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Resumo

A industria de sumos de fruta tem enfrentado incidentes crescentes de deterioragdo atribuidos a bactérias
do género Alicyclobacillus. Estas bactérias esporuladas produzem compostos responsaveis por odores ¢
sabores indesejaveis, comprometendo a qualidade do produto, provocando desperdicio alimentar, perdas
economicas e reduzindo a confianga dos consumidores. A resisténcia das bactérias do género
Alicyclobacillus a ambientes acidos e a processos de pasteurizagdo utilizados na industria alimentar
justifica a procura de novas estratégias de biopreservacao. Entre estas, os bacteriéfagos surgem como
alternativa promissora, segura, ecologica e sustentavel.

Neste trabalho foram aplicadas metodologias de isolamento, purificagdo e amplificacdo de bacteriéfagos
a partir de diferentes amostras ambientais consideradas potenciais reservatorios de Alicyclobacillus e de
fagos associados. Das amostras testadas, apenas uma, proveniente de solo de vinha, originou placas
fagicas, utilizando Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 3922T como hospedeira. A utilizagdo da estirpe
alternativa 4. acidoterrestris TAB 21 revelou-se essencial para o processo de purificagdo, permitindo a
obtenc¢do de isolados fagicos apos sucessivos ciclos de sele¢do. Foram ainda testadas diferentes
condi¢des para otimizar a difusdo, recuperacao, estabilidade e manutencdo da atividade infeciosa do
fago. O meio liquido BAT, um meio de cultura desenvolvido para o crescimento de A. acidoterrestris,
apH 4 e a 45 °C revelou-se o mais adequado para preservar a sua viabilidade. O método de inundacdo
de placas possibilitou a obtencdo de titulos elevados, permitindo a extragdo e purificacdo de acidos
nucleicos, confirmados como sendo DNA de dupla cadeia integro com recurso a espetrofotometria,
fluorometria e eletroforese em gel.

Palavras-chave: género Alicyclobacillus; deterioragdo; biopreservacao; bacteri6fagos.
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Abstract

The fruit juice industry has faced increasing incidents of spoilage attributed to bacteria of the genus
Alicyclobacillus. These spore-forming bacteria produce compounds responsible for undesirable odours
and flavours, compromising product quality, causing food waste, economic losses, and reducing
consumer confidence. The resistance of Alicyclobacillus to acidic environments and to pasteurisation
processes used in the food industry justifies the search for new biopreservation strategies. Among these,
bacteriophages emerge as a promising, safe, ecological, and sustainable alternative.

In this work, methodologies for the isolation, purification and amplification of bacteriophages were
applied using different environmental samples considered potential reservoirs of Alicyclobacillus and
associated phages. Of the samples tested, only one, originating from vineyard soil, produced phage
plaques when using Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 39227 as the host. Phage purification was only
possible using the alternative strain 4. acidoterrestris TAB 21, which enabled the recovery of isolated
phage plaques after successive purification cycles. Different conditions were also tested to optimise
diffusion, recovery, stability, and maintenance of the phage’s infectious activity. Liquid BAT medium,
a culture medium developed for the growth of A. acidoterrestris, at pH 4 and 45 °C proved to be the
most suitable for preserving its viability. The plate flooding method allowed the obtainment of high
titres, allowing for the extraction and purification of nucleic acids, confirmed as intact double-stranded
DNA through spectrophotometry, fluorometry and gel electrophoresis.

Keywords: Alicyclobacillus genus; spoilage; biopreservation; bacteriophages.
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1 Introducao

1.1 Seguranca e qualidade alimentar

Os conceitos de seguranca e qualidade dos alimentos, sdo de extrema importancia na industria alimentar,
pois afetam a saude e o bem-estar dos consumidores. Ambos podem ser comprometidos por varios tipos
de fenomenos. Fendmenos estes, que podem ser caracterizados como contaminagdes biolodgicas,
quimicas e fisicas. No entanto, ao longo do presente trabalho, o foco serd no campo das contaminagdes
microbiologicas.

1.1.1 Seguranca alimentar

Desde os primordios da humanidade, as doengas transmitidas por alimentos t€ém sido uma realidade
constante. Alimentos seguros protegem a saide publica e garantem o bem-estar nutricional. Em
contrapartida, alimentos inseguros podem provocar doengas, algumas das quais podem ser fatais,
impactando significativamente os indicadores socioeconéomicos de um pais (WHO, 2023).

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saiude (WHO), anualmente, as doengas transmitidas por
alimentos resultam em 600 milhdes de casos registados em todo o mundo, afetando uma em cada dez
pessoas. Estima-se que isto resulte em 420 mil mortes anuais, sendo as criangas o grupo mais vulneravel.
Estas representam cerca de 30% do total de vidas perdidas devido a doengas transmitidas por alimentos
(WHO, 2024).

Alimentos inseguros, contendo bactérias, virus, parasitas ou fungos, causam mais de 200 doengas, que
podem variar entre intoxicagOes alimentares, diarreias, febres e, em casos graves, complicagdes
sistémicas que podem levar a morte (FAO, 2022). Segundo o relatorio de 2022 feito pela Autoridade
Europeia para Seguranca dos Alimentos (EFSA, do inglés “European Food Safety Authority™),
Campylobacter spp. foi o principal agente responsavel por doencgas transmitidas por alimentos, seguida
de Salmonella spp., Yersinia spp. € Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC). O relatério
reportou ainda que Listeria monocytogenes foi causadora da maior taxa de mortalidade e hospitalizagdes
entre os casos notificados (EFSA, 2023).

Existem outros microrganismos que contribuem grandemente para o impacto global das doencas
transmitidas por alimentos, onde estao incluidos o norovirus, o virus da hepatite A e alguns fungos, tais
como Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, capazes de produzir aflatoxina (uma micotoxina)
(WHO, 2015; Lianou et al., 2016).

Estes agentes patogénicos podem ser encontrados em alimentos de origem animal, como leite néo
pasteurizado, ovos, carnes insuficientemente cozinhadas, mas também em produtos de origem vegetal.
Em particular, frutas e vegetais crus podem ser contaminados por contacto com dgua contaminada, solos
infetados ou superficies mal higienizadas durante o manuseamento e processamento (Centers for
Disease Control and Prevention, 2025; WHO, 2024).



1.1.2 Qualidade alimentar

Outro pardmetro importante do setor alimentar ¢ a qualidade. Esta ¢ amplamente entendida como um
conjunto de propriedades e caracteristicas sensoriais de um produto alimentar, que o tornam desejavel e
aceitavel para o consumidor (Bevilacqua et al., 2017).

Muitas vezes este parametro ¢ posto em causa pela presenca de microrganismos nao patogénicos capazes
de deteriorar alimentos. Este fendmeno, designado de deterioracdo microbiana, ¢ um dos grandes
problemas que afetam a qualidade alimentar (Karanth et al., 2023). Geralmente estes alimentos podem
Ser seguros para consumo, ou seja, nao causam doengas porque ndo existem patdgenos ou toxinas
presentes, mas afetam as suas caracteristicas sensoriais (Sahu & Bala, 2017), como a aparéncia, o sabor,
0 odor ou o valor nutricional dos produtos alimentares (Lianou et al., 2016; Odeyemi et al., 2020).

Este tipo de deterioragdo na industria dos alimentos ¢ uma das principais razdes do desperdicio
alimentar, estimado, segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO,
do inglés “Food and Agriculture Organization”), em 1,3 mil milhdes de toneladas por ano. Isto
corresponde a um terco (FAO, 2011) de todos os alimentos produzidos para consumo humano.
Consequentemente, ha perdas economicas na ordem dos milhdes, associadas a produgdo e
processamento de alimentos, assim como impactos negativos na sustentabilidade ambiental (Petruzzi et
al., 2017; Snyder et al., 2024).

Para se perceber como ocorre a deterioragdo, ¢ fundamental ter, em primeiro lugar, a perce¢dao de que
os alimentos sdo compostos por uma ampla variedade de nutrientes que, combinados com um ambiente
favoravel, proporcionam condigdes ideais para o crescimento de microrganismos deteriorantes. Desta
forma, o tipo de microrganismo que afeta cada classe de alimento pode variar, dependendo das
propriedades intrinsecas do proprio alimento, bem como do ambiente externo em que o mesmo ¢é
mantido durante o processamento, armazenamento ¢ distribuicdo (Karanth et al., 2023; Petruzzi et al.
2017; Taormina et al., 2021).

Dentro destes fatores extrinsecos estdo englobados a temperatura, a humidade relativa do ambiente, a
exposicao a luz, os niveis de contamina¢ao microbiana durante 0 manuseio ou transporte, a composi¢ao
da atmosfera na embalagem, os tratamentos térmicos ou fisicos subsequentes, assim como o manuseio
pelo proprio consumidor (Sousa Gallagher et al., 2011; Taormina et al., 2021). Por outro lado, nos
fatores intrinsecos estdo incluidos o teor de agua, o valor de pH, a disponibilidade de oxigénio, o
potencial de reducdo-oxidagdo, os nutrientes presentes, a composi¢do bioquimica e a microflora natural
(Kong & Singh, 2016; Odeyemi et al., 2020; Taormina et al., 2021).

