico de surtos
alimentares com grande impacto na saude humana (ORTIZ et al., 2021; SHINOHARA et al.,
2008).

As salmonelas sdo bacilos Gram-negativos, geralmente moveis, anaerobios facultativos
e que ndo esporulam. O género Salmonella é o mais importante da familia Enterobacterieaceae,
sendo formado pelas espécies Salmonella bongori e Salmonella enterica, sendo esta
subdividida em seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica).
(ANDINO; HANNING, 2015; MELO et al., 2018). Atualmente séo reconhecidos cerca de 2500
sorovares diferentes, incluidos nas duas especies (MENDES; RIBEIRO, 2021). O potencial
patogénico para 0 ser humano esta representado por membros da subespécie enterica. A
manifestacdo clinica mais caracteristica da salmonelose em humanos é a gastroenterite, que
geralmente se apresenta com sintomas leves e autolimitados. Contudo, condic¢des invasivas
extraintestinais como bacteremia e infec¢bes localizadas, também podem ser observadas
(ORTIZ et al., 2021). A salmonelose apresenta sintomas caracteristicos, como nauseas,
vomitos, febre, calafrios, dor abdominal, desidratacdo, dores de cabeca e diarreias. A dose
minima infectante para os humanos varia de 10° a 10® células, porém em individuos
imunossuprimidos doses menores que 102 ja podem ser perigosas. A severidade da intoxicagio
por Salmonella spp depende do estado imunologico do hospedeiro, do sorovar envolvido, da
concentracdo do in6culo e dos genes de viruléncia expressos pelo agente (FAGANELLO,
2018).

O principal reservatorio de Salmonella é o trato gastrintestinal de humanos e animais,
sendo que, a principal via infecciosa é exatamente o consumo de alimentos e/ou agua
contaminados por fezes contendo a bactéria. Essa contamina¢do normalmente ocorre devido a
falta de higienizag&o adequada das méos, cozimento incorreto dos alimentos, além de consumo
de alimentos crus contaminados (ANDINO; HANNING, 2015). A existéncia de portadores
assintomaticos e a persisténcia de Salmonella em alimentos e utensilios contribuem para que
este microrganismo assuma relevante importancia em sadde publica (SILVEIRA et al., 2019).
A maioria dos casos de salmonelose ocorre pela ingestdo de alimentos preparados e

armazenados inadequadamente, o que contribui para a multiplicacdo do patdgeno e,
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consequente, aumento da dose ingerida. Os alimentos mais envolvidos com contaminacfes de

salmonelas sdo carnes bovina, suina e de aves, ovos, leite e seus derivados (MELO et al., 2018).

2.3. Queijos

O queijo é uma das formas mais antigas de alimentos industrializados. Em tempos
remotos, 0 queijo era, principalmente, uma forma concentrada de leite com o beneficio de uma
vida util prolongada. Os queijos, produtos lacteos fermentados, sdo alimentos de alta qualidade
nutricional, sendo uma fonte rica em nutrientes essenciais, em particular, proteinas, peptideos
bioativos, aminodcidos, gordura, acidos graxos, vitaminas e minerais (TONG et al., 2017;
WALTHER et al., 2008). Segundo o Ministério da Agricultura e Abastecimento e da Reforma
Agréaria (MAPA) entende-se por queijo:

[...] o produto fresco ou maturado que se obtém por separacdo parcial do soro do
leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros
lacteos, coagulados pela acdo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias
especificas, de acido organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta
para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou
especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias
aromatizantes e matérias corantes (BRASIL,1996).

Atualmente, existem inumeras variedades de queijos em funcdo do tipo de leite
utilizado; da consisténcia; do teor de gordura; do tipo de fermentacéo; do processo de fabricacao
envolvido, etc. Além disso, eles diferem no sabor, bem como em alguns componentes bioativos,
que sdo criados principalmente durante os diferentes estagios de amadurecimento, quando 0s
principais ingredientes lactose, proteina e gordura sdo decompostos por fermentacéo, prote6lise
e lipolise (WALTHER et al., 2008).

O setor de lacteos brasileiro, composto pelos segmentos produtores de leite e seus
derivados (como creme de leite, leite em po, iogurte, manteiga e queijos), apresenta-se como o
4° maior do mundo. O segmento de queijos responde por 25,4% do setor (FGV, 2017). No
entanto, em 2019, o consumo de queijos brasileiros foi estimado em 5,5 quilos por pessoa/ ano,
abaixo do volume de 9 kg / ano recomendado pela Organizagdo das Nagfes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO). O setor de queijos no Brasil € dominado por fabricantes
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nacionais e, também incluem a produg&o de queijo informal, os denominados queijos artesanais
(USDA, 2020). Os queijos mais consumidos no pais sdo mozzarella, queijo prato, requeijao e
queijo Minas, sendo assim, os mais produzidos pela industria nacional (TRINDADE et al.,

2019). No entanto, existem muitas variedades de queijos, sendo algumas de expresséo regional.

A historia da producgdo de queijos artesanais no Brasil iniciou-se no seculo XVI1I1 apds
a chegada dos europeus, que trouxeram gado para o estado da Bahia. Rapidamente, houve a
domesticacdo e expansdo até o estado de Minas Gerais, atualmente, um dos estados brasileiros
com maior producdo de queijos artesanais do pais. As regides Norte, Nordeste, Sul, Sudeste e
Centro-Oeste do pais também contam com a producéo de queijos artesanais possuindo, em cada
uma delas, exemplares Unicos com caracteristicas préprias. O aumento da demanda por
produtos diferenciados, menos processados e valorizados pela cultura local, tem impulsionado
a producdo de queijos artesanais no Brasil (PINEDA et al., 2021). Um outro fator que também
incentiva a producédo e o interesse sobre 0s queijos artesanais, diz respeito as caracteristicas
organolépticas impares adquiridas com o processo artesanal. Normalmente, a matéria prima
diferenciada no processo produtivo artesanal é a utilizacdo de leite cru e ndo o pasteurizado. O
leite cru possui enzimas naturais, que além da atividade de protedlise e lipdlise ocorridas
naturalmente da microflora, favorecem o perfil sensorial dos queijos. Os queijos artesanais
apresentam caracteristicas particulares relacionadas aos atributos sensoriais dos produtos que
sdo conferidos pelos microrganismos originais que fazem parte da microbiota natural do leite e
promovem diferentes caracteristicas de sabor, textura e aroma (COSTANZO et al., 2020). O
queijo artesanal tem um importante papel no consumo de queijos pela populacéo brasileira e, 0
interesse em aumentar a qualidade do produto comercializado tem crescido nos Gltimos anos.
O estado de Santa Catarina juntamente com o estado de Minas Gerais s&o 0s maiores produtores

de leite e derivados, representando 8,4% do total produzido no pais (ROSSI et al., 2018).

O queijo Minas meia cura € um queijo maturado que pode ser produzido artesanalmente
ou néo e, juntamente com o queijo Minas frescal, foi um dos primeiros queijos produzidos no
pais. Quando o queijo Minas meia cura é feito de modo artesanal emprega-se o leite cru
(QUEIJO MINAS ARTESANAL, 2009), quando é elaborado de forma industrial utiliza-se leite
pasteurizado (BRASIL, 2020). O queijo Minas meia cura artesanal tem denominagéo de origem
sendo reconhecido pelo Instituto do Patrimonio Historico e Artistico Nacional (IPHAN) como
patrimonio nacional brasileiro (SERNA, 2015). O queijo Minas meia cura é um produto com
boa aceitacio entre os brasileiros, sendo consumido entre pessoas de todas as faixas etarias. E

um queijo curado, de massa semicozida, prensada e salgada, sendo classificado como queijo
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semigordo (25,0 e 44,9%) a gordo (45,0 e 59,9%) e de umidade média (36,0 e 45,9%)
(BRASIL, 1996; ARAUJO et al., 2020). Segundo a legislacdo brasileira definiu-se queijo

Minas meia cura como:

.. 0 produto obtido por coagulacdo do leite pasteurizado, por meio de coalho, outras
enzimas coagulantes apropriadas, ou com ambos, complementada pela acdo de bactérias
laticas isoladas ou em combinago.... E um queijo maturado, de massa semi-cozida,
prensada e salgada, podendo ser defumado ou ndo..... O queijo Minas meia cura classifica-
se, de acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos, como um
queijo semi-gordo a gordo e de média umidade.... O queijo Minas meia cura deve ter
formato cilindrico e apresentar casca fina, levemente amarelada e sem trincas (BRASIL,
2020).

As informac6es sobre os dados fisico-quimicos do queijo Minas curado sdo escassas,
provavelmente, devido a dificuldade de padronizacao, por se tratar de um produto que apresenta
variacdes na técnica de fabricacdo. Além disto, poucas informac6es sdo disponiveis sobre a
real qualidade microbioldgica destes produtos. Embora haja conhecimento tedrico sobre o risco
potencial de que estes queijos, a base de leite cru, representam para o consumidor, ndo ha
fiscalizagdo especifica suficiente no local que atenda as suas especifica¢des (ARAUJO et al.,
2020).

O controle higiénico sanitéario no preparo de queijos, no Brasil, sempre foi dificil. Como
exemplo pode-se citar um estudo realizado por ROSSI e colaboradores (2018) em fazendas
produtoras de leite no Brasil. Nesta pesquisa, verificou-se que, em 51,6% das amostras de leite
cru originados das fazendas avaliadas apresentaram contagem de bactérias maiores dos que as
estabelecidas pela legislacéo e, 66,6% das amostras de agua utilizada para diversas finalidades
apresentaram contagem de coliformes superiores aos limites aceitaveis. Além disto, constatou-
se procedimentos incorretos durante a ordenha, armazenamento e limpeza em geral por parte

dos colaboradores.

Os queijos, de modo geral, sdo alimentos seguros para consumo, no entanto, tém sido
implicados em diversos surtos de intoxicacdo de origem alimentar. Os patogenos veiculados
em leite e produtos lacteos sdo originarios do ambiente da fazenda e da excre¢éo direta do Ubere
infectado. Nas plantas de laticinios, os patdgenos podem entrar via leite cru contaminado,
colonizar o ambiente da fabrica de laticinios e, consequentemente, contaminar os laticinios.

Outra fonte importante de contaminagdo ocorre durante 0 manuseio e processamento advindo
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dos trabalhadores (KOUSTA et al., 2010). Queijos fabricados artesanalmente sdo mais
propensos as contaminacdes por patdgenos de origem alimentar quando a qualidade do leite cru
é insatisfatoria (PINEDA et al., 2021), uma vez que, o leite € muito suscetivel a contaminacgéo
por microrganismos patogénicos. A seguran¢a microbiana dos alimentos ao longo da cadeia de
laticinios, seja numa producéo industrial ou artesanal, € um tema que merece atencdo do ponto
de vista da saude publica e da producdo (LINDNER et al., 2021).

Varios organismos sdo responsaveis por contaminacfes em queijos, destacando-se a
classe de Escherichia coli (SILVA et al., 2017), Salmonella spp., Listeria monocytogenes e
Campylobacter jejuni (JORQUERA et al., 2015). Estudos avaliaram ainda a presenca
de Staphylococcus coagulase positiva e Brucella spp. em queijos artesanais fabricados no
Brasil (PINEDA et al., 2021).

Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) sdo as principais medidas de controle microbiolégico e, se mostram eficazes
(NEITZKE; ROZA; WEBER, 2017). Outras medidas também séo utilizadas pela inddstria
alimenticia de acordo com a caracteristica e objetivos de conservacdo de cada alimento como:
pasteurizacdo, irradiacdo, processamento de alta pressdo, sendo descritas como seguras e
eficazes. Entretanto, esses métodos podem ser desfavoraveis em alguns casos na preservacao
das caracteristicas organolépticas, aceitabilidade pelos consumidores e perdas nutricionais dos
alimentos (MOYE; WOOLSTON; SULAKVELIDZE, 2018). Neste sentido, diversas propostas
tém sido avaliadas para o controle dos principais agentes patogénicos causadores de problemas
de intoxicacGes alimentar e ainda, satisfazer a demanda do consumidor por alimentos
minimamente processados com baixas concentracBes de conservantes quimicos (RAVI;
POOJA; YADAV, 2017).

Nesta perspectiva, tem surgido opc¢des alternativas para o controle microbiolégico de
alimento, como o controle bioldgico, ou biocontrole, ou ainda, biopreservacao, que sdo métodos
que usam organismos antagonistas e/ou seus metabolitos para controlar ou prevenir o
crescimento de outros organismos indesejaveis. Como muitos queijos sdo produtos de
fermentagdo microbioldgica e, j& possuem um microbioma grande e diverso, eles sao um bom
candidato para o uso de métodos de controle microbioldgico contra microrganismos
patogénicos. Entre os métodos de biocontrole discutidos tem-se 0 uso de bacteriocinas ou de
espéecies produtoras de bacteriocinas e inoculagdo com bacteriofagos liticos especificos
(FALARDEAU; TRMCIC; WANG, 2021).
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2.4. Bacteridfagos e biocontrole

Bacteriofagos sdo virus que tém a capacidade de infectar e se multiplicar apenas em
células bacterianas, sdo abundantes em todo o planeta e sdo detectaveis em quase todos os
lugares onde existem bacteérias vivas, hospedeiros obrigatorios (KAKASIS: PANITSA, 2019).
Os fagos j& foram isolados de todos ambientes e nichos ecoldgicos, como em &guas de esgoto,
rios, mares, solo, etc. (WEBER-DABROWSKA et al., 2016). Além disto, os fagos sdo dez
vezes mais numerosos no ambiente do que bactérias, com um numero estimado de 10%
(THUNG et al., 2018).

Os bacteridfagos foram descobertos hd um século por Frederick Twort e Félix d’Hérelle,
de modo independente (DOMINGO-CALAP; DELGADO-MARTINEZ, 2018). Twort nio
seguiu sua inovagdo, enquanto d’Hérelle explorou sua capacidade de utiliza-los com o proposito
de tratamento contra infec¢des bacterianas (QADIR, 2015).

Os bacteriofagos apresentam estruturas bem definidas como a cépside, bainha contrétil,
base de ancoragem e injecdo do material genético, e fimbrias (HARADA et al., 2018), como

pode ser observado na Figura 1.

Figura 1. Representacdo esquematica de uma particula fagica
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Fonte: https://webportefoliobio.weebly.com/blogue/bacteriofagos

reproducdo. De acordo com seu clico de reprodugdo sdo denominados liticos ou lisogénicos.

No ciclo lisogénico, o material genético viral (acido desoxirribonucleico (DNA) ou &cido
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29

ribonucleico (RNA)) é integrado ao DNA bacteriano, formando um préfago. O préfago
permanece em estado latente, sendo replicado com o genoma do hospedeiro até o ciclo litico
ser induzido levando para a ativacao do ciclo de vida litico. No ciclo litico, novos fagos sdo
gerados utilizando o metabolismo do hospedeiro, sendo os fagos liberados durante a lise da
célula bacteriana (JAMAL et al., 2018). A Figura 2 ilustra os ciclos de reproducdo dos

bacteriofagos.

Figura 2. Representacdo esquematica dos ciclos de reproducéo dos bacteriéfagos
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Fonte: file:///C:/Users/User/Downloads/Chapter_on_bacteriophages EV_Orlova2.pdf.

Hoje em dia, verifica-se o0 uso dos bacteriéfagos em diversas aplicagdes, como no
controle de agentes infecciosos na agricultura e veterinaria; no combate as infec¢des bacterianas
humanas; como biosensores; na seguranc¢a dos alimentos; entre outras (THUNG et al., 2018).
O interesse do uso de bacteriéfagos em varias formas préaticas tem ganhado forca recentemente,
como seu uso para melhorar a seguranca dos alimentos (biocontrole). O conceito de biocontrole
com fago é aplicar bacteriofagos liticos, com forte poténcia contra um ou mais patdgenos
bacterianos de origem alimentar, nos alimentos em risco de contaminacgdo. Os fagos podem
lisar o contaminante direcionado bactérias e reduzir significativamente (ou erradicar) o(s)

patogeno(s) de origem alimentar, assim tornando os alimentos seguros para consumo. O
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biocontrole de fagos estd cada vez mais sendo aceito como uma tecnologia natural e verde,
eficaz na segmentacdo especifica contra patdgenos bacterianos em vérios alimentos (VIKRAM,;
WOOLSTON; SULAKVELIDZE, 2021).

A proposta de combater patégenos em alimentos por meios de fagos podem ser efetiva
em todas as fases da produgdo (GARCIA et al., 2008). Contudo, a maioria das pesquisas sobre
biocontrole de fagos foi feita em liquidos e, geralmente, com alta concentracdo de bactérias
alvo puras. Em ambientes liquidos, a difusdo e a mistura de particulas impulsionadas pelo fluxo
de fluidos ou pela motilidade bacteriana aumentam a probabilidade de fagos encontrarem e
infectarem bactérias hospedeiras suscetiveis. Quando se trata de aplicagdes em alimentos,
existem dois grandes obstaculos. Primeiro, uma porc¢éo significativa de alimentos direcionados
é de natureza sélida e ndo liquida. Em segundo lugar, a contaminacdo bacteriana provavelmente
ocorreria em nimeros mais baixos devido aos padrBes de higiene esperados e exigidos pela
legislagdo em vigor (KAZI; ANNAPURE, 2016).

Além disto, o uso de fagos em alimentos para biocontrole apresenta ainda varios
desafios e limitacdes. As preparacdes de fago requerem, algumas vezes, controle de temperatura
(normalmente entre 2 - 8 °C). Caso as preparaces com fagos forem usadas em conjunto com
desinfetantes quimicos, pode ser necessario aplicacBGes distintas, pois produtos quimicos
também podem inativar as particulas de fago e tornar o biocontrole menos eficaz. Em funcéo
da sua alta especificidade natural, as preparacdes de fago podem tratar eficazmente os
patdgenos presentes nos alimentos. Mas, se acontecer dos produtos alimentares estarem
contaminados com dois ou mais patdgenos bacterianos, uma preparacao de fago direcionada
contra um Unico patdgeno ndo serd eficaz na remoc¢do de outras bactérias patogénicas dos
alimentos. Deve-se tomar cuidado ainda, de se usar fagos liticos e excluir fagos temperados ou
lisogénicos de preparacGes de bacteri6fagos (MOYE; WOOLSTON; SULAKVELIDZE,
2018). O biocontrole de fago, muitas vezes, reduz significativamente os niveis do patdégeno
alvo, porém nem sempre o elimina completamente dos alimentos (VIKRAM; WOOLSTON,;
SULAKVELIDZE, 2021). Os fagos também, devem ser eficazes contra uma ampla gama de
hospedeiros, porém essa limitacdo pode ser mitigada usando uma “mistura” ou coquetéis de
fagos (KAZI; ANNAPURE, 2016). Por fim, a forma de veiculagdo dos fagos deve ser avaliada
individualmente para cada produto e/ou processo.

A reducéo da colonizagdo em alimentos durante o processamento industrial de alimentos
pode ser realizada pela aplicacdo de fagos diretamente nas superficies dos alimentos, por
exemplo, no caso de carnes, produtos frescos e alimentos processados ou mesmo misturados ao
leite cru (SILLANKORVA; OLIVEIRA; AZEREDO, 2012; VIKRAM; WOOLSTON;
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SULAKVELIDZE, 2021). Outra alternativa € a veiculacdo de fagos através do uso de filmes

ou revestimentos comestiveis incorporados com fagos (ALVES et al., 2020).

2.5. Revestimentos e filmes comestiveis

Embora os termos revestimento e filme alimenticios ou comestiveis sejam utilizados,
muitas vezes, de forma sindnima, sdo produtos diferentes. O revestimento é uma fina camada
de material aplicado e formado diretamente na superficie do produto, enquanto que filme é o
produto pré-formado separadamente e aplicado posteriormente sobre o produto (FAKHOURI
et al., 2007).

O uso de filmes e revestimentos comestiveis em produtos alimenticios parece uma
técnica de emprego recente, contudo, o uso de ceras em frutas citricas foi utilizado desde os
séculos XII e XIII na China, para retardar a desidratacdo e melhorar a aparéncia das mesmas
(FAKHOURI et al., 2007).

O uso de filmes/revestimentos alimenticios baseados em polimeros naturais,
reconhecidos como seguros, tem aumentado na inddstria alimentar (FRATARI et al., 2021).
Isto tem ocorrido em funcdo da demanda de alimentos com alta qualidade, pela crescente
preocupacdo ambiental sobre descarte de materiais ndo renovaveis e também pela oportunidade
de novos mercados (FAKHOURI et al., 2007; PINHEIRO et al., 2010; FRATARI et al., 2021).
Além disto, estes produtos podem colaborar na seguranca dos alimentos em relacdo a
contaminacdo microbiana e, assegurar protecdo contra diferentes fatores externos (vapor de
agua, oxigénio e umidade), auxiliando na conservacdo e consequente prolongamento da vida
atil de alimentos frescos e processados. Também podem ser incorporados com compostos
ativos como antioxidantes, antimicrobianos, corantes, aromas, nutrientes e especiarias,
melhorando as propriedades funcionais (PINHEIRO et al., 2010). Recentemente, oS
filmes/revestimentos ediveis contendo substancias antimicrobianas como extratos naturais,
o6leos essenciais, bacteriocinas, metais ou sistemas enzimaticos tém sido avaliados como uma
alternativa de embalagem visando melhorar a seguranca de produtos alimenticios com reducéo
da contaminacdo e decomposi¢do de produtos alimenticios pereciveis, principalmente peixes,
carnes, frutas e legumes (VALDES et al., 2017).

Os filmes/revestimentos comestiveis sdo obtidos pelo emprego de uma grande variedade
de biopolimeros, originarios de vérias fontes naturais, sendo caracterizados pela sua
complexidade estrutural e diversidade funcional (PINHEIRO et al., 2010). Estes biopolimeros
sdo classificados como polissacarideos, proteinas e lipideos, sendo completamente

biodegradaveis e considerados seguros para o consumo humano (VILLADIEGO et al., 2005).
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Os polimeros naturais podem ser uma fonte alternativa para o desenvolvimento de embalagens
devido a auséncia de sabor e biodegradabilidade. Os polimeros comestiveis surgiram como
substitutos do plastico sintético para aplicagbes em alimentos e, tém recebido atencdo
significativa nos ultimos anos por causa de suas vantagens em relagcdo ao polimero sintético.
(SHI; SHAH, 2014). As vantagens do uso de embalagens comestiveis sdo diversas, como
reducdo do desperdicio alimentar, através da utilizacdo de subprodutos; melhoraria da
estabilidade, qualidade e seguranca; e conveniéncia dos produtos embalados, diminuindo
consequentemente as perdas de alimento ao longo da cadeia alimentar (FONTE; MACHADO,;
REAL, 2021).

Filmes/revestimentos comestiveis, a base de polissacarideos, sdo preparados,
principalmente, empregando-se celulose e seus derivados, como éteres e ésteres, amidos,
pectinas e gomas. Os produtos a base de celulose tém sido aplicados para retardar a perda de
qualidade em frutas frescas, como tomates, cerejas, morango, manga e banana. A quitosana,
derivada de exoesqueletos de crustaceos, é outro polissacarideo muito utilizado no controle da
deterioracdo pds-colheita de frutas e vegetais frescos. Polissacarideos capazes de formar géis
como as pectinas, alginatos e gomas (carragena, Xxantana, gelana, etc.) também sdo empregados
de forma consistente (KAMAL, 2020).

Resumidamente pode-se dizer que o uso de embalagens comestiveis apresenta
vantagens significativas como: i) possibilidade de consumo com ou como parte do produto
alimentar; ii) atuacdo como portadoras de aditivos alimentares especificos (antimicrobianos,
agentes antioxidantes, aromatizantes, etc.); iii) uso para inibicdo de umidade, migracdo de
oxigénio ou diéxido de carbono; iv) aprimoramento da integridade mecanica; iv) serem
biodegradaveis; v) simplicidade de producao e baixo custo; e vii) protecdo contra contaminagdo
externa por microrganismos (SUPUT et al., 2015; CARRASCO; GANDRA; CHIM, 2019;
FONTE; MACHADO; REAL, 2021). Nesta perspectiva, pode-se considerar que usar este tipo
de embalagem é uma tendéncia promissora, com sucesso em alimentos diversos como frutas e
vegetais (RAGHAV; AGARWAL; SAINI, 2016; FRATARI et al., 2021), carne e aves
(SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014); queijos (COSTA et al., 2018a; GOULART et al., 2019),

entre outros.

Com estes fatos em mente, justifica-se a importancia do desenvolvimento de um
revestimento comestivel com bacteriéfagos para o biocontrole de queijos Minas meia cura, de

modo a contribuir para a melhoria de sua qualidade.
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo geral

Desenvolver revestimento comestivel incorporado com bacteriéfagos liticos para

biocontrole de Salmonella enterica em queijos tipo Minas meia cura.

3.2.  Objetivos especificos

e Propagar e purificar e determinar a concentracdo efetiva de fagos liticos contra

Salmonella enterica para uso em revestimento comestivel;

e Desenvolver e caracterizar o revestimento comestivel para uso em queijos Minas meia

cura para combater a contaminacdo microbioldgica superficial de S. enterica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material
4.1.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico (PA).

A 4gua empregada nas preparacdes foi purificada em ultrapurificador (modelo MS2000,
Gehaka, S&o Paulo/SP, Brasil) com resistividade final de 18,2 MQ.cm™ e condutividade de 0,05
uS.cm,

Especificamente, para o preparo do filme edivel, foram usados alginato de sddio de
baixa viscosidade (300-400 cps) da Vetec (Duque de Caxias/ RJ, Brasil), d-glucono-&-lactona
(GDL) e cloreto de calcio (CaClz), ambos da marca Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA).

Para os ensaios microbioldgicos, 0os meios de cultura empregados foram meio Tryptic
Soy Broth (TSB) adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA) e agar marca Kasvi
Produtos para Laboratério (Sao José dos Pinhais/ PR, Brasil). Para o preparo do tampéo fagico
foram utilizados NaCl marca Synth (Diadema, SP, Brasil), Tris-base (Tris-hidroximetil
aminometano) marca Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA), &cido cloridrico (HCI) e sulfato de
magnésio heptahidratado (MgSOs. 7 H20), ambos da marca Synth (Diadema/ SP, Brasil).

O queijo Minas tipo meia cura escolhido foi da microrregido do cerrado do estado Minas
Gerais, Brasil, da marca Nata de Ouro, da Fabrica de Laticinios Comercial Reis & Melo do
Municipio de Cruzeiro da Fortaleza/MG com registro no Ministério da Agricultura SIF/DIPOA
(Servico de Inspecdo Federal/ Divisédo de Inspecdo de Produtos de Origem Animal) sob nimero
0002/1624. Os queijos foram adquiridos no comércio local da cidade de Sorocaba/SP em casas

especializadas.

4.1.2. Material Bioldgico

A linhagem de Salmonela enterica Cefar CCCD-S004 (Colecdo de Culturas Cefar
Diagnostica) foi graciosamente doada pela Cefar (Sdo Paulo/SP, Brasil), e reativada seguindo
as indicacg0es do fornecedor.

Os bacteriéfagos utilizados foram isolados de aguas de descarte da industria de
alimentos “AB Brasil - Induastria e Comércio de Alimentos Ltda”, localizada em Sorocaba/SP
(Brasil), em trabalho de pesquisa desenvolvido no laboratério Phagelab (OLIVEIRA, 2021) e
gentilmente cedidos. Foram isolados dois bacteriéfagos diferentes, sendo nomeados
PhL_UNISO_AB-ATC_ph0036 e PhL_UNISO_AB-ATC_ph0046. Para facilidade, definiu-se

utilizar as denominagdes fago 36 e fago 46 ao longo desta dissertagéo.
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4.1.3. Equipamentos

Para a reativacdo da bactéria Salmonela enterica e a propagacdo e purificacdo dos

bacteriofagos os equipamentos empregados foram:

cabine de seguranca bioldgica de classe Il tipo B2 (modelo 4SP-SBI11B2-1266/4,
SP-LABOR, Presidente Prudente/SP, Brasil);

cabine de seguranca bioldgica classe 11 B2 (Filterflux, Piracicaba/ SP, Brasil);
autoclave vertical (modelo Autoclave Digital CS 50L, Prismatec, Manaus/AM,
Brasil);

estufa de incubacdo microbioldgica (modelo 502, Fanem, S&o Paulo/SP, Brasil);
Stericup® com membrana de poliétersulfato (PES) com didmetro de poro de
0,22 pm (Merck-Millipore, Darmstadt, Alemanha);

centrifuga Eppendorf® (modelo AG 22331, Hamburgo, Alemanha).

Para a purificacdo da dgua utilizada nos ensaios empregou-se:

Master System All (modelo MS2000, Gehaka, Sdo Paulo/SP, Brasil).

Para o preparo do filme comestivel e demais ensaios foram utilizados:

agitador mecanico com aquecimento (modelo TE 0181, Tecnal, Piracicaba/SP,
Brasil);

agitador magnético (Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda, Sdo Paulo/SP,
Brasil);

balanca analitica (Marte Cientifica, modelo OHAUS AS200S, Santa Rita do
Sapucai / MG, Brasil);

microscopio eletronico de transmissdo (JEOL modelo JEM-1011, Tokio, Jap&o)
equipado com camera digital (Gatan Microscopy Suite, modelo Digital Inc.,
Houston TX, EUA);

espectrofotdmetro UV- Vis da Agilent (modelo Cary 60 UV-Vis, Santa Clara
CA, EUA);

texturdbmetro TA XT plus Texture Analyser da Stable Micro Systems
(Godalming, Reino Unido);

calorimetro tipo diferencial de varredura (modelo DSC-60 Marca Shimadzu
(Kioto, Japéo);
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e espectrofotdbmetro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
modelo IRAffinity da Shimadzu (Kioto, Japdo);

e Dbanho de ultrassom (modelo USC-3380A, UNIQUE, Indaiatuba/SP, Brasil);

e espectrofotdbmetro de fluorescéncia de raios-X com dispersao de energia (XRF)
da marca Amptek (Bedford, Massachusetts, EUA);

e tomaografo por transmissao de raios-X marca SKYSCAN /Bruker modelo 1176,
empregando software para 0 processamento das imagens tomograficas
CTVox™ (versdo 2.6.0 r908-64bit, da Bruker microCT) e CTan™ (versdo
1.13.5.1-64bit, da Bruker microCT) e CTvol (versdo 2.2.3.0-64 bits, da Bruker
microCT);

e paquimetro com resolucdo de 0,001 mm (Digimess Instrumentos de Precisdo
Ltda, Sdo Pulo, Brasil).

4.2. Métodos
4.2.1. Preparo de meios de cultura e tampdao fagico

Os meios de cultura foram preparados de acordo com os procedimentos abaixo
descritos, sendo:
Caldo Tryptic Soy Broth (TSB): pesou-se 24g do meio e dissolveu- se em cerca de 300 mL de
agua ultrapura. Na sequéncia, completou-se o volume para 800 mL com &gua ultrapura e 0 meio
foi esterilizado em autoclave por 30 minutos a 121°C. Apds arrefecimento até a temperatura de
40 °C, distribuiu-se assepticamente o meio de cultura em tubos de ensaio estéreis com 5 mL,
10 mL, 25 mL, os quais foram armazenados em refrigerador (2 - 8 °C) até 0 momento de uso.

Este meio de cultura foi utilizado para a preparacdo da suspensdo bacteriana.

Meio s6lido Tryptic Soy Agar (TSA): Foi pesado 24g de meio TSB e 9,6¢ de agar e adicionado
agua ultrapura até o volume de 800 mL. Em seguida, o0 meio foi autoclavado por 30 minutos a
121 °C. Apds autoclavado o meio foi vertido em placas de Petri estéreis descartaveis, as quais
foram armazenadas em refrigerador (2 - 8 °C).

Meio liquido Molten Top-Agar (MTA-TSB): Pesou- se 15g de TSB e 3g de &gar e dissolveu-se
em agua ultrapura para um volume de 500 mL. O meio foi autoclavado (30 minutos a 121 °C)

e, posteriormente armazenado, até 0 momento de uso, em estufa a 40 £+ 2 °C para manté-lo na
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fase liquida. Esse meio foi empregado como meio de cobertura para fazer o tapete bacteriano
pelo método de Pour plate.

Tampéo fagico: Pesou-se 6,06 g de Tris-base (Sigma-Aldrich / lote SLBV9067) e dissolveu-se
em 50 mL de agua purificada. A essa solucdo, ajustou- se o pH para 7,5 com &cido cloridrico
(HCI). Depois foram pesados 5,89 de cloreto de sddio (NaCl) e 2g de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgSOs. 7 H20), que foram adicionados aos 50 mL de solugdo preparada de
Tris-base a pH 7,5. Completou-se com agua ultrapura para 1000 mL. O tampéo foi esterilizado

em autoclave (30 minutos a 121 °C) e estocado em refrigerador (2- 8°C).