Devido a totalidade destes fatores, uma ampla variedade de microrganismos pode afetar a qualidade dos
alimentos, em que estdo incluidos os fungos (bolores e leveduras) e as bactérias.

Os fungos filamentosos, ou bolores, como os géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor (Bento
de Carvalho et al., 2024), destacam-se pela sua capacidade de produzir gas, formar colonias e micélio
na superficie dos alimentos. Além disso, estudos indicam que esses fungos podem causar a deterioragdo
de sumos de frutas devido a presenga de enzimas pectinoliticas e degradativas (Sourri ef al., 2022). Ja
as leveduras, devido a sua tolerancia a condi¢des de baixa atividade de agua e stress osmotico, sdo
frequentemente encontradas em produtos com elevada concentragdo de solutos, como agucar e sal, bem
como em ambientes acidos ou com baixa disponibilidade de oxigénio, como sumos de frutas,
refrigerantes e vinhos. Esses microrganismos nao apenas produzem sabores e odores indesejados, como
também etanol como subproduto da fermentagdo, caracteristica comum em géneros como Candida,



Saccharomyces e Zygosaccharomyces (Lianou et al., 2016; Steele, 2004; Bento de Carvalho et al.,
2024).

Relativamente a bactérias, Pseudomonas spp. sdo amplamente relatadas em deterioragdes de alimentos
crus ou frescos, durante o armazenamento aerobio, frequentemente identificadas pela produgdo de
odores desagradaveis, que sdo caracteristicos do processo de deterioracdo (Lianou et al., 2016). Por
outro lado, as bactérias da familia Enterobacteriaceae, que incluem géneros como Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter, possuem um papel importante na deterioracdo de vegetais
frescos e alimentos de origem animal. Algumas espécies desta familia, conhecidas como coliformes, sdo
frequentemente utilizadas como indicadores microbioldgicos da qualidade da 4gua e dos alimentos,
devido a sua presenca comum no trato gastrointestinal de animais de sangue quente, incluindo o ser
humano. A sua detecdo baseia-se frequentemente na capacidade de fermentar lactose com producao de
acido e gas, uma caracteristica utilizada em métodos laboratoriais para a sua identificagdo (Sperber,
2009).

Adicionalmente, alguns microrganismos capazes de sobreviver aos processos de pasteurizacdo sdao
responsaveis por sabores indesejaveis em vinhos, leite € sumos de fruta (Lianou et al., 2016; Petruzzi et
al., 2017). Entre eles encontram-se géneros como Bacillus e Clostridium (ambos esporulados) e
Alicyclobacillus, um género acidofilo e termorresistente, que também contribui para a deterioragdo
alimentar. Este ultimo, € o foco principal do presente trabalho e por isso esta caracterizado em maior
detalhe no capitulo seguinte.

1.2 Alicyclobacillus e a qualidade alimentar

1.2.1 Impacto de Alicyclobacillus na industria alimentar

A presenga de Alicyclobacillus, uma bactéria termoacidéfila e formadora de esporos, tem sido associada
a eventos de deterioragdo, representando um desafio significativo para os produtores de alimentos,
especialmente para a industria de sumos e outros produtos a base de fruta. Varias espécies de
Alicyclobacillus, especialmente Alicyclobacillus  acidoterrestris, foram identificadas como
microrganismos deteriorantes em sumos de fruta e bebidas comercialmente pasteurizadas. O primeiro
caso foi registado em 1982, na Alemanha, num sumo de maga pasteurizado (Pornpukdeewattana et al.,
2020; Sokotowska et al., 2020). O registo descrito por Cerny et al. (1984) caracterizou-se como uma
leve turvag@o no sumo e um sabor desagradavel, semelhante ao de desinfetante. Na ocasido, estabeleceu-
se uma relacdo entre o microrganismo isolado do sumo e a espécie Bacillus acidocaldarius, tendo mais
tarde havido uma revisdo taxonomica que alterou o nome da espécie para 4. acidoterrestris.

A partir desse registo, as bactérias deste género tornaram-se uma grande preocupacdo para a industria
alimentar de produtos a base de fruta, uma vez que resistem aos ambientes acidos utilizados na
preservacdo de alimentos; podem formar endosporos que sobrevivem as etapas de pasteurizagdo ¢ a altas
temperaturas, podem provocar a germinagdo dos esporos, fazendo com que as células vegetativas
crescam durante a vida util dos produtos de consumo (Huertas et al., 2014). Apesar da espécie A.
acidoterrestris ser a mais frequentemente associada a relatos de deterioragdo, outras espécies, como
Alicyclobacillus  acidiphilus,  Alicyclobacillus  pomorum,  Alicyclobacillus  cycloheptanicus,
Alicyclobacillus acidocaldarius e Alicyclobacillus herbarius, também tém sido identificadas em
incidentes deteriorantes desse tipo (Merle & Montville, 2014).



A ocorréncia desses eventos de deterioracdo esta diretamente relacionada a contaminagao inicial das
matrizes alimentares por Alicyclobacillus. A principal fonte desse microrganismo ¢ a matéria-prima —
fruta — que pode ter sido previamente contaminada pelo solo, insetos, 4gua, ar ou até mesmo pelo contato
humano durante a colheita e o transporte. Durante o processamento da matéria-prima em ambiente fabril,
a agua condensada em evaporadores, bem como equipamentos e tubagens que ndo tenham sido
devidamente limpos, desinfetados ou esterilizados, podem também constituir importantes fontes de
contaminagdo (Steyn et al., 2011; Huang ef al., 2015).

Depois de contaminarem o produto final, estas bactérias, ao contrario de outras, geralmente s6 sdo
detetadas através de reclamagdes dos consumidores, dado que a agdo das mesmas ndo produz gés durante
o crescimento (nem alteracdes no pH), o que significa que as embalagens flexiveis ndo opam, ¢ a
contaminagao passa despercebida. Deste modo, s6 € possivel detetar as alteracdes quando o consumidor
abre o produto e apercebe-se de um odor e/ou sabor desagradaveis, descritos como medicinal, antissético
e semelhante a desinfetante (Chang & Kang, 2004), que pode ocorrer ainda antes do prazo de validade
terminar (Chang & Kang, 2004; Sokotowska et al., 2020). Esses defeitos sensoriais sdo resultantes da
produgdo de compostos fendlicos como o guaiacol (2-metoxifenol), o 2,6-diclorofenol ¢ o 2,6-
dibromofenol (Huang et al., 2015; Pornpukdeewattana et al., 2020).

Estudos recentes continuam a evidenciar a relevancia do género Alicyclobacillus como um dos
principais responsaveis pela deterioragcdo de bebidas acidas, como sumos de fruta. Uma investigacdo
realizada por Neggazi et al. (2023) reportou a presenga de A. acidoterrestris em cerca de 18% das
amostras de sumos pasteurizados e tratados por alta pressdo hidrostatica analisadas, evidenciando que,
mesmo apos tratamentos intensivos de conservacdo, os esporos de Alicyclobacillus podem sobreviver e
germinar em condigdes favoraveis, conduzindo a deterioracdo do produto antes mesmo do seu consumo.
Esse tipo de eventos, leva a desperdicio alimentar, retirada de produtos do mercado, danos a reputagéo
da marca devido a perda de confianga por parte dos consumidores, o que resulta em perdas econdmicas
muito elevadas (Gordon et al., 2017; Smit et al., 2011). A nivel ambiental, ha ainda o desperdicio de
recursos utilizados na produgdo, como terra, 4gua, energia e emissdes de gases de efeito de estufa (FAO,
2022).

1.2.2 O género Alicyclobacillus

O género Alicyclobacillus, atualmente integrado na familia Alicyclobacillaceae (Ciuffreda et al., 2015),
tem origem na descoberta, na década de 1960, de bactérias em fontes termais acidas no Parque de
Yellowstone, nos Estados Unidos (Spencer, 2009). Inicialmente, as espécies que atualmente pertencem
ao género Alicyclobacillus estavam classificadas como integrando o género Bacillus (antes da revisdo
taxonémica e agora reclassificadas como A. acidocaldarius, A. acidoterrestris e A. cycloheptanicus),
pois compartilham com os bacilos a caracteristica da formacao de esporos. Porém, em 1992, Wisotzkey
et al. (1992) com base em analises filogenéticas do gene do RNA ribossomal 16S, reclassificaram as
espécies mencionadas como parte de um novo género, tendo-se provado que existiam diferengas
significativas em relacdo as demais espécies de Bacillus, como o baixo conteido de G+C e a presenca
de acidos gordos w-aliciclicos (w-hexano e w-heptano) na bicamada lipidica (Chang & Kang, 2004).

Ao longo dos anos, mais espécies de Alicyclobacillus foram descritas, tais como Alicyclobacillus
hesperidum, isolada de solos solfataras dos Agores por Albuquerque et al., (2000), 4. herbarius de cha
de ervas por Goto et al. (2002) e Matsubara et al. (2002) que isolaram A. acidiphilus de bebidas acidas.
Atualmente, 29 espécies de Alicyclobacillus sao conhecidas, e duas subespécies de A. acidocaldarius e
de A. hesperidum foram igualmente registadas. Estas bactérias podem ser encontradas em diversos



ambientes, como solos, fontes termais, bem como em bebidas, concentrados e sumos de frutas (Bucka-
Kolendo et al., 2024; Sourri et al., 2020).

Diversos meios tém sido utilizados para a detegdo, isolamento e cultivo destas bactérias em contexto
laboratorial. O primeiro meio desenvolvido para esse fim foi o "Yeast Starch Glucose" (YSG), seguido
do meio "Bacillus acidocaldarius medium" (BAM), criado por Darland e Brock em 1971. Outros meios
frequentemente usados incluem o "Orange Serum Agar" (OSA), o “K agar”, o “SK agar”, o "Potato
Dextrose Agar" (PDA) e o "Bacillus acidoterrestris thermophilic" (BAT) (Groenewalds et al., 2008;
Anjos et al., 2014). Estes meios diferem na composi¢do de nutrientes, pH e presenca de inibidores
seletivos, que favorecem o crescimento seletivo de Alicyclobacillus em amostras contaminadas. O meio
BAT, em particular, é formulado com extrato de levedura, glucose e outros componentes que promovem
o crescimento termofilo e acidofilo caracteristico destas bactérias, enquanto inibe o crescimento de
outros microrganismos competidores. Estudos comparativos realizados por Murray et al. (2007)
demonstraram que o BAT apresentava maior taxa de recuperacdo de coldnias vidveis, maior
especificidade e menor interferéncia de flora saproéfita, quando comparado aos restantes meios testados.
Por essa razdo, o BAT ¢ atualmente recomendado pela Federacao Internacional de Produtores de Sumo
de Fruta (International Fruit and Vegetable Juice Association, IFU) para a dete¢do de Alicyclobacillus
em produtos de fruta (Sourri et al., 2022). Quando cultivadas neste meio, as coldonias formadas sdo
opacas, circulares, com margens lisas e centros elevados, inicialmente de cor branca cremosa,
escurecendo com o tempo (Henczka et al., 2013).

1.2.3 Caracteristicas fenotipicas do género Alicyclobacillus

Alicyclobacillus spp. sdo bactérias ndo patogénicas, gram-positivas, estritamente aerobias, em formato
de bastonete, formadoras de esporos e termoacidofilas (Ciuffreda et al., 2015). Estas bactérias
apresentam uma ampla gama de temperatura de crescimento, entre 20 °C e 70 °C, um pH de crescimento
entre 2,0 e 6,0, com algumas excecdes, como Alicyclobacillus disulfidooxidans e Alicyclobacillus
tolerans, que conseguem crescer a temperaturas abaixo de 20 °C e a um pH inferior a 1,5 (Sourri ef al.,
2022; Smit et al., 2011). No entanto, independentemente de poderem crescer noutras condi¢des, as
temperaturas 6timas de crescimento variam entre 35 °C e 65 °C e os valores 6timos de pH variam entre
3,5¢ 5,0 (M. Henczka et al., 2013; Smit et al., 2011).

Esta capacidade de crescimento em ambientes menos favoraveis, com temperaturas mais elevadas e
valores de pH baixos, segundo a literatura (Poralla ef al., 1980; Chang & Kang, 2004; Ciuffreda et al.,
2015) pode estar relacionada com a presenca de acidos gordos w-aliciclicos (w-hexano e w-heptano) na
bicamada lipidica da membrana celular de Alicyclobacillus (Chang & Kang, 2004). A presenca de anéis
de ciclohexano aumenta a compactagdo da membrana, havendo consequentemente uma maior
estabilidade da estrutura da mesma (o que resulta numa baixa difusdo a altas temperaturas),
proporcionando a estas bactérias uma vantagem para o crescimento em condigOes adversas (Ciuffreda
et al., 2015). Esses acidos gordos criam uma camada protetora ao formarem ligagdes hidrofobicas e ao
reduzirem a permeabilidade da membrana celular (Chang & Kang, 2004; Bucka-Kolendo ef al., 2024).
Contudo, nem todas as espécies deste género possuem esses acidos e ainda assim permanecem
resistentes a extremas condi¢des, como € o caso das espécies Alicyclobacillus aeris, Alicyclobacillus
contaminans, Alicyclobacillus ferrooxydans, Alicyclobacillus macrosporangiidus ¢ A. pomorum
(Sokotowska et al., 2020). Outra possivel justificacdo para a adaptacdo de bactérias deste género a esse
tipo de condigdes podera ser a presenca de hopanoides (Poralla ef al., 1984) nas suas células. Esses
compostos lipidicos, semelhantes ao colesterol, em condigdes de baixo pH e altas temperaturas,



aumentam a estabilidade e a densidade da membrana, tornando-a mais resistente (Chang & Kang, 2004;
Sourri et al., 2022).

Outro fator de sobrevivéncia destas bactérias ¢ a sua capacidade de esporulacdo. As estirpes de
Alicyclobacillus sdo morfologicamente ovoides e formam esporos terminais ou subterminais, com
algumas espécies apresentando esporangios inchados (Pornpukdeewattana et al., 2020). A esporulagdo
ocorre na fase estacionaria do crescimento bacteriano, quando os nutrientes se tornam limitados,
permitindo que a bactéria pare a sua divisdo celular e inicie a producdo de enddsporos altamente
resistentes a condi¢gdes adversas, assegurando a sua sobrevivéncia (Rolfe et al., 2012; Mckenney et al.,
2013).

Sabe-se que a resisténcia térmica dos esporos € influenciada por varios fatores ambientais, tais como os
descritos abaixo (Sokolowska et al., 2020; Smit et al., 2011; Pornpukdeewattana et al., 2020):

Natureza intrinseca de diferentes espécies e estirpes;
e pH do meio de crescimento;
o O valor D (tempo a uma determinada temperatura necessario para causar uma redugio
de 90% na populagdo da bactéria-alvo) diminui a medida que o pH reduz.
e Temperatura;
o O valor D diminui com o aumento da temperatura.
e Conteudo de solidos soluveis totais;
o O valor D aumenta com o aumento de solidos soluveis totais.
e Atividade de agua;
o Aresisténcia térmica dos esporos aumenta a medida que os valores de atividade de
dgua diminuem

Presenca de compostos, como catides divalentes e antimicrobianos (Sourri ef al., 2022; Smit et
al.,2011).

A resisténcia dos esporos ao calor faz com que os mesmos sobrevivam aos processos habituais de
pasteurizacdo e representem para a industria alimentar, um grave problema por resolver.

As espécies de Alicyclobacillus possuem ainda a capacidade de produzir guaiacol (2-metoxifenol) e
alguns halofendis que causam sobretudo deterioragdo de produtos a base de frutas, dando-lhes um sabor
fenodlico e antissético. O guaiacol ¢ um composto aromatico que, em alimentos contaminados por
Alicyclobacillus, resulta da descarboxilagdo ndo oxidativa do acido vanilico catalisada por enzimas
microbianas (Cai ef al., 2015). Neste processo ocorre a descarboxilagao ndo oxidativa do acido vanilico
em guaiacol, que pode ser formado consoante certos fatores: a estirpe e a espécie de Alicyclobacillus, a
concentracdo de precursores do guaiacol como a vanilina e a tirosina, a presenga de células vegetativas
ou esporos, a temperatura, o oxigénio e a disponibilidade de nutrientes (Ciuffreda et al., 2015; Corli
Witthuhn et al., 2013). Desta forma, de acordo com Savas Bahgeci et al., (2005) é necessaria uma
concentracdo de 10* UFC/mL de células vegetativas de Alicyclobacillus para produzir quantidades de
guaiacol detetaveis sensorialmente. Ja os halofendis 2,6-diclorofenol e 2,6-dibromofenol podem estar
presentes em produtos alimentares devido a contaminag@o quimica ou a sintese microbiana. Os mesmos
geralmente sdo formados pelo contacto do alimento com solugdes halogenadas diluidas, frequentemente
utilizadas na industria, para desinfecdo e limpeza de matérias-primas e linhas de processamento (Chang
& Kang, 2004; Huang ef al., 2015).

Dado que multiplos fatores influenciam a resisténcia térmica de Alicyclobacillus, a implementacao de
métodos de conservagao eficazes deve considerar estas variaveis, para garantir a inativagdo ou o controlo



destes microrganismos com capacidade de produzir compostos fendlicos indesejaveis em produtos
alimentares. No proximo capitulo, serdo abordadas as principais estratégias utilizadas para prevenir e
mitigar a contaminagdo por Alicyclobacillus, incluindo abordagens de natureza fisica, quimica e
biologica.

1.3 Métodos de conservaciao contra Alicyclobacillus

Durante as ultimas quatro décadas, desde o primeiro aparecimento relatado deste género em produtos
alimentares, muitos métodos que pareciam ser facilmente implementdveis ou promissores foram
desenvolvidos e aplicados para o seu controlo (Tianli et al., 2014; Sokotowska et al., 2020). No entanto,
¢ essencial escolher métodos que prolonguem a vida util do produto, assegurando a menor perda possivel
de vitaminas e nutrientes dos produtos, assim como a menor alteragdo possivel na qualidade sensorial.