4.2.2. Preparacao da suspensao bacteriana de Salmonella enterica

As cepas de S. enterica foram reativadas conforme orientacdes do fornecedor. O
conteudo liofilizado foi diluido com 1,0 mL de soro salino e depois em 5 mL de caldo TSB
estéril. O tubo contendo o indculo foi incubado a 37 °C por 24 horas. Ap6s esse periodo retirou-
se 50 uL dessa suspensdo e, novamente foi adicionado em 5mL de caldo TSB estéril e,
novamente, incubado a 37 °C por 24 horas.

Para a manutencdo das cepas, da Ultima suspensdo, uma aliquota foi passada em uma
placa de Petri, com o auxilio de um swab, a qual continha meio TSA e incubada a 37°C.
Repetidas vezes foram realizados esses processos durante todo o desenvolvimento do projeto
para a manutencao da viabilidade da bactéria.

4.2.3. Cultura bacteriana em tapete pela técnica em agar de dupla camada

Foi adicionada uma aliquota de 100 pL de suspensao bacteriana de S. enterica (ODgoonm
=1,0) em 5 mL de meio MTA-TSB mantido previamente a 40 + 2 °C, em tubo de ensaio de 15
mL. A suspensdo resultante foi suavemente homogeneizada por agitacdo orbital e
imediatamente vertida em placa de Petri contendo meio TSA solido, a qual foi incubada a 37

°C por 12h obtendo-se um crescimento uniforme da cepa.

4.2.4. Spot test

Com uma micropipeta semiautomatica introduziu-se um volume de 10 pL da suspensao
da solugéo concentrada de fago em placa de Petri contendo bactérias S. enterica preparada pela
técnica de plaqueamento em agar de dupla camada. Na sequéncia, a placa foi incubada por 12h
em estufa a 37 °C. A formacé&o de halo de inibicdo de crescimento bacteriano foi indicativa da

presenca e viabilidade de bacteridfagos liticos para S. enterica oriundos da solucéo concentrada
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de fagos obtida previamente em pesquisa anterior (OLIVEIRA, 2021). Este ensaio foi realizado
para os fagos 36 e 46.

4.2.5. Amplificacéo de bacteriofagos

Em cinco (5) Erlenmeyers com 25mL de meio de cultura TSB estéril adicionou-se, com
auxilio de uma alca de platina, uma aliquota da suspensdo de S. enterica. Os Erlenmeyers foram
levados a estufa sob temperatura de 37°C por 12 horas. Os indculos bacterianos utilizados foram
preparados de modo a apresentarem densidade 6tica de 0,4 (OD-600nm).

No dia seguinte, foram feitas dilui¢des da suspensédo bacteriofagica. A primeira diluicdo
foi feita colocando-se 450 uL de tampao fagico em um tubo de vidro estéril com 50 uL da
solugdo bacteriofagica, obtendo-se a primeira diluigdo (1. 10'1). Na sequéncia, uma aliquota de
50 uL foi retirada do tubo de diluicdo 1. 10" e colocada em outro tubo de vidro estéril com 450
uL de tampdo fagico (diluicdo 1.1072). O processo foi repetido mais uma vez (diluicdol. 107%).
Desta dltima diluicdo foram retiradas aliquotas de 10 uL e colocadas nos Erlenmeyers que
continham meio de culturae S. enterica. Os Erlenmeyers (contendo fagos mais cepa bacteriana)
foram levadas a estufa a 37°C por 12 horas.

No dia seguinte os conteidos dos Erlenmeyers foram divididos em tubos Falcon de 15
mL, padronizando-se a quantidade de 10 mL em cada um. Colocou-se 10% de cloroférmio
(ImL) em cada tubo e os mesmos foram levados para a centrifuga refrigerada a uma rotacdo de
2500 rpm por 20 minutos. Apds esse procedimento todos os volumes foram filtrados em
Stericup para purificacdo da solucdo, obtendo cerca de 90 mL de solucdo bacteriofagica para

utilizacdo em todos os demais experimentos. Este ensaio foi realizado para os fagos 36 e 46.

4.2.6. Determinacédo do titulo fagico

Da suspensdo concentrada fagica obtida (ap6s amplificacdo) foram preparadas diluicdes
seriadas (1x107! - 1x101%). Devido & grande variacdo do nimero de microrganismos em uma
amostra, a sua contagem torna-se muitas vezes dificil. Assim, para reduzir o nimero de células
na amostra e, possibilitar a contagem sdo usadas técnicas de diluicdo e contagem de um namero
estabelecido, normalmente, entre 20 a 200 Unidades Formadoras de Placas (UFP) (VIEIRA,
FERNANDES, 2012). Inicialmente foram retirados 50 pL da suspensdo estoque de fagos e
transferidos para um tubo Eppendorf® contendo 450 pL de tampéo fagico (diluiciolx10?).
Este processo foi repetido em série ateé obtencéo das diluicdes desejadas. Na sequéncia 5 pL de

cada diluicdo foram pipetados em gota para placas de Petri com tapete bacteriano, demarcadas
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anteriormente com divisoes para cada diluicdo conforme ilustrado na Figura 3, e deixou-se secar
por cerca de 5 min. As placas de Petri foram incubadas a seguir em estufa a 37 °C durante a

noite.

Figura 3. Esquema de marcacdo nas placas de Petri para aplicacdo das dilui¢des da suspensdo

concentrada de fagos

Fonte: Elaboragdo prépria

Apds o periodo de incubacdo, as placas de Petri foram inspecionadas visualmente e,
naquelas que apresentavam placas fagicas (UFP, Unidades Formadoras de Placas), procedeu-
se a a apuracdo das mesmas, dentro do intervalo de UFP entre 20 e 200 para garantia da precisdo
na contagem. O nimero de UFP foi registrado para cada diluicdo e o titulo fagico foi obtido
empregando-se a Equagédo 1. Este ensaio foi realizado para os fagos 36 e 46.

! Xl (Equacéo 1)

Titulo fagico (UFP) = nimero de UFP x i XV

Onde: UFP = Unidade Formadora de Placas Fagicas; V= volume em mL das dilui¢bes fagicas
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4.2.7. Determinacao do titulo bacteriano

Da suspenséo bacteriana (4.2.2) foram preparadas diluicdes seriadas (1x107- 1x10%9). A
diluicdo tem o objetivo de reduzir o nimero de células na amostra e possibilitar a contagem
(VIEIRA; FERNANDES, 2012). Inicialmente, foram retirados 50 L da suspensao bacteriana
estoque e transferidos para um tubo Eppendorf® contendo 450 pL de meio de cultura TSA
(1x10Y). Este processo foi repetido em série até obtencdo das diluicdes desejadas. Duas (2)

placas de Petri preparadas com meio de cultura TSA foram demarcadas conforme Figura 4.

Figura 4. Esquema de marcacéo nas placas de Petri para aplicagéo das dilui¢fes da suspenséo bacteriana

Fonte: Elaboragdo prépria

Trés (3) gotas de cada diluicdo das bactérias foram colocadas nas identificaces
correspondentes e as placas foram incubadas a 37°C por 12 horas. Apos o periodo de incubacéo,
as placas de Petri foram inspecionadas visualmente e, naquelas que apresentavam placas
bacterianas (UFC, Unidades Formadoras de Col6nias) entre 20 e 200 procedeu-se a contagem.
A faixa entre 20 a 200 UFC visa a garantia da precisdo (repetibilidade) na apura¢do. O nimero

de UFC foi registrado para cada diluig&o e o titulo bacteriano foi calculado (Equacdo 2).

1
X

, ) UFC , 1
Titulo bacteriano (—) = numero de UFC x —— =
mL diluigao \'%

(Equacéo 2)

Onde: UFC= Unidade Formadora de Colbnias; V= volume em mL das suspensdes de bactérias

inoculadas
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4.2.8. Curva de inativacao da bactéria hospedeira

Para avaliacdo da efetividade da acdo dos bacteriofagos na presenca da bactéria S.
enterica, foi feito acompanhamento da curva de crescimento ou da inativacdo do crescimento,
por andlise espectrofotométrica da densidade dtica (OD-600 nm) de uma suspensédo contendo a
bactéria (curva controle) e da bactéria na presenca dos fagos em duas diferentes proporgdes.
Foram avaliadas as relacGes entre fago e bactéria através do MOI (do inglés Multiplicity of
Infection, ou seja, razdo virus/bactérias) de 0,1; 10 e 1000 para o fago 36 e de 0,1; 10; 1000 e
10000 para o fago 46. Foram feitas trés replicadas para cada MOI de cada fago.

As curvas de controle foram feitas somente com a bactéria na concentragio de 1x10°
UFC mL™. Para a realizagdo da curva controle, primeiro foi feita a reativacio da bactéria S.
enterica. Para isto, foi retirada uma UFC de uma placa de Petri contendo S. enterica e colocanda
em 5mL de meio de cultura TSB. Incubou-se por cerca de 7 horas (tempo adequado para
bactéria entrar em fase exponencial segundo Oliveira (2021)). Na sequéncia, retirou-se 50 pL
da solucéo bacteriana e adicionou-se em 450 uL de meio TSB em um tubo de vidro estéril.
Desde tubo, foram feitas duas dilui¢cdes subsequentes pelo mesmo procedimento. Desta terceira
diluicdo foram retirados 25uL e adicionados em um Erlenmeyer contendo 250 mL de meio de
cultura TSB, obtendo-se a concentragdo final desejada (1x10° UFC mL™). Deste in6culo,
durante doze horas foram retiradas aliquotas de 3 mL e feitas leituras em espectrofotdmetro em
600 nm. Nas primeiras 6 horas, a cada 10 minutos e nas demais 6 horas seguintes a cada 30
min. Este experimento foi denominado controle. O mesmo procedimento de leitura das mostras
foi feito, acrescentando-se os fagos a solucéo bacteriana.

Para as curvas de inativacdo de crescimento foram associados os fagos e bactéria. Para
obten¢édo do volume da suspensédo bacteriana e dos volumes das suspensdes concentradas de
fagos foram empregadas as equacgdes 3 (concentracdo bacteriana); 4, 5 e 6 (concentracdo do
fago 36) e equacbes 7, 8, 9 e 10 (concentracdo do fago 46). Como o volume da suspensédo
bacteriana obtido foi inadequado para a pipetagem (0,01 pL) foi necessario diluicdes de uma
cultura bacteriana em fase de crescimento exponencial. Assim foram feitas mais duas dilui¢des

utilizando 50 pL da suspensdo bacteriana e 450 pL de meio TSB.
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250 x 1.10°

[ Volume da suspensio bacteriana] = szoxiior X 1000 (Equacédo 3)

Onde: [Volume da suspensao bacteriana] = Volume da suspenséo bacteriana a ser utilizado em mL; 250
= volume final em mL; 1.10° = concentracéo final bacteriana; 2,29 .10'? = titulo bacteriano (4.2.6); x

1000 = conversdo mL em pL.

[Volume da suspensio de fago 36] = 250x110° 1000 (Equacéo 4)

4,6 x1.1011

Onde: [Volume da suspenséo de fago 36] = Volume da suspensao de fago 36 a ser utilizado em mL para
obtencdo de MOI 0,1; 250 = volume final em mL; 1.10® = concentragdo final do bacteriéfago 36; 4,6

.10 = titulo fagico (4.2.6); x 1000 = conversdao mL em pL.