1.3.1 Conservacio fisica

Um dos métodos mais utilizados pela industria de sumos de frutas ¢é a pasteurizagdo térmica. Esta utiliza
altas temperaturas em um curto periodo (entre 70 °C e 85 °C por 1 a 5 min), de forma a preservar as
propriedades organoléticas dos alimentos (Jair Wurlitzer et al., 2019; Mandha et al., 2023). No entanto,
este tratamento convencional estimula a germinagdo dos esporos de Alicyclobacillus, ja que os mesmos
sd0 capazes de resistir a esse tipo de temperaturas (Ciuffreda et al., 2015; Sourri et al., 2022). Uma
solugdo seria o aumento das temperaturas de pasteurizacao (>100 °C), mas isso resultaria em mudangas
organoléticas nos produtos. Outra opg¢do seria o armazenamento dos mesmos, abaixo de 20 °C, j& que
sdo raras as espécies deste género que crescem nessas condigdes. No entanto, era necessario refrigerar
o produto nao sé no ponto de venda, como também durante o transporte, o que representaria um aumento
consideravel nos custos (Chang & Kang, 2004).

Certos métodos nao térmicos conseguem ser eficazes na eliminacdo de células vegetativas, mas tém
eficacia limitada na destrui¢do de esporos, visto que alguns esporos dormentes tém a capacidade de
permanecer viaveis. Tratamentos como o processamento por alta pressdo (High Pressure Processing,
HPP) (Silva et al., 2015), alta pressao hidrostatica (High Hydrostatic Pressure, HHP), campos elétricos
pulsados (Pulsed Electric Field, PEF), luz UV-C (Baysal et al., 2013; Tremarin et al., 2015),
aquecimento 6hmico (Kim et al., 2017) ou micro-ondas e ondas ultrassonicas (Wang et al., 2010) ja
demonstraram eficicia contra Alicyclobacillus (Sourri et al., 2022; Merle & Montville, 2014). Ainda
assim, todos estes métodos ndo sdo amplamente implementados na industria alimentar, devido a custos
elevados e limitagdes praticas, pelo que novas abordagens continuam a ser necessarias para garantir o
controlo eficaz destes microrganismos em produtos alimentares (Merle & Montville, 2014).

1.3.2 Conservaciao quimica

Relativamente a métodos quimicos, estudos demonstraram que certos acidos orgénicos, como o
benzoico, butirico-caprilico, acético, citrico-malico-latico e tartarico, demonstram eficacia contra
células vegetativas de Alicyclobacillus, mas ndo contra esporos (Tianli ef al., 2014). Além disso,
conservantes quimicos como o benzoato de sodio e sorbato de potassio, permitidos em sumos de frutas
pasteurizados até 150 mg/L e 300 mg/L, segundo o Regulamento (UE) 2024/2597 da Comissdo
Europeia, podem controlar o crescimento de A. acidoterrestris, embora sejam necessarias concentragdes
maiores para esporos, do que para inibir células vegetativas (Maldonado et al., 2014). No entanto, esses



métodos apresentam desafios, tais como os riscos de alteragdo das caracteristicas organoléticas dos
produtos; os limites permitidos pelas entidades reguladoras da Unido Europeia, que cada vez tém sido
mais reduzidos, de forma a proteger o consumidor; assim como os proprios consumidores que tém
preferido '"rotulos limpos" evitando compostos quimicos percecionados como desconhecidos
(Pornpukdeewattana et al., 2020).

1.3.3 Conservagao biolégica

Em alternativa aos métodos quimicos, existem métodos bioldgicos, que recorrem a metabolitos
antimicrobianos produzidos por microrganismos, como as bacteriocinas, sendo a nisina um exemplo
testado no controlo de Alicyclobacillus. Esta ¢ aprovada pela FDA e pela WHO e ¢ usada como
conservante eficaz contra esporos em sumos de frutas, tanto diretamente quanto em filmes
biodegradaveis (FSA et al., 2017; Merle & Montville, 2014). Contudo, a sua eficacia depende do
substrato alimentar, da espécie em questdo e ¢ limitada pelos altos custos de extragdo e purificacdo (Pei
et al., 2014; Huang et al., 2015). Adicionalmente, nos ultimos anos, varias pesquisas consideraram a
aplicacdo de oleos essenciais ou os seus constituintes ativos, como agentes naturais de conservagao
contra Alicyclobacillus (Bevilacqua et al., 2011; Huertas et al., 2014). Além dos o6leos essenciais,
extratos vegetais (e.g., limao, alecrim e semente de uva) também foram testados quanto ao seu potencial
antimicrobiano (Ciuffreda et al., 2015; Piskernik et al., 2016).

No entanto, os diferentes métodos descritos podem apresentar desvantagens, tais como custos
associados, danos potenciais aos equipamentos de processamento, devido a sua natureza corrosiva,
assim como um impacto negativo nas qualidades organoléticas (e possivelmente no valor nutricional)
dos alimentos.

Mais recentemente, métodos de bioconservagdo com base em bacteriofagos tém sido cada vez mais
explorados e estudados, demonstrando bastante potencial no controlo de bactérias indesejadas. Cocktails
destes virus podem ser utilizados para desinfetar superficies de producao, durante a lavagem da matéria-
prima ou até mesmo adicionados diretamente ao produto final (Sokotowska et al., 2020).

1.4 Bacteriéfagos como meio de biocontrolo

1.4.1 Definicio e caracteristicas

Os bacteriofagos, ou fagos, sdo virus que infetam exclusivamente bactérias e sao a entidade bioldgica
mais abundante na Terra (Batinovic ef al., 2019). Tém papéis-chave em todos os ecossistemas devido a
sua agdo sobre as bactérias e transportam uma grande diversidade genética nos seus genomas. Foram
descobertos no inicio do século XX por Frederick Twort e Felix d’Herrelle que logo propuseram a sua
aplicagdo para o tratamento de doencas infeciosas causadas por bactérias. Essa estratégia, denominada
de terapia fagica, foi, no entanto, substituida pelo uso de antibioticos, até que, mais recentemente, devido
ao aumento da resisténcia observada em bactérias, ressurgiu o interesse no uso dos mesmos como
antimicrobianos. Para além disso, a aplicacdo de fagos nao estd somente restrita a clinica, sendo também
agora uma opcao viavel para o combate de bactérias indesejadas em diversos ramos, incluindo a
industria alimentar (Rendueles et al., 2022; Maffei et al., 2021).



Os bacteridfagos podem ser encontrados em diversos ambientes onde as bactérias prosperam, como
aguas residuais, fontes termais, estagdes de tratamento de agua e solos. A particula viral dos fagos
apresenta uma estrutura composta por um capsideo proteico que encapsula o material genético, o qual
pode ser RNA ou DNA (de cadeia simples ou dupla). Alguns bacteriofagos podem ainda possuir um
envelope lipidico externo, embora esta caracteristica seja menos comum. Adicionalmente, podem
possuir uma cauda com fibras, que desempenha um papel na adsor¢ao do fago a superficie da célula
hospedeira, ajudando-o a ligar-se a recetores especificos (Mourosi et al., 2022). A sua especificidade
estrutural reflete-se na sua agdo altamente seletiva, uma vez que cada tipo de bacteriéfago geralmente
infeta apenas determinadas estirpes ou espécies bacterianas.

1.4.2 Ciclo lisogénico e litico

Os bacteriofagos podem ser classificados em dois tipos principais de acordo com o modo de infecdo da
bactéria hospedeira: estritamente liticos ou virulentos, quando seguem exclusivamente o ciclo litico, e
temperados quando, em alternativa ao ciclo litico, sdo capazes de seguir o ciclo lisogénico (Gao & Feng,
2023). No ciclo lisogénico, o fago integra o seu genoma na bactéria hospedeira enquanto profago,
replicando-se de forma passiva a medida que a célula hospedeira se divide. Este permanece assim, em
um estado dormente até que condicdes favoraveis estimulem a sua ativagdo para o ciclo litico (Wang et
al., 2022).

Contrariamente, no ciclo litico, ap6s a inser¢do do seu material genético na célula hospedeira, 0 mesmo
¢ de imediato replicado no citoplasma e os seus genes expressos. Como resultado, ha a produgdo de
novas particulas virais com recurso a maquinaria de sintese da bactéria, as quais sdo finalmente
libertadas para o meio extracelular pela inducao da destruicao (lise) da célula hospedeira, podendo os
novos fagos iniciar novas infe¢des (Vikram et al., 2021).

Na industria alimentar, apenas fagos estritamente liticos sdo aplicaveis, pois estes suportam a destruigdo
das células bacterianas infetadas sem integracdo do material genético fagico no genoma do hospedeiro
(Vikram et al., 2021; Wang et al., 2022).

1.4.3 Bacteriéfagos como bioconservantes na industria alimentar

A bioconservagao usando bacteriofagos liticos € uma tecnologia direcionada, eficaz, natural e ecologica,
estando em conformidade com alegag¢Ges organicas e veganas. Ndo afeta o sabor, a cor ou o aroma, ¢
nao exige rotulagem (“clean label”), pois sdo considerados auxiliares de processamento. Este método
bioldgico de conservagdo de alimentos foi aprovado para uso em varios paises fora da Unido Europeia,
como os EUA, o Canada e a Suica (Wang et al., 2022; Osei et al., 2022; Moye et al., 2018).

Existem bacteriofagos disponiveis comercialmente para uso em diversos contextos (na matéria-prima,
no produto final, em superficies de contacto com alimentos ou no ambiente de processamento)
(Shymialevich et al., 2023). Existem fagos comerciais que tém como alvos, patdogenos alimentares
indesejados tais como PhageGuard Listex ™ e ListShield™ contra Listeria monocytogenes, PhageGuard
S™ e SalmoFresh™ contra Salmonella, ou EcoShield™ e Finalyse® contra E. coli O157, todos com o
estatuto de geralmente reconhecidos como seguros (GRAS, EUA), tendo sido aprovados para aplicagdes
em alimentos, ragdes, gado ou superficies de contacto (por exemplo, FDA) (U.S. Food & Drug 2016).



Na Europa, encontram-se aprovados os produtos a base de fagos Biolyse® e BAFASAL® destinados a
aplicagoes agricolas. O primeiro, € utilizado no controlo de fitopatdgenos responsaveis pela deterioragdo
de saladas, pela podriddo mole da batata e por manchas em cogumelos, enquanto o segundo ¢ aplicado
na eliminagdo de Salmonella spp. patogénicas para o ser humano na producdo avicola (Potaska &
Sokotowska, 2019).

Até a0 momento, apenas se encontram descritos na literatura dois fagos com a capacidade de infetar o
género Alicyclobacillus, PhiNS11 (Sakaki et al., 1976) e KKP 3916 (Shymialevich et al., 2023), mas
sem avangos adicionais.

1.5 Objetivos

Neste trabalho, foram delineadas estratégias para a descoberta de fagos com atividade litica contra
bactérias deteriorantes do género Alicyclobacillus, juntamente com metodologias para caracterizar
fenotipica e molecularmente os mesmos, tendo em vista aplicagdes de biocontrolo e bioconservagio na
industria alimentar e de bebidas.

Os objetivos especificos foram:

e [solamento de fagos
e Purificacdo de fagos, amplificacdo clonal e criopreservagao
e (Caracterizagdo fenotipica e molecular de fagos
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2  Materiais e Métodos

2.1 Estirpes bacterianas, meios de cultura e amostras ambientais

2.1.1

Estirpes bacterianas

Foram utilizadas estirpes-tipo de trés diferentes espécies de Alicyclobacillus adquiridas a Colecdo
Alema de Microrganismos e Culturas Celulares (DSMZ): A. acidoterrestris DSM 3922T (= ATCC
490257 = LMG 16906"), A. acidocaldarius DSM 446" (=ATCC 27009" = IFO 15652") e A.
cycloheptanicus DSM 4006" (= ATCC 49028T = IFO 153107). Além disso, usaram-se estirpes de A4.
acidoterrestris existentes na colecdo de culturas interna do laboratorio Microbiology and Molecular
Biology da Divisao Sustainability for Food & Health do iBET. Estas estirpes identificadas com os nomes
TAB 4, TAB 7, TAB 8, TAB 12, TAB 13, TAB 21, TAB 47 ¢ TAB 48 foram obtidas a partir de agticar

e sumos de fruta produzidos em Portugal e encontram-se descritas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Espécie, origem, produg@o de guaiacol e nimero das estirpes utilizadas no presente trabalho. +: produgdo de
guaiacol; -: ndo produgdo de guaiacol.

Producao de
E 3 E o) . R f . .
hree "pette Origem Guaiacol clerencia
G. Deinhard et
DSM 4006"  A. cycloheptanicus Solo (DSMZ) + SHEI
al., 1987
Fonte termal acid G. Darland et al.
DSM 446" . acidocaldarius (Doglf/[Z)erma aciéa ; 1971ar A U Aoy
Solo  de jardi J. Wisotzkey et
DSM 39227 A. acidoterrestris (DO SOMZ) ¢ Jadm + 7 191;(2) ZKey e
TAB 4 . acidoterrestris Concentrac.iro de sumo n A.  Fernandes,
de maracuja 2022
A. F d
TAB 7 . acidoterrestris Néctar de péssego + ernandes,
2022
A. F d
TAB 8 . acidoterrestris Néctar de péssego + ernandes,
2022
A. F d
TAB 12 . acidoterrestris Néctar de péssego + 28 LU
2022
A. F
TAB 13 . acidoterrestris Néctar de péssego + 2022 ernandes,
t A. F
TAB 21 . acidoterrestris Lo r?do de sumo + ernandes,
de tangerina 2022
A. Fernandes
TAB 4 e ; Act N :
7 acidoterrestris ¢ucar o
A. F
TAB 48 . acidoterrestris Concentr?do de sumo + ernandes,
de tangerina 2022
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2.1.2 Meios de cultura

Para o cultivo das diferentes espécies utilizadas neste trabalho, foram utilizados meios de cultura
especificos de modo a garantir o seu crescimento 6timo. Para as estirpes de A. acidocaldarius e A.
acidoterrestris utilizou-se o meio BAT (Scharlau). Para o cultivo em meio liquido, utilizou-se o meio
BAT preparado conforme as indicac¢des do fabricante e ajustado para pH 4 com solugdo de 5 M de HCI,
antes da sua esterilizagdo a 121 °C durante 15 min. Para a prepara¢do do meio BAT s6lido com uma
concentragdo final de 15 g/L de agar, preparou-se 1 volume de meio BAT liquido (2x concentrado
relativamente a concentracao final necessaria), com o pH ajustado a 4 com uma solugdo de 5 M de HCIL,
e 1 volume de agar a 30 g/L (2x concentrado relativamente a concentracao final necessaria). Ambas as
solucdes foram autoclavadas individualmente a 121 °C durante 15 min. O processo de esterilizagdo em
separado deve-se ao facto do agar hidrolisar a pH 4cido e assim perder a sua capacidade de gelificagdo
do meio. Depois de autoclavadas, as duas solugdes estéreis foram entdo misturadas enquanto estavam
quentes (>60 °C), sendo a mistura usada de imediato para encher placas de Petri.

Para o cultivo da estirpe de 4. cycloheptanicus em meio so6lido, utilizou-se o meio YSG (Condalab). A
preparacao foi feita a semelhanga do anteriormente descrito para o meio BAT solido.

Para a otimiza¢ao dos meios de difusdo e a avaliagdo da estabilidade da suspensao fagica, utilizou-se o
tampao SM a pH 7 e BAT liquido a pH 7 (pH ajustado com solugdo de 5 M de NaOH) e o tampado SM
apH 4 e BAT liquido a pH 4 (pH ajustado com solugdo de 5 M de HCI). A esterilizagdo dos meios de
difusdo foi realizada conforme descrito anteriormente.

2.1.3 Amostras ambientais

Foram colhidas amostras ambientais de diferentes origens, de forma a serem posteriormente processadas
e testadas, representadas na Tabela 2.2. As amostras provenientes de compostagem (Codigos 1, 2 e 19)
foram recolhidas numa empresa responsavel pela produg¢do de produtos horticolas bioldgicos. As
amostras de solo (Codigos 3, 4, 5, 6, 15, 16, 17, 18, 20 e 21) tiveram como origem o solo de uma vinha
localizada na estag@o agronomica onde esta inserido o iBET, o solo de um pomar de uma residéncia e o
solo de uma horta. As restantes amostras (Codigos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14) sdo provenientes de
diferentes etapas do processo de uma empresa de processamento de frutas.
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Tabela 2.2 - Origem, codigo e data de recolha das amostras ambientais utilizadas no presente trabalho.

Amostras Cédigo Data de colheita
Compostagem 1 12/07/2023
Compostagem 2 12/07/2023
Solo do campo 3 12/07/2023
Solo da vinha 4 10/07/2023
Solo da vinha 5 03/11/2023
Solo da vinha 6 08/01/2024
Reservatorio de processamento de tomate 7 26/07/2023
Polpa de péssego triturado 8 26/07/2023
Efluente de lavagem de frutas 9 26/07/2023
Efluente da 1 lavagem de frutas 10 26/07/2023
Efluente do transporte de tomate 11 26/07/2023
Efluente com terra e residuos 12 18/08/2023
Efluente do Tanque de Rececao de Tomate 13 18/08/2023
Residuo de polpa de tomate 14 18/08/2023
Solo Pomar (Nespereira) 15 15/01/2024
Solo Pomar (Morangueiro) 16 15/01/2024
Solo Pomar (Marmeleiro) 17 15/01/2024
Solo Pomar (Limoeiro) 18 15/01/2024
Composto 19 11/03/2024
Solo de horta 20 11/03/2024
Solo com residuo organico animal 21 11/03/2024

Nota: A letra “T” em sobrescrito indica que se trata da estirpe-tipo da espécie em questao.