__ 250x1.10°

[Volume da suspensio de fago 36] = ————x 1000 (Equacéo 5)

4,6 x1.1011

Onde: [Volume da suspenséo de fago 36] = Volume da suspensao de fago 36 a ser utilizado em mL para
obtencdo de MOI 10; 250 = volume final em mL; 1.108 = concentragdo final do bacteriéfago 36; 4,6

.10 = titulo fagico (4.2.6); x 1000 = conversdo mL em pL.

[Volume da suspensio de fago 36] = 250x110° 4 1400 Equacéo 6
9

4,6 x1.1011

Onde: [Volume da suspenséo de fago 36] = Volume da suspensao de fago 36 a ser utilizado em mL para
obtencdo de MOI 1000; 250 = volume final em mL; 1.10® = concentracéo final do bacteriéfago 36; 4,6
.10 = titulo fagico (4.2.6); x 1000 = conversdo mL em pL.
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250 x 1.10%
5,0x 1.1011

[Volume da suspensio de fago 46] = x 1000 (Equagéo 7)

Onde: [Volume da suspenséo de fago 46] = volume da suspensdo de fago 46 a ser utilizado para obtencao
de MOI 0,1; 250 = volume em mL final; 1.108= concentragdo final do bacteriéfago 46; 5,0 .10 = titulo
fagico (4.2.6); x 1000= conversdo mL em pL.

[Volume da suspensio de fago 46] = 250x—l'lofjx 1000 (Equacéo 8)

5,0x 1.1011

Onde: [Volume da suspenséo de fago 46] = volume da suspensdo de fago 46 a ser utilizado para obtengédo
de MOI 10; 250 = volume em mL final; 1.108 = concentracéo final do bacteriéfago 46; 5,0 .10 = titulo
fagico(4.2.5); x 1000 = conversao mL em pL.

250 x 1.108
5,0x 1.1011

[Volume da suspensio de fago 46] = x 1000 (Equacéo 9)

Onde: [Volume da suspenséo de fago 46] = volume da suspenséo de fago 46 a ser utilizado para obtencéo
de MOI 1000; 250 = volume em mL final; 1.10° = concentragdo final do bacteriéfago 46; 5,0 .10 =
titulo fagico (4.2.6); x 1000 = conversdo mL em pL.

250 x 1.10°

[Volume da suspensio de fago 46] = SorTio” 1000 (Equacéo 10)

Onde: [Volume da suspenséo de fago 46] = volume da suspensdo de fago 46 a ser utilizado para obtengdo
de MOI 10000; 250 = volume em mL final; 1.10° = concentracéo final do bacteriéfago 46; 5,0 .10 =
titulo fagico (4.2.6); x 1000 = conversdo mL em pL.
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4.2.9. Preparo do revestimento alimenticio
O revestimento foi preparado de acordo com as determinagdes de Harada e
colaboradores (2021), pelo método de gelificacdo interna, com pequenas alteracdes. A

composicao e custos estdo descritos na Tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Composicéo e custo dos componentes do revestimento polimérico

Componente Quantidade Custo (R$)
% (m/m)
Alginato de sodio 1,500 1,262
d-glucono-3-lactona (GDL) 0,860 1,46°
Carbonato de célcio 0,040 0,0012°

Suspensao fago 46 (MOI 10000) 0,500 (500 pL) *k
Suspensao fago 36 (MOI 1000) 0,055 (55 L) %
Agua ultrapura 97,045 *x

Total 100,000 % 2,72

MOI = multiplicidade da infecdo ou raz&o virus/ bactérias
a=valores dos reagentes obtidos em https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt na data de 10/2/2022. VValores
expressos em Real — Brasil.

Fonte: Elaboragéo prépria

Para o preparo do revestimento edivel foi pesado 1,5 g de alginato de sddio e dissolvido
em cerca de 90 mL de agua ultrapura. O alginato de sédio foi homogeneizado em agitador
magnético (=500 rpm) com aquecimento (60 + 5°C) por 30 min. ApoOs esse periodo,
acrescentou-se 0,86 g de GDL e, sem aquecimento, agitou-se por mais 30 min. Na sequéncia,
a mistura foi levada ao ultrassom para a retirada das bolhas formadas. Paralelamente, pesou-se
1g de carbonato de calcio e dissolveu-se em 5 mL de agua ultrapura com agitacdo manual.
Desta solucdo, retirou-se 200 pL e adicionou-se a solucdo de alginato de sddio e GDL e
homogeneizou-se manualmente. Na sequéncia, incorporou-se suavemente volumes das
suspensdes concentradas dos bacteridfagos 36 e 46, de modo a obter uma concentragdo de 108
para o fago 36 (MOI 1000); e de 10° para o fago 46 (MOI 10000), considerando os titulos de
cada fago e completou-se o volume para 100 mL. Os MOlIs utilizados foram aqueles que

obtiveram a melhor resposta na inativacdo da bactéria hospedeira (item 2.4.8), considerando
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uma concentragdo bacteriana de 1.10° UFC mL™. Paraa determinacéo da quantidade de fagos
(volume das suspensOes bacterianas) a serem incorporados no filme, estabeleceu-se uma
“possivel” contaminagdo de 1.10° UFC no queijo. Foram determinados os volumes das
suspensdes fagicas considerando-se o titulo das suspensdes e a relacdo entre fagos e bactérias
(MOI) de 1000 para o fago 36 e 10.000 para o fago 46. A contaminagdo estimada é superior ao
estabelecido em legislacdo para que o filme pudesse ser capaz de garantir eficacia em relacéo a
salmonela. A legislacdo nacional estabelece auséncia de salmonelas em queijos de média
umidade (igual ou acima de 46%) como os queijos curados (BRASIL, 2019a e 2019b).

O revestimento preparado foi colocado em um recipiente e as amostras de queijos
mergulhadas. Aproximadamente 500g de queijo foram submersos na formulacéo citada. As
amostras foram feitas cortando-se 0s queijos em pedacos de aproximadamente 3cm X 2cm

conforme imagens da Figura 5.

Fonte: Elaborag&o prépria

Os pedagos de queijos foram deixados em contato com a formulagdo filmogénica por
cerca de 30 segundos. A seguir, os pedacos foram retirados e colocados em uma grade para
escorrer 0 excesso (Figura 6). As amostras de queijo foram mantidas em temperatura ambiente
por 12 horas até a completa polimerizacdo do revestimento. Depois, as amostras foram

armazenadas em temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) até a realizagdo das analises.
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Figura 6. Amostras de queijos com o revestimento aplicado

Fonte: Elaborag&o propria

4.2.10. Espessura

A espessura dos revestimentos foi determinada utilizando-se um paquimetro com
resolucdo de 0,001 mm. A espessura foi calculada pela média aritmética de 5 medidas aleatorias
sobre a area de cada filme revestimento (FAKHOURI et al., 2007).

4.2.11. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletrénica foram feitas utilizando microscopio eletrénico de
varredura. As amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro (200 A de espessura)
por pulverizacdo catddica sobre uma camada de carbono produzida por evaporacdo em um

dispositivo de metalizagéo.

4.2.12. Tomografia por transmissdo de raios-X (XRT)

As imagens da andlise tomogréafica por transmissdo de raios-X foram obtidas usando
tomaografo com tensdo de operacdo ajustada a 35 kV e corrente elétrica com 800 pA com filtro

de aluminio de espessura de 0,54mm e resolucdo espacial de 10 um.
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4.2.13. Espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram coletados na regido de nimero de onda entre 4000

cm* e 400 cm™ com uma resolugdo de 4 cm™.

4.2.14. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em atmosfera dindmica de nitrogénio com vazéo de 30
mL min!, raz&o ou velocidade de aquecimento de 10 °C min™, faixa de aquecimento de 25 °C

a 250 °C. Empregou-se cadinho de aluminio e massa de amostra em torno de 2 mg.

4.2.15. Fluorescéncia de raios-X (XRF)

A composicdo elementar do revestimento polimérico foi determinada utilizando um
espectrofotdmetro de fluorescéncia de raios-X com dispersdo de energia (XRF) composto por
um anodo de prata (Ag) e um detector de raios X de 25 mm? de didmetro do tipo SDD (Silicon-
Drift Detector) com uma resolucdo média em energia de 128 eV na linha Mn-Ka. A tensdo
aplicada ao tubo de raios X variou foi 10 kV a 50 kV, dependendo do conjunto de elementos
quimicos analisados e com corrente varidvel regulada automaticamente pelo software do

equipamento.

4.2.16. Propriedades mecéanicas

As propriedades mecanicas do revestimento foram avaliadas através dos ensaios de
perfuracdo, relaxacao, tracdo e resiliéncia, utilizando-se amostras livres de imperfeicoes fisicas.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os parametros utilizados foram de 5 mm de
distancia para o ensaio de perfuracdo e de 2 mm para os ensaios de resiliéncia e relaxacdo com

calibracéo utilizando for¢ca maxima de 5kgf (quilograma-forc¢a) para todos 0s ensaios.

4.2.17. Atividade litica

A determinacgdo da atividade litica do revestimento foi realizada colocando-se uma
amostra do revestimento polimerizado sobre uma placa de Petri contendo a S. enterica cultivada
na forma de tapete. Apds colocagdo do revestimento, incubou-se a 37°C por 12 horas e
observou-se a formacao de halos de lise indicativo de atividade fagica. A Figura 7 ilustra o

procedimento.
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Figura 7. Desenho ilustrativo da aplicagéo do revestimento em placa de Petri para avaliacdo da atividade
litica

37°/12h
> —
Placa de Petri com Placa de Petri com Placa de Petri com
S. enterica S. enterica e revestimento S. enterica e halo de lise
colocado com auxilio de pinga indicativo de acao fagica

Fonte: Elaborag&o propria

4.2.18. Citotoxicidade pelo método de difusdo em agar

As linhagens de células HaCat (Queratindcitos Humanos Imortalizados do inglés
Human immortalized keratinocytes) e 3T3 (Fibroblastos Embrionarios de Camundongo), foram
colocadas em placas de Petri de 60 mm (separadamente), na concentracéo de 1,5 x 10° células
mL? empregando meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
suplementado com soro fetal bovino a 10% (m/m), por um periodo de 48 horas a 37 °C, em uma
camara de incubagdo com 5% de CO.. Posteriormente, o meio liquido foi descartado e meio
solido overlay (meio Eagle 2x concentrado, agar a 1,8% (m/m) contendo 0,01% (m/m) de
vermelho neutro como corante vital) foi adicionado sobre a cultura de células bacterianas. Apds
solidificacdo, as amostras foram colocadas no centro da placa e incubadas por 24 horas a 37 °C,
em ambiente com 5% de COa. As leituras das placas foram feitas macroscopicamente, onde a
presenca de citotoxicidade era observada pela formacédo (ou ndo) de um halo claro em torno da
amostra, correspondendo as células mortas. O grau de citotoxicidade é indicado de acordo
com a Tabela 2 (ISO, 2009).
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Tabela 2. Graus de reatividade bioldgica para o teste de citotoxicidade pelo método da difusdo em agar
de acordo com a Norma ISO 10993-5/2009

Grau | Reatividade Aparéncia da zona de reatividade Efeito citotdxico
0 Nenhuma Zona ndo detectavel sob ou ao redor da amostra. Negativo
1 Leve Algumas células malformadas ou degeneradas sob a amostra. Negativo
2 Branda Zona limitada a area sob a amostra. Negativo
3 Moderada Zona estendendo-se até 1 cm da amostra. Positivo
4 Grave Zona estendendo-se por mais de 1 cm da amostra. Positivo

Fonte: I1SO, 2009
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Preparo da solucdo fagica e ativagdo da bactéria hospedeira

O objetivo desta pesquisa foi a elaboracdo de um revestimento comestivel incorporado
com bacteriofagos liticos para o biocontrole da Salmonela enterica em queijos Minas tipo meia
cura. Neste sentido, a primeira etapa foi o preparo da solucdo fagica e ativacdo da bactéria
hospedeira, uma vez que os bacteridfagos sdo parasitas obrigatorios (LOBA, 2014).