2.2 Meétodos de microbiologia convencional

Todo o material utilizado para realizar o trabalho de microbiologia convencional descrito nestas
seguintes sec¢des encontrava-se estéril ou foi previamente esterilizado.

2.2.1 Condigoes gerais de crescimento

Sempre que foi necessario iniciar experiéncias com colonias frescas de A. acidoterrestris, A.
cycloheptanicus e A. acidocaldarius, estas foram obtidas em meio solido pela sementeira com uma ansa
descartavel de 10 pL, incubando-se as culturas até as colonias atingirem as dimensdes adequadas. As
culturas de A. acidoterrestris ¢ A. acidocaldarius foram incubadas a 43 °C, enquanto as de A.
cycloheptanicus foram incubadas a 37 °C. Se necessario, estas placas foram armazenadas a 4 °C por um
periodo méximo de trés semanas.

Para a realizagdo de ensaios, uma colonia de cada placa foi inoculada em 5 mL de meio BAT liquido.
As culturas de A. acidoterrestris e A. cycloheptanicus foram incubadas a 37 °C durante a noite sob
agitacdo orbital de 180 rpm (New Brunswick Innova 42R), e A. acidocaldarius a 55 °C sem agita¢do
orbital. No dia seguinte, o crescimento foi retomado com a inoculacdo de 100 pL da cultura da noite
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anterior em 5 mL de meio BAT liquido, ficando a incubar até atingir a densidade 6tica (DO) a 600 nm
de aproximadamente 0,4 para A. acidoterrestris, aproximadamente 1 para 4. acidocaldarius e
aproximadamente 0,5 para A. cycloheptanicus. Estas densidades oticas foram escolhidas através da
determinagdo prévia das curvas de crescimento ao longo do tempo.

2.2.2 Processamento de amostras ambientais

As amostras ambientais usadas em testes de isolamento de bacteriofagos foram separadas em duas
categorias, solidas e liquidas, e processadas diferencialmente dependendo da sua categoria.

Para as amostras solidas, tal como os solos, adicionou-se um volume equivalente a aproximadamente
20 mL de amostra a um tubo de centrifuga. Adicionaram-se 20 mL de meio BAT liquido, seguindo-se
uma homogeneizacdo com o agitador vortex, durante 5 s. Deixou-se sedimentar a mistura durante 1 h a
temperatura ambiente, de modo a permitir a recolha do sobrenadante. O sobrenadante foi filtrado através
de um filtro de seringa de 0,45 pum.

As amostras liquidas foram centrifugadas durante 10 min a 7000 g, e posteriormente filtradas por filtro
de seringa de 0,45 pm.

Todas as amostras filtradas foram guardadas a 4 °C e testadas num prazo nao superior a 2 dias. Ao longo
do trabalho foram sempre usados filtros de seringa com poro 0,45 pm (PES - polietersulfona).

2.2.3 Incubac¢io de amostras ambientais

Amostras processadas como descrito no ponto anterior (secgdo 2.2.2), ou sem processamento prévio,
foram incubadas de modo a amplificar eventuais fagos presentes nas amostras, proporcionando
condi¢des favoraveis a sua replicagdo. A incubacdo das mesmas foi feita de duas formas, conforme
descrito de seguida.

e Incubacdo de amostras ambientais sem processamento prévio

Nesta incubacdo, a amostra ambiental s6lida, sem tratamento prévio, foi diretamente posta em contacto
com o meio BAT liquido, como descrito a seguir. A um tubo de centrifuga de 50 mL, foi adicionado um
volume equivalente a 20 mL de amostra solida e 20 mL de meio BAT liquido. O meio de cultura foi
posto a incubar a temperatura ambiente com baixa agitacdo durante 24 h. No dia seguinte, a cultura foi
centrifugada a 8000 g durante 10 min e o sobrenadante contendo eventuais fagos amplificados devido a
presenca de bactérias hospedeiras foi filtrado por filtro de seringa.

e Enriquecimento de bacteriofagos de amostras ambientais processadas

O protocolo de enriquecimento com amostra processada foi realizado como descrito por Shymialevich
et al. (2023) com algumas modificagdes. De modo a enriquecer eventuais fagos presentes nas amostras
ambientais processadas como anteriormente descrito, estas foram incubadas conforme descrito a seguir.
A um tubo de centrifuga, adicionaram-se 20 mL de meio BAT liquido duas vezes concentrado, 20 mL
de amostra filtrada (processamento descrito na sec¢do 2.2.2) ¢ 1 mL de uma cultura de Alicyclobacillus
incubada durante a noite (descrito na sec¢do 2.2.1). A mistura foi incubada a 43 °C até atingir o inicio
da fase estacionaria (cerca de 6 h), exceto para a espécie A. acidocaldarius em que a incubagdo foi
realizada a 55 °C. De seguida, a cultura foi centrifugada a 6000 g por 10 min, de forma a ocorrer a
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sedimentacdo das bactérias. O sobrenadante potencialmente contendo bacteridfagos amplificados foi
filtrado por filtro de seringa.

2.2.4 Detecao de bacteriéfagos por técnica de dupla camada em placa de agar

e Detecdo de bacteriofagos por incorporagdo

Para o isolamento de bacteridfagos, foi utilizado o método de dupla camada em placa de agar, ou em
inglés “double-layer agar method”, termo utilizado no presente trabalho. Para isto, 100 pL. de uma
cultura de Alicyclobacillus em fase exponencial de crescimento em meio BAT (descrito na sec¢do 2.2.1)
foram adicionados a 500 uL de amostra filtrada ou sem enriquecimento ou incubada conforme descrito
na seccdo 2.2.3. Esta mistura foi deixada a incubar a temperatura ambiente por 10 min, para permitir
que os fagos eventualmente presentes pudessem adsorver & superficie das bactérias. Apds esta
incubag@o, a mistura foi adicionada a 4,5 mL de top agar, composto por meio BAT liquido a pH 4
suplementado com 5 g/L de agar, aquecido e mantido liquido a 50 °C num banho seco, até ser usado. A
mistura completa — cultura, amostra e top agar — foi agitada num voértex e espalhada uniformemente
sobre a superficie de uma placa de Petri com meio BAT solido. As placas foram deixadas a secar entre
10 e 15 min e posteriormente incubadas a 43 °C durante a noite. No dia seguinte, foram observados os
resultados.

e Detecdo de bacteriéfagos por “spot plating”

O método de “spot plating” foi utilizado para detetar a presenca de fagos em amostras enriquecidas ou
sem enriquecimento. Para tal procedeu-se a incorporagao de 100 pL de cultura de Alicyclobacillus em
fase ativa de crescimento em 4,5 mL de top agar a 50 °C, conforme anteriormente descrito, mas sem a
adicdo de amostra. A mistura completa foi agitada num voértex e espalhada uniformemente sobre a
superficie de uma placa de Petri com meio BAT solido. Deixou-se a secar entre 10 e 15 min para
posteriormente serem depositados 10 puL (“spot”) de cada amostra filtrada a testar. As placas foram
deixadas a secar cerca de 15 min e posteriormente incubadas a 43 °C durante a noite. No dia seguinte,
foram observados os resultados.

2.2.5 Purificacio de bacteriofagos

O processo de purificagdo de fagos consistiu na selecao de uma placa fagica isolada, na sua recuperacao,
difusdo e subsequentemente plaqueamento utilizando o método de dupla camada em placa de agar
(ponto 2.2.4). Para tal, uma placa fagica individual foi cuidadosamente recolhida com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, através de uma leve pressdo na superficie do agar, removendo-se o fragmento de agar
correspondente a zona de lise. O fragmento foi transferido para um microtubo de centrifuga, contendo
1 mL de meio BAT liquido. A difusdo das particulas fagicas do agar para o meio foi realizada por
incubagdo a 45 °C, e foi testada a incubag@o durante 2 h e 24 h, num banho seco com 300 rpm de agitagdo
(Thermomixer, Eppendorf). Apos este periodo, o sobrenadante, a partir de agora designado por eluido,
foi filtrado por filtro de seringa para outro microtubo.

De seguida, procedeu-se ao plaqueamento do eluido, através da metodologia descrita no ponto 2.2.4,
por “spot plating” com um “spot” com o eluido filtrado e outro “spot” sem filtragao do eluido. Realizou-
se ainda o método por incorporagédo do tipo “double-layer agar method”, utilizando-se 100 uL de cultura
de Alicyclobacillus ativamente a crescer, 100 uLL de uma diluigao seriada do eluido ¢ 4,5 mL de top agar
a 50 °C. O processo de purificagdo, quando aplicavel, requer a repeticdo de varios ciclos sucessivos até
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a obtencdo de uma morfologia consistente de placas fagicas, assegurando que estas resultam de uma
unica infecéo.

Para a otimiza¢ao dos meios de difusdo, foram testadas diferentes solu¢des tamponadas. Diferentes
placas fagicas individuais foram postas a difundir em 1 mL de tampdo SM a pH 7 e em meio BAT
liquido a pH 4 respetivamente, como descrito acima. A difusdo foi feita com agitagdo a 300 rpm e sem
agitacdo, assim como a temperatura ambiente e a 45 °C.

2.2.6 Amplificacio de bacteriofagos

Um dos processos para poder obter uma suspensdo amplificada de bacteriéfagos passa pela obtengdo
em primeiro lugar de placas “webbed”, caracterizadas por serem placas de Petri com placas fagicas
densamente distribuidas e confluentes, restando apenas uma “rede” de bactérias entre si. Para a obtengao
de placas “webbed”, foi realizada a metodologia descrita no ponto 2.2.4, utilizando uma diluicdo que
garanta a sobreposicdo da maioria das placas fagicas. Depois de escolhida a diluigdo indicada para a
obtencao de placas “webbed”, foi feito um conjunto de placas deste tipo. As placas foram inundadas
com 5 mL de meio BAT liquido e ficaram a incubar a 45 °C, com 70 rpm de agitacdo, durante 24 h.
Com o auxilio de uma micropipeta, recolheu-se o agora denominado lisado (resultado da lise celular), o
qual foi filtrado por filtro de seringa. Sempre que necessario, as caixas de Petri com placas fagicas foram
guardadas a 4 °C.

Para a avaliagdo da estabilidade da suspensdo fagica obtida, o lisado proveniente da inundagao das placas
“webbed” foi submetido a diluigdes seriadas de 1:99 (v/v) com tampdo SM ajustado a pH 4 e a pH 7,
assim como em meio BAT liquido a pH 4 ¢ pH 7. Foi realizada a metodologia de dupla camada em
placa de agar, com incorporacdo do tipo “double-layer agar method” para o calculo do titulo fagico no
dia do ensaio e ap6s 14 dias. As suspensdes permaneceram guardadas a 4 °C durante esse periodo.

2.2.7 Determinacao do titulo fagico

O titulo fagico, ou concentracao de particulas fagicas, ¢ expresso em unidades formadoras de placa por
mililitro (UFP/mL). A determinagdo do titulo de uma amostra ou suspensdo foi realizada utilizando a
metodologia de dupla camada em placa de agar, mediante a incorporagao, conforme descrito no ponto
2.2.4. Para a preparagdo da dupla camada com a suspensdo de fagos, utilizaram-se 100 pL de cultura de
Alicyclobacillus ativamente a crescer, 100 uL de uma diluigao seriada da suspensdo de fagos e 4,5 mL
de top agar a 50 °C. Ap6s a incubagao das placas, o titulo foi calculado com base na contagem de placas
obtida na dilui¢do que apresentou um nimero de unidades formadoras de placa adequado para a sua
contagem (30-300 UFP por placa).

Para os calculos dos titulos fagicos foi usada a seguinte formula adaptada de protocolos do SeaPhages
(n.d.):

N° placas contadas x Fator de dilui¢ao

Titulo (UFP/mL) = (2.1)

Volume de in6culo (mL)
N° de placas contadas: corresponde a quantidade de placas de lise visiveis na placa de agar que contém
entre 30 ¢ 300 UFP por placa; Fator de dilui¢do: corresponde ao inverso da dilui¢do aplicada (por
exemplo, a uma diluigdo de 10 corresponde um fator de dilui¢do é 10°); Volume de indculo:
corresponde ao volume em mililitros de amostra que foi plaqueada na placa de agar.
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2.2.8 Obtencao de suspensio de fagos concentrada

Para obter uma suspensdo fagica com um titulo mais elevado adequado a extracdo de DNA de alta
qualidade (aproximadamente 10° UFP/mL), foram preparados 20 mL de lisado, posteriormente
submetidos a centrifugacdo durante a noite a 4 °C, a 15000 g, utilizando um rotor JA-25.50 (Beckman
Avanti J-26). O sobrenadante foi cuidadosamente descartado, e o “pellet” resultante foi ressuspenso em
500 uL de BAT liquido. A suspensdo obtida foi incubada durante 2 h a temperatura ambiente, sob
agitacdo orbital a 50 rpm e inclinag@o de 45°. Em paralelo, o tubo original utilizado para a centrifugagao
noturna foi lavado com meio BAT liquido, para remover residuos de fagos aderidos as paredes internas,
e o volume foi recuperado (Descartado I). O “pellet” entretanto ressuspenso (denominado Descartado
1) foi transferido para um novo tubo e centrifugado a 6000 g durante 5 min a temperatura ambiente. O
sobrenadante desta centrifugacao foi guardado (Amostra I).

As fragoes: Descartado I, Descartado I ¢ Amostra I foram tituladas segundo o protocolo descrito na
Secc¢do 2.2.4, de forma a determinar o titulo inicial (UFP/mL) antes da extracdo de acidos nucleicos.

2.3 Meétodos moleculares

2.3.1 Extracao de acidos nucleicos

Para remover os acidos nucleicos bacterianos exogenos aos fagos integros presentes nas amostras, as
mesmas foram inicialmente submetidas a um tratamento enzimatico com DNase e RNase. O protocolo
utilizado foi adaptado do DNA-free™ Kit (Thermo Fisher Scientific), o qual contém DNase I, que
degrada o DNA, e tampao de reacdo, que maximiza a eficiéncia na digestdo do DNA. Posteriormente, a
DNase I foi inativada através da adi¢cdo de um reagente de inativagdo especifico. O tratamento com
RNase (New England Biolabs) foi feito por incubagdo a 37 °C, durante 30 min., utilizando uma
concentracdo final de 0,5 pg/uL. A RNase nao foi inativada diretamente, sendo removida nas etapas de
purificacdo subsequentes.

A extragdo de acidos nucleicos foi realizada utilizando o PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit
(Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instrugdes do fabricante. Este protocolo ¢ adequado para
a extracdo de RNA e DNA viral a partir de pequenos volumes (< 500 uL) de suspensdes virais e, neste
estudo, foi aplicado a 200 uL de amostra. Para promover a lise eficiente das particulas virais, as amostras
foram tratadas com proteinase K e tampdo de lise, submetendo-se a temperaturas elevadas para
maximizar a libertagdo dos acidos nucleicos. A purificagdo foi realizada utilizando colunas de
centrifugacdo, onde os acidos nucleicos sdo seletivamente adsorvidos a matriz de silica, enquanto
impurezas, como proteinas e nucleases, sdo removidas por sucessivas lavagens com tampdes de
lavagem. Os acidos nucleicos foram eluidos em agua de grau molecular, livre de DNAses e RNases.

2.3.2  Anilise de pureza, quantificacio e visualizacio

Os acidos nucleicos extraidos como descrito na seccdo 2.3.1 foram submetidos a andalise de pureza,
quantificagdo e visualizacao.
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A quantificagio foi realizada com um espectrofotometro UV-Vis de microvolume NanoDrop One®
(Thermo Fisher Scientific). Foram avaliadas as razdes de absorvancia a 260 nm/280 nm e
260 nm/230 nm, que indicam a presen¢a de contaminantes proteicos e organicos, respetivamente.

A quantificagdo foi complementada por fluorometria, utilizando um fluorémetro Qubit 4.0 (Invitrogen,
Carlsbad), de acordo com os protocolos dos kits Qubit RNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific),
Qubit ssDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) e Qubit dSDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific). Estes ensaios baseiam-se na ligacao especifica de fluor6foros aos respetivos acidos nucleicos
(RNA, DNA de cadeia simples e DNA de cadeia dupla, respetivamente), permitindo a quantificagao
sensivel através da emissdo de fluorescéncia proporcional a concentracdo dos alvos presentes nas
amostras.

O DNA extraido foi também analisado em gel de agarose para avaliar a sua integridade. O gel foi
preparado com 1% (p/v) agarose em tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA), tendo este sido corado com
2 uL de “GreenSafe Premium” (NZY Tech) por incorpora¢do. Em cada pogo do gel foi adicionada uma
mistura de 10 uL de cada amostra, assim como 2 puL. de tampao que suporta o correto carregamento das
amostras no gel. A fotografia do gel foi tirada num transiluminador com aquisi¢ao de imagem (Gel Doc
EZ System, Bio-Rad).
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3 Resultados e Discussao

3.1 Isolamento de bacteriéfagos

Para o isolamento de bacteridfagos com potencial de aplicagdo no biocontrolo de estirpes do género
Alicyclobacillus, foram inicialmente testadas 21 amostras ambientais (identificadas na Tabela 2.2),
utilizando diferentes estirpes bacterianas como possiveis hospedeiras.

O processo de detecao de bacteriofagos (metodologia na seccdo 2.2.4) incluiu a andlise de amostras
ambientais seguindo trés abordagens distintas. A primeira consistiu na utilizagdo de amostras ambientais
processadas e ndo enriquecidas (Tabela 3.1). A segunda abordagem correspondeu ao uso de amostras
ambientais processadas e enriquecidas (metodologia na sec¢do 2.2.3) de forma a promover a
amplificacdo de eventuais fagos presentes, ¢ os resultados encontram-se representados na Tabela 3.2.
Por fim, avaliou-se a utilizagdo de amostras ambientais incubadas sem processamento prévio
(metodologia 2.2.3), como tentativa adicional de amplificagdo fagica (Tabela 3.3).