Foram feitas a reativacdo da bactéria S. enterica, sua manutencdo e a determinacao de
sua concentracdo ou titulo bacteriano. Como relatado, a cultura foi reativada conforme
determinacbes do fabricante e periodicamente repicada. A técnica de repique continuo,
subcultivo ou repicagem periddica € um método simples e tradicional de manutencdo de
culturas em laboratorio, que foi empregada pela facilidade laboratorial apresentada (SOLA et
al., 2012).

Na sequéncia determinou-se o titulo bacteriano, ou seja, a concentracdo bacteriana. O
método envolveu plaqueamento de volumes de varias dilui¢cbes de amostra em uma Unica placa,
incubacdo e contagem de col6nias ou placas. Este método (spot-titer) tem varias vantagens
sobre outros métodos (técnica de espalhamento ou técnica de plaqueamento em agar de dupla
camada) exigindo menos tempo e menos materiais. Além disto, como a amostra é distribuida
em pontos distintos, a contagem de colénias / placas é mais rapida e menos trabalhosa (BECK
et al., 2009). O resultado foi uma concentragio bacteriana de 2,29. 10'> UFC mL?, indicando
que a reativacdo, bem como a manutencao das cepas foram realizadas adequadamente. A Figura
8 apresenta as placas de Petri com as UFC obtidas no ensaio. O titulo bacteriano foi utilizado
para a fazer as curvas de morte e determinar a melhor concentracdo de fagos a ser utilizada no

preparo dos filmes.
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Figura 8. Imagens fotograficas de placas de Petri contendo as Unidades Formadoras de Colénias (UFC)

de S. enterica obtidas na determinacéo do titulo bacteriano

Diluigdes: 1= 1.10%; 2= 1.10% 3= 1.10%; 4= 1.10*%; 5= 1.10%; 6= 1.10%; 7= 1.107; 8= 1.108; 9= 1.10°%; 10=
11010

Fonte: Elaboragéo propria

Na sequéncia foram realizadas amplificacdo e purificacdo de bacteri6fagos,
anteriormente ja isolados de &guas residuais. Foram utilizados dois diferentes bacteri6fagos,
uma vez que, 0 uso de uma associacdo de fagos, ou seja, um coquetel de fagos aumenta a
eficacia de acdo dos fagos contra as bactérias e pode reduzir a indugéo da resisténcia bacteriana
(FAZZINO et al., 2020).

Os processos de amplificacdo e purificacdo foram realizados na presenca de células
hospedeiras especificas (S. enterica), envolvendo metodologias ja consagradas para o propdésito
(CARVALHO et al., 2017; SKARADZINSKA et al., 2020). Vikram, Woolston e Sulakvelidze
(2021) analisando diferentes trabalhos empregando fagos para biocontrole bacteriano em
alimentos relataram que, para uma reducdo efetiva da concentracdo bacteriana, é necessaria
uma concentracdo adequada de bacteriéfagos. Contudo, a concentragdo pode variar dependo de
fatores como o patdgeno envolvido, temperatura e tempo de contato. Zuber e colaboradores
(2008) conseguiram esterilizar efetivamente um caldo contaminado com patégenos entre 10° e
102 UFC ml utilizando com concentracio de bacteriéfagos na ordem de 102 UFP mL 1. Os
titulos encontrados do fago 36 e do fago 46 foram de 5,00.10'* UFP mL™ e 4,60.10'* UFP mL"
! respectivamente. Estes valores indicaram que a amplificacdo foi realizada com sucesso
conseguindo concentracdes adequadas de fagos para o uso desejado. As Figuras 9 e 10
apresentam imagens de placas de Petri com UFP dos bacteriéfagos 36 e 46, respectivamente.
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Figura 9. Imagens fotogréficas de placas de Petri contendo as Unidades Formadoras de Placas (UFP)
do bacteritfago 36 obtidas na determinacdo do titulo fagico.

Diluigdes: 1= 1.10%; 2=1.10% 3=1.10%; 4= 1.10% 5= 1.10°; 6= 1.105; 7= 1.107; 8= 1.10%; 9= 1.10%;
10=1.101%°

Fonte: Elaborag&o propria

Figura 10. Imagens fotograficas de placas de Petri contendo as Unidades Formadoras de Placas (UFP)

do bacteriofago 46 obtidas na determinacdo do titulo fagico.

Diluigbes: 1=1.10"% 2=1.107%, 3=1.10%; 4=1.10% 5=1.10% 6= 1.10%, 7= 1.107; 8= 1.10%; 9= 1.10°; 10=
1.101°
Fonte: Elaborag&o prépria
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As etapas de purificacdo e filtragem posteriores sdo cruciais para garantir um minimo
de debris celulares bacterianos, particulas fagicas incompletas, entre outros compostos. No
entanto, endotoxinas podem ainda estar presentes na suspensao final (LOBA, 2014). A Figura
11 apresenta as suspensdes fagicas obtidas ao final dos processos de amplificacdo, purificacdo
e filtracdo. As suspensdes mostraram-se limpidas, o que pode ser um indicativo positivo de usa
pureza. As suspensdes fagicas foram armazenadas em Eppendorfs® em refrigerador (2 - 8 °C)

até o momento de uso.

Figura 11. Suspensdes fégicas (fagos 36 e 46) obtidas ap6s os processos de amplificacdo, purificacéo e
filtragem

Fonte: Elaboragao propria

Para o emprego no revestimento polimérico é necessario que o bacteriofago mantenha
sua atividade litica. Fatores como pH e temperatura, sdo cruciais para a manutencdo da
viabilidade do fago (TEY et al., 2014). Desta forma, para verificar sua eficicia frente a
Salmonella enterica, periodicamente, se fez necessario a realizacdo de Spot test. Em todos 0s
ensaios realizado os fagos mantiveram-se ativos, ou seja, provocaram a lise bacteriana. A
Figura 12 mostra um halo formado sobre uma cultura de S. enterica feito com o coquetel de

fagos (fagos 36 e 46). Os fagos 36 e 46 foram integrados no revestimento polimeérico, numa
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espécie de “coquetel de fagos”. O uso de varios fagos liticos contra uma estirpe bacteriana é
mais interessante em comparacdo com o uso de um Unico tipo de fago, pois entre outras
vantagens, pode retardar a resisténcia da bactéria aos fagos (CHAN; ABELON; CARRILO,
2013).

Figura 12. Imagem fotogréfica de Spot test com coquetel fagico (fagos 36 e 46) com a formacdo de lise

bacteriana

Fonte: Elaboragao propria

A etapa seguinte foi a determinacdo do MOI (razdo virus/bactéria) mais adequada de
cada fago para incorporacao no revestimento alimenticio, de modo que, o revestimento fosse
eficaz no controle de uma possivel contaminagdo por S. enterica. Para isto foram feitas curvas
de morte, para observar o decréscimo da populacdo bacteriana frente os fagos em diferentes
relacBes (diferentes MOIs). A Figura 13 apresenta as curvas de morte realizadas e, pode-se
perceber, que os melhores resultados foram, para fago 36 o MOI 1000 e, para o fago 46 o MOI

10000 em comparagdo com uma curva controle.
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Figura 13. Curvas de morte realizadas para os fagos 36 e 46 com diferentes relagdes virus/bactérias

(MOls) (n=3) em comprimento de onda de 600 nm
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Fonte: Elaboragdo prépria

A bactéria S. enterica utilizada teve sua cinética de crescimento determinada no trabalho
de Oliveira (2021) que indicou inicio da fase de crescimento exponencial em aproximadamente
7 horas, semelhante ao observado no experimento realizado.

O método utilizado (turbidimetria), € um método indireto de contagem de bactérias. A
turvacdo do meio indica a quantidade de massa (bactérias) que pode ser medida por variancia
da quantidade de luz absorvida, transmitida ou espalhada (BOMBARDI, 2017).

Pode-se observar que em 500 min (= 8 horas) os ensaios com os fagos 36 em MOI11000
e 46 em MOI 10000 apresentaram reducdo de absorbancia em relacdo ao ensaio controle e
também em relacdo as demais concentracdes estudadas. Isto indicou que houve reducdo
significativa das particulas bacterianas em funcdo da atividade fagica. A capacidade infecciosa
da bactéria é reduzida na presenca dos bacteri6fagos. Apds 12 horas de tratamento, a taxa de
inativacao bacteriana ainda era consideravelmente alta. Neste sentido, o revestimento contendo

os fagos podera proteger o alimento do crescimento bacteriano nas concentragdes definidas.

5.2. Desenvolvimento e caracterizacao do revestimento comestivel

Mais recentemente, tem ocorrido um aumento significativo da literatura cientifica na area

das embalagens comestiveis e, da sua aplicagdo na inddstria alimentar. Porém, a aceitacdo de
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filmes comestiveis pelo consumidor depende de fatores tais como propriedades funcionais
adequadas, a aparéncia da embalagem, propriedades organoléticas, preco, entre outros aspectos
(FONTE; MACHADO; REAL, 2021). O valor aproximado do revestimento produzido, neste
trabalho representou cerca de 7,8% do valor final do alimento (queijo tipo Minas meia cura),
mas a embalagem pode representar em torno de 25% do custo final de um produto (DURE;
BAUMHARDT, 2012). Nesta perspectiva, o uso do revestimento desenvolvido seria viavel.
Contudo, a producao dos fagos em quantidade suficiente ainda € um empecilho e, o custo para
a producéo de fagos em grande volume é dificil de ser mensurado. Nos ultimos anos, varios
projetos foram publicados sobre o uso bem-sucedido de bacteriéfagos no combate a bactérias
patogénicas em diferentes areas, como seguranga dos alimentos, agricultura, aquicultura e
salde humana. No mundo, varias empresas estdo comercializando bacteriéfagos ou produtos
a base de bacteriofagos, no entanto, esta tecnologia ainda esta em desenvolvimento e ha desafios

a serem superados para a producdo em larga escala (GARCIA et al., 2019).

O revestimento edivel foi preparado com alginato de sddio por gelificagdo inotropica.
O alginato de sodio foi escolhido por suas interessantes caracteristicas ligadas a
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade no contato in vivo e capacidade de
gelificacdo (MANJULA et al., 2013).

O alginato de sodio tem sido aplicado em filmes e revestimentos comestiveis, com
sucesso, objetivando protecdo dos alimentos e também bem como carreadores de alguns agentes
preservantes de alimentos (antioxidantes e antimicrobianos) (DE’NOBILI et al., 2014). Além
disto, outros trabalho indicaram que matrizes a base de alginato sdo adequadas para a
incorporacdo de fagos (ALVES et al., 2020).

A obtencdo de filmes ou coberturas com alginato de sdédio exige, inicialmente, a
formacdo de um gel por adicdo de céations polivalentes, sendo os ions mais utilizados os de
calcio (Ca ™). Os ions estabelecem ligacdes entre as cadeias de alginato através de interacdes
ibnicas, apds terem ocorrido ligacfes de hidrogénio entre as mesmas. Forma-se uma estrutura
reticulada tridimensional com boa capacidade de reter 4&gua, formando um gel estavel. Ao se
adicionar diretamente ions céalcio a uma solucdo de alginato de sodio, a gelificagdo ocorre
instantaneamente na regido de contato, e o gel formado ndo pode mais ser manuseado
(TURBIANI, 2007). Assim para evitar gelificacdo rapida, optou-se pela gelificacao ionotropica
ou gelificacdo interna empregando-se ions célcio originados de carbonato de calcio, de modo
semelhante ao trabalho desenvolvido por Campos (2020). Na gelificagdo ionotropica, o célcio

é liberado sob condicGes controladas dentro da solugéo de alginato. A gelificagdo € mediada
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por uma mudanca no pH, que permite a liberacdo lenta de célcio de uma fonte de célcio inativa,
como o carbonato de calcio insolivel. A mudanca lenta de pH é mediada por d-glucono-6-
lactona (GDL) (GURIKOV; SMIRNOVA, 2018). Esta substancia tem uso permitido em
alimentos, sendo também utilizado como sequestrante, acidificante ou agente de cura, entre
outros fins (ANVISA, 2010; FSA, 2021).

A técnica escolhida permitiu a preparacdo de um revestimento com boa aparéncia,
espessura e flexibilidade adequadas para 0 uso como um revestimento para fins alimentares. O
revestimento apresentou-se transldcido, uniforme e permitiu a formacdo de uma pelicula
delicada sobre as amostras de queijos (Figura 14) com espessura de 0,003 mm x 0,009
(revestimento com fago) e 0,003 mm + 0,005 (revestimento sem fago).

Figura 14. Imagens de revestimento alimenticio de alginato de célcio obtido por gelificacéo ionotropica:
a) sendo retirado de amostra de queijo; b) apds retirado do queijo; ¢) em amostra de queijo

Fonte: Elaborag&o propria
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As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) confirmam a
formagao de um produto com caracteristicas homogéneas (Figura 15).

Figura 15. Micrografias (MEV) do revestimento de alginato de célcio (x250; x500; x 1000; x 2500).

x 1000 x 2500

Fonte: Elaboracdo propria

As imagens bidimensionais obtidas por tomografia de transmissao por raios-X (XRT)
(Figura 16) também permitiram observar a uniformidade do revestimento obtido. Ndo ha uma
zona de maior ou menor densidade atdbmica, de modo geral, o que € interessante para um

revestimento de uso alimentar.
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Figura 16. Imagens obtidas por tomografia de transmissdo por raios-X (XRT) do revestimento de

alginato de célcio

a = revestimento sem fago (controle); b = revestimento com fago (amostra)

Fonte: Elaborag&o propria
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A Figura 17 apresenta os espectros de FTIR do revestimento de alginato de calcio com
adicéo de fagos (amostra) e sem adicdo de fagos (amostra controle).

Figura 17. Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos revestimentos com

fagos (a) e sem fagos (b)
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Fonte: Elaborag&o prépria

Fernandes e colaboradores (2018) analisando um polimero a base de alginato de célcio
observaram uma banda larga entre 3200 e 3600 cm™* correspondendo ao alongamento dos

grupos OH presentes na cadeia do polimero de alginato. O mesmo foi observado por Daemi e
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Barikan (2012) entre as bandas entre 3000-3600cm . Nos espectros obtidos também pode-se
observar bandas largas ao redor de 3500 cm™. Fernandes e colaboradores (2018) também
observaram bandas em 1414 cm™ e 1621 cm™, as quais foram correlacionadas,
respectivamente, com as deformacGes axiais assimétricas e simétricas dos grupos —COO"
indicando a presenca do grupo &cido carboxilico do alginato. Nos espectros estudados
observou-se picos mais intensos no revestimento sem fagos na faixa aproximada entre 17000
a 11000 cmt, particularmente nos picos em 1745,58 e 1165,00 cm 1. Talvez possa ocorrer
algum tipo de interacdo entre os fagos e os grupamentos -COO". Helmiyati e Aprilliza (2017)
observaram um pico ao redor de 2928 cm™ em amostras de alginato e indicaram ser devido ao
estiramento do grupamento CH.. Um pico proximo (2926,01 cm™) foi observado no
revestimento sem fago. Foi constatada auséncia deste pico no revestimento com fagos, o que
talvez possa indicar algum tipo de interacdo entre os fagos e o alginato, como uma ligacdo CH-
O. Tradicionalmente, o carbono n&o tem sido considerado um doador convencional de ligacGes
de hidrogénio devido a sua eletronegatividade relativamente baixa em comparagdo com o
oxigénio e o nitrogénio. No entanto, varios estudos ilustraram que mesmo atomos de carbonos
alifaticos sdo capazes de formar ligacbes de hidrogénio fracas, que sdo designadas como
ligagbes de hidrogénio CH-O (HOROWLTZ; TRLEVE, 2012). As bandas ocorridas em
2964,59 e 2798,71 cm™! (revestimento com fagos) e 2964,59; 2926,01 e 2854,65 cm™
(revestimento sem fagos) podem ser atribuidas as vibracbes de C-H alifatico (DAEMI;
BARIKAN, 2012). Estas bandas na amostra com fagos foram menos evidentes, talvez também
por formacao de ligacdo CH-O.

Na caracterizacdo dos revestimentos também foram feitas anélises térmicas. Os
termogramas de DSC dos revestimentos poliméricos produzidos estdo mostrados na Figura 18

e, 0s principais eventos endotérmicos nas amostras estdo disponibilizados na Tabela 3.
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Tabela 3. Eventos térmicos obtidos dos termogramas por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

dos revestimentos alimenticios sem fagos (controle) e com fagos (amostra)

Eventos térmicos

Revestimento com fagos

(amostra)

Revestimento sem fagos
(controle)

1°- Endotérmico

76,67 °C /-35,79 J/g

91,17 °C/-1,05 J/g

2°- Endotérmico

118,08 °C /- 8,41 J/g

117,70 °C /-150,11 J/g

3°- Endotérmico 130,61 °C/-0,40 J/g *x
4e- Endotérmico 137,35°C/-1,02J/g =
1° - Exotérmico 252,37°C /49,43 J/g 255,37 °C / 80,91 J/g

Fonte: Elaboragéo prépria
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Figura 18. Termogramas por calorimetria diferencial de varredura (DSC) dos revestimentos alimenticio

sem fagos (a- controle) e com fagos (b-amostra)
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Os revestimentos preparados foram basicamente feitos de alginato de célcio. Assim,
pode-se observar eventos térmicos semelhantes entre si. Os primeiros eventos endotermico
(amostra e controle), provavelmente, estéo relacionados a desidratacao do revestimento (LAIA,
COSTA JR; COSTA, 2014). Os segundos eventos endotérmicos (amostra e controle), talvez
possam ser em decorréncias de um processo de despolimerizacdo. A decomposicao térmica de
polimeros inclui as etapas de desidratacéo e despolimerizacdo acompanhada pela ruptura de C-
O e C-C ligagoes e formacéo de CO, CO; e H, (LOPES et al., 2017). A amostra apresentou
ainda, dois pequenos eventos endotérmicos, que talvez possam ser devido a influéncia de
componentes da solugdo tampdo (onde os fagos estdo diluidos) que aumentam a estabilidade
conformacional por interagOes eletrostaticas dos componentes presentes (KIM et al., 2014).
Segundo Helmiyati e Aprilliza (2017), em ensaios de andlise térmica com alginatos,
demonstraram que a temperatura de decomposicédo de alginato de sodio puro foi de 251,12 °C,
bastante proxima a temperatura de degradacdo dos revestimentos preparados (amostra e
controle), como pode ser visto nos 3° eventos exotérmicos. Neste sentido, pode-se afirmar que
0s revestimentos exibiram altas temperaturas de fusdo e, portanto, sao estaveis para a aplicacdo
pretendida.

Foram também realizadas analises por fluorescéncia de raios -X para a caracteriza¢ao do
revestimento. A técnica de fluorescéncia de raios-X € multielementar e, deste modo, permite a
obtencédo de informacdes em relacdo a composicdo da amostra com quantificacdo simultanea
de diversos elementos. Apresenta ainda, rapidez analitica, baixo custo operacional,
procedimentos limpos, sem consumo de reagentes e geracdo de residuos (SHIMAMOTO et al.,
2011). Contudo, quando se trata da determinacdo direta de elementos leves (C, O e N, por
exemplo), tem-se que a FRX apresenta uma baixa eficiéncia, dado que as energias das linhas
de fluorescéncia de raios-X para elementos leves possuem baixa energia de penetracdo e baixo
rendimento. De modo geral, o melhor rendimento da técnica é compreendido na faixa dos
elementos sddio ao uranio, melhor dizendo, para elementos que possuem nimero atbmico maior
do que 11 (LIRA, 2019). A Tabela 4 e a Figura 19 apresentam os resultados obtidos. Na Figura

19 destacam-se os elementos em maior concentracéo.
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Tabela 4. Anélise por fluorescéncia de raios-X (XRF) das amostras de revestimento comestivel a base

de alginato de célcio com e sem adi¢do do coquetel fagico

Elemento Amostra controle Amostra com fagos
Concentracéao Concentracéo
(Ppm) (ppm)
Vanadio (V) 0 20,2
Crémio (Cr) 71,1 153,3
Manganés (Mn) 159,4 23,6
Niquel (Ni) 17,1 26,1
Cobre (Cu) 7,8 12,6
Arsénio (As) 0 0
Cadmio (Cd) 0 0
Mercurio (Hg) 2,4 0,8
Chumbo (Pb) 1,7 1,6
Grupos CHO 118260 236560
Saédio (Na) 243270 135870
Magnésio (Mg) 60385,5 60267,4
Aluminio (Al) 5169,2 5080,9
Silicio (Si) 79,4 574,5
Fosforo (P) 28688 41808,9
Enxofre (S) 5064,9 8776
Cloro (CI) 147970 80261,7
Potéssio (K) 43521,5 27804,6
Calcio (Ca) 344250 399520
Escandio (Sc) 477,8 0
Titanio (Ti) 129,9 282
Ferro (Fe) 303,7 355,1
Cobalto (Co) 0 299,8
Zinco (Zn) 419,2 313,1
Bromo (Br) 7,1 75
Rubidio (Rb) 25,2 8,6
Estroncio (Sr) 172,9 160
Zirconio (Zr) 0,9 0
Bério (Ba) 0 45
Ce (Cério) 183,7 1415
Samario (Sm) 0 511,7
Eurépio (Eu) 0 682,4
Térbio (Th) 402,7 433
Erbio (Er) 955,6 0
Bismuto (Bi) 1,2 1,4

Fonte: Elaboragéo prépria
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Figura 19. Representagdo grafica da analise de fluorescéncia da raios-X (XRF) das amostras de
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Fonte: Elaboracéo propria.

Os elementos presentes foram grupos CHO, sédio (Na), cloro (Cl) e célcio (Ca). O
alginato de sddio, base do revestimento comestivel, é extraido de algas marinhas e, no seu
processo de extracdo e purificacdo, adiciona-se, normalmente, formaldeido, solucdo a 0,2%
de HCI e solucdo a 2% de carbonato de sédio (FERTAH et al., 2017). Assim os elementos
carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), sédio (Na) e cloro (Cl) em maior propor¢éo, sao
advindas, provavelmente, do alginato de sodio. O elemento célcio (Ca) também foi encontrado
em maior concentracdo em funcdo da adicdo do mesmo no processo de gelificacdo do
revestimento. Os elementos fosforo (P), potéssio (K) e magnésio (Mg) também se destacaram,
provavelmente, vindos das substancias utilizadas no preparo do revestimento como

contaminantes. No entanto, estes elementos ndo sdo considerados toxicos.

As propriedades mecanicas dos revestimentos foram observadas pelo uso de texturdmetro

e estdo disponibilizadas nas Figuras 20, 21, 22 e 23 sendo relaxacdo, tracéo, resiliéncia e

perfuracdo, respectivamente. A verificacdo das caracteristicas mecanicas é importante na

avaliacdo geral do produto. O revestimento desenvolvido deve apresentar resisténcia ao estresse

mecanico, mantendo sua integridade durante o transporte, manuseio e armazenamento
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(RODRIGUES et al., 2021). No caso especifico, as determinacfes das propriedades mecanicas
visaram avaliar a flexibilidade e a resisténcia necessarias para o uso pretendido.

De modo geral, pode-se dizer que as propriedades mecanicas estdo diretamente ligadas
ao grau de reticulacao da rede polimérica, além das caracteristicas do préprio alginato (massa
molar e relagdo M/G (&cido manurénico (blocos M) e &cido a-L-gulurénico (blocos G)).
Produtos reticulados com cloreto de sodio apresentam maiores valores de resisténcia a tracao e
menores valores de resiliéncia, quando comparados com outro agentes cedentes de ions
(COSTA et al., 2018b). Em nivel molecular, a presenca do ion Ca?* é considerada como um
obstaculo a rotacdo (movimento) das cadeias de alginato, diminuindo a mobilidade das mesmas
e, consequentemente, a capacidade do filme em alongar-se (TURBIANI; KIECKBUSCH,;
GIMENES, 2011). Os filmes desenvolvidos apresentaram teores de calcio proximos entre si,
no entanto, a amostra com fagos apresentou menor capacidade de relaxacdo, como indicado na
Figura 20. Talvez a presenca de compostos como KoHPO4: KH2PO4; NaCl; MgSOa4 e CaCly,
mesmo em pequenas quantidades, advindos do tampéo fagico (solugdo carreadora de fagos)

podem ter contribuido para a menor capacidade de relaxacdo do revestimento com os fagos.
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Figura 20. Representacdo grafica dos resultados dos testes de resisténcia mecénica do revestimento
em relacdo a relaxacdo obtidos por texturdmetro (n=3).
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Fonte: Elaboragéo propria.

Na analise das propriedades mecénicas, um dos testes mais usados € o ensaio executado
sobre carga de tracdo denominado ensaio de tracdo ou forca de tensdo. O ensaio de tragédo
consiste na aplicacdo gradativa de carga de tracdo uniaxial nas extremidades de um corpo de
prova especificado (REIS, 2019). A forca de tracdo é afetada pela presenca de agentes
plastificantes (como glicerol, manitol, xilitol) (SANTANA; KIECKBUSCH, 2013), no entanto,
estes compostos ndo foram objetos de estudo no revestimento preparado. As curvas tensao-
deformacdo obtidas do ensaio de tracdo (Figura 21) indicaram que a presenca dos fagos
aumentou a propriedade do revestimento em relacédo a forca de tracdo e diminuiu a capacidade
de relaxacdo indicando um comportamento mais rigido, no entanto de forma pouco

significativa.
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Figura 21. Representagdo grafica dos resultados dos testes de resisténcia mecéanica do revestimento em

relacdo a tracdo obtidos por texturdmetro (n=3).
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Fonte: Elaboragéo prépria

O ensaio de resiliéncia indica a elasticidade do filme (NASCIMENTO, CALADO;
CARVALHO, 2012) e, como pode-se observar na Figura 22 nao foram observadas alteractes
desta propriedade em relacdo a amostra com ou sem fagos. Os filmes mais elasticos,
apresentam menor resisténcia a tracdo, com consequente reducao de manutencdo da integridade
(RODRIGUES et al., 2021). Pelos resultados apresentados, pode-se dizer que 0s dois

revestimentos apresentam a mesma capacidade de manutencdo da integridade fisica.
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Figura 22. Representacdo grafica dos resultados dos testes de resisténcia mecéanica do revestimento em
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Fonte: Elaboragéo prépria

A forca de perfuracdo é uma medida para avaliacdo da forca para penetragdo em filmes e

revestimentos (NASCIMENTO, CALADO; CARVALHO, 2012), sendo um parametro

importante no acondicionamento de produtos com pontas ou outros tipos de protuberancias que

possam danificar o revestimento (AMARAL, 2014). Pelos resultados observados (Figura 23),

ndo houve diferenca desta propriedade entre os revestimentos.

De modo geral, pode-se dizer que a adi¢do dos fagos ndo prejudicou as caracteristicas

mecanicas do revestimento desenvolvido.
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Figura 23. Representacdo grafica dos resultados dos testes de resisténcia mecéanica do revestimento em
relacdo a perfuracdo obtidos por texturémetro (n=3).
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Fonte: Elaborag&o propria

A atividade dos fagos no revestimento foi determinada, uma vez que, a imobilizacdo em
diferentes matrizes pode afetar sua viabilidade ou disponibilidade. O processo de obtencao de
filmes, revestimentos e hidrogéis com fagos acaba expondo os mesmos a condicGes de estresse
tais como mistura, agitacdo, dessecacao e secagem. Em um trabalho que preparou um filme a
base de alcool polivinilico, gelatina, caseina, glicerol e alginato de sddio para veiculacéo de
fagos contra Listeria monocytogenes observou reducdo da atividade litica de 2 log
(DICASTILLO et al., 2021). A Figura 24 apresenta imagens de placas de Petri contendo S.
enterica e, sobre ela, os revestimentos (com e sem fagos). Pode-se perceber zonas de lise no
revestimento com os fagos indicando a manutengdo da atividade litica do coquetel de fagos

sobre a bactéria hospedeira.
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Figura 24. Imagens de placas de Petri contendo Salmonella enterica com revestimento a) filme com

fagos b) filme sem fagos

Fonte: Elaboragéo prépria

Em relacdo a avaliacdo da citotoxicidade, os resultados (Figuras 25 e 26) indicaram que
0 revestimento ndo apresentou citotoxicidade. O ensaio realizado com as linhagens das células
3T3 ndo demonstrou reatividade (Grau 0), ou seja, nenhuma zona de morte celular detectavel
ao redor da amostra. J& no ensaio com as células HaCaT houve um pequeno halo indicativo de
morte celular, podendo-se considerar reatividade branda (Grau 2) e, de acordo com as
especificacbes da Norma 1SO 10993-5/2009 (I1SO, 2009), isto é considerado como efeito de

toxicidade negativo.
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Figura 25. Anélises de difusdo em &gar com células HaCaT. Controle negativo (-); controle positivo

(+); revestimento comestivel com bacteridfagos; revestimento comestivel sem bacteriéfagos

Sem fago Com fago Controle + Controle -

Fonte: Elaborag&o propria
Figura 26. Andlises de difusdo em agar com células 3T3. Controle negativo (-); controle positivo (+);

revestimento comestivel com bacteri6fagos; revestimento comestivel sem bacteriéfagos

Sem fago Com fago Controle + Controle -

Fonte: Elaboragéo prépria
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho de pesquisa, desenvolveu-se um revestimento comestivel, empregando-se
o alginato de sddio, associado com d-glucono-é-lactona (GDL) e carbonato de célcio. Foi
incorporado ao revestimento, um coquetel de fagos liticos contra Salmonella enterica, como
uma alternativa para o biocontrole deste patdgeno em queijos tipo Minas meia cura.

O revestimento comestivel obtido pode oferecer um importante beneficio aos produtos
alimenticios em relacdo a seguranca dos alimentos, aumentando, dessa forma, a qualidade dos
mesmos. Também podem se relacionar positivamente com a tendéncia, cada vez maior, da
busca pelos consumidores por produtos industrializados que atendam o conceito “clean label”,
ou seja, relacionado ao uso de ingredientes organicos, livre de aditivos e ingredientes artificiais.

Outro fator positivo, somado a esse revestimento, diz respeito a busca por alternativas de
embalagens de alimentos mais sustentaveis e ndo acumulativas nos ecossistemas, uma vez que
a proposta pode gerar menos residuos em funcdo de sua biodegrabilidade. Além disto, a
associacao os fagos, pode acrescentar ainda mais valor ao alimento. O biocontrole de fagos esta
sendo cada vez mais aceito como uma tecnologia natural e eficaz para direcionar
especificamente patdgenos bacterianos em varios alimentos.

Todavia, pode-se dizer que o desenvolvimento de filmes/revestimentos comestiveis tém
ocorrido, principalmente, em escala laboratorial, uma vez que existem ainda algumas limitagdes
a serem ultrapassadas, como garantia de propriedades funcionais e organolépticas, aparéncia
atraente, preco compativel, entre outros fatores, para garantia de sucesso destes materiais em
escala comercial. O uso de fagos para biocontrole exige também mais estudos como avaliacdo
da capacidade (ou ndo) de penetracao do fago no alimento, efeito na sobrevida dos fagos frente
a fatores abioticos, produgdo em grande volume, etc.

O revestimento comestivel apresentou caracteristicas fisico-quimicas adequadas,
toxicidade negativa e manutencao da atividade litica dos fagos sendo, desta forma, um produto
promissor para o uso pretendido. Assim, pelos fatos expostos, o trabalho de pesquisa aqui
realizado podera contribuir disponibilizando uma alternativa inovadora para o revestimento e a
seguranca de alimentos contra S. enterica. Deve-se destacar, no entanto, que para seu uso
comercial serdo necessarios outros ensaios como analise sensorial, avaliagdo de possivel
extensdo da vida util do queijo, teste de desafio para S. enterica, isolamento de outros fagos
liticos contra S. enterica para elaboracdo de um coquetel de fagos, entre outros.
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