Tabela 3.1 - Detecdo de placas fagicas apds ensaio de dupla camada em placa de agar com amostras ambientais processadas e
ndo enriquecidas, utilizando diferentes estirpes hospedeiras.

Numero de placas fagicas
Codigo da amostra ambiental testada detetadas por amostra
ambiental testada

DSM 39227  1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21 1 — Teste com Amostra 4

Estirpe
hospedeira

DSM 4006" 4,13 0
DSM 446" 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13 0
TAB 12 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12,13 0
TAB 21 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,19,20, 21 0
TAB 47 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13 0
TAB 48 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,18,19,20,21 0

Dos testes realizados, a estirpe DSM 3922 mostrou ser suscetivel a composi¢do da Amostra 4 (solo de
vinha), devido a uma eventual presenca de fagos, resultando na formagao de uma placa fagica putativa.
Nenhuma das restantes espécies e estirpes testadas apresentou indicios de infecdo fagica. Esta auséncia
de infeg¢do pode refletir, por um lado, uma reduzida abundancia de fagos nas amostras ambientais
analisadas. Por outro lado, os fagos eventualmente presentes poderdo nao apresentar especificidade para
as estirpes testadas, embora possam ser capazes de infetar outras estirpes ou espécies de Alicyclobacillus
ndo incluidas neste ensaio. Estudos recentes (Shymialevich et al., 2023; Santamaria et al., 2014)
evidenciam que os bacteriofagos apresentam frequentemente um espetro de hospedeiros limitado, com
infeciosidade variavel entre estirpes. No caso de Alicyclobacillus, foi demonstrado que isolados de fagos
exibem um perfil de infegao estreito, sendo capazes de infetar apenas um subconjunto de estirpes e, por
vezes, algumas espécies proximas. De forma consistente, Santamaria et al. (2014) mostraram que fagos
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isolados de Rhizobium etli também apresentavam espetros de hospedeiros restritos, sendo especificos
para determinadas estirpes de R. et/i e incapazes de infetar espécies relacionadas.

A combinagdo entre a Amostra 4 e a estirpe DSM 39227 apresentou um padrao de resposta singular
relativamente as restantes combinagOes testadas, sugerindo a existéncia de fatores especificos que
condicionaram a infe¢ao fagica nesse caso particular. Embora nao seja possivel determinar com precisdo
a causa dessa diferenca, algumas hipdteses podem ser levantadas, tais como caracteristicas particulares
da Amostra 4, que poderdo influenciar a interagao fago-hospedeiro, ou possiveis variagoes fisiologicas
na estirpe DSM 39227 provocadas pela presenca da Amostra 4, que resultaram num perfil tnico.

Devido a auséncia de placas fagicas em todas as amostras analisadas, com exce¢do da Amostra 4 (Tabela
3.1), algumas amostras foram sujeitas a enriquecimento (ver Tabela 3.2) de forma a aumentar a
probabilidade de detecao de fagos. O tempo e a temperatura de incubagao utilizados corresponderam as
condi¢des apropriadas para o crescimento das estirpes hospedeiras em estudo.

Tabela 3.2 - Detecdo de placas fagicas apds ensaio de dupla camada em placa de agar com amostras ambientais processadas e
enriquecidas, utilizando diferentes estirpes hospedeiras. Amostras incubadas em meio BAT liquido, a 43 °C durante 6 h.

) ) Codigo da amostra Numero de placas fagicas detetadas por
Estirpe hospedeira . .
ambiental testada amostra ambiental testada
DSM 39227 4,15,17 4 — Teste com Amostra 4
DSM 446" 4 0
TAB 21 4,8,9,10, 19,20,21 0
TAB 48 4,8,9,10, 19, 20,21 0

Para o enriquecimento com A. acidoterrestris DSM 39227 foram uma vez mais observadas placas
fagicas (quatro) quando testada a Amostra 4. Nenhuma das restantes estirpes TAB (21 e 48), assim como
DSM 446" mostrou sinais de infecdo fagica sob as condi¢des testadas.

Os resultados sugerem que, entre as condi¢des testadas, apenas a combinagdo da DSM 39227 com a
Amostra 4 (solo de vinha) apresentou indicios de suscetibilidade a infe¢c@o fagica, uma vez que foi nesta
condi¢ao que se observaram putativas placas fagicas. Ao comparar os dados apresentados na Tabela 3.1
com os da Tabela 3.2, verifica-se, conforme esperado, que a probabilidade de formagédo de placas fagicas
¢ superior quando as amostras ambientais sdo submetidas a um processo de enriquecimento, refletindo
0 aumento da concentracdo de particulas fagicas obtido com esta abordagem.

A tentativa adicional de amplificacdo fagica (Tabela 3.3) foi feita com trés amostras ambientais
recolhidas no mesmo dia. Foram escolhidas apenas duas estirpes hospedeiras para o ensaio de dupla
camada em placa de agar, e os resultados mostram a auséncia de formagdo de placas fagicas. Estes
resultados demonstram, assim, que, nas condigdes testadas, as amostras ndo continham fagos capazes
de infetar as estirpes.
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Tabela 3.3 - Detegdo de placas fagicas apos ensaio de dupla camada em placa de agar com amostras ambientais incubadas sem
processamento prévio, utilizando diferentes estirpes hospedeiras. Amostras incubadas em meio BAT liquido, a temperatura
ambiente, durante 24 h.

Estirpe Codigo da amostra Numero de placas fagicas detetadas por
hospedeira ambiental testada amostra ambiental testada
DSM 39227 19, 20, 21 0

TAB 21 19, 20, 21 0

As amostras ambientais analisadas neste trabalho foram sendo recolhidas e processadas ao longo do
periodo experimental da tese, com o objetivo de aumentar a probabilidade de detecdo de bacteriofagos
ativos contra Alicyclobacillus. Os resultados apresentados nas tabelas correspondem, portanto, ao
conjunto de ensaios realizados com diferentes amostras obtidas nesse intervalo temporal.

3.2 Purificacio de placas fagicas

Para avaliar a natureza dos halos observados (Tabela 3.2) e verificar se correspondiam a placas fagicas,
realizou-se o procedimento descrito na Secgdo 2.2.5, selecionando uma das placas fagicas mencionadas
na Tabela 3.2. Inicialmente, a purificacdo foi realizada utilizando a mesma estirpe hospedeira (DSM
3922") na qual as placas originais haviam sido detetadas. Foram realizadas vérias tentativas, quer através
da técnica de “spot plating”, quer por incorporagdo, porém sem sucesso, uma vez que ndo se verificou
a formagdo de novas placas fagicas. Face a esta limitagdo, optou-se por avaliar a purificagdo numa
estirpe hospedeira alternativa, de origem alimentar, designada TAB 21, de forma a perceber se teria
suscetibilidade diferente a infe¢do por fagos. A Figura 3.1 ilustra os resultados obtidos.

Solo de vinha enriquecido Purificagé@o de fagos utilizando  Purificagdo de fagos utilizando
com A. acidoterrestris 39227 A. acidoterrestris 39227 A. acidoterrestris TAB 21
como bactéria hospedeira

Figura 3.1 - Isolamento de bacteriéfagos a partir da Amostra 4 (solo de vinha) enriquecida, utilizando a estirpe A.
acidoterrestris DSM 39227, Subsequente tentativa de purificagdo de fagos utilizando a mesma estirpe hospedeira (DSM 3922T7)
¢ a estirpe TAB 21.

A Figura 3.1 mostra que, em contrapartida, a estirpe 4. acidoterrestris TAB 21 mostrou ser suscetivel
ao fago em questdo, com aparecimento de placas fagicas de diferentes dimensoes, espacadas entre si,
com aparéncia difusa e distribuidas por toda a superficie da placa de Petri. Estes resultados sugerem que

21



a estirpe TAB 21 pode ser viavel para reinfecdo pelos fagos, sendo, por conseguinte, utilizada nos
ensaios de purifica¢ao, amplificacdo e concentragdo das particulas fagicas.

Uma vez escolhida a estirpe hospedeira suscetivel a reinfe¢do fagica, foram testadas condigdes de
difusdo dos bacteriofagos, que garantam a sua consistente recuperagdo a partir de placas fagicas. Para o
efeito, foi utilizado o procedimento de purificacdo de bacteriofagos, descrito na secgdo 2.2.5. Foram
postos a difundir em meio BAT liquido, fragmentos de uma placa fagica utilizando diferentes periodos
de incubagdo (2 h e 24 h), o que permitiu avaliar qual das condi¢des de difusdo testadas seria a mais
eficiente. Os eluidos foram testados utilizando a técnica de “spot plating” (sec¢do 2.2.4), sendo testados
diretamente (sem filtragdo) ou previamente filtrados, de modo a excluir a possibilidade de adesdo dos
fagos ao material do filtro. Os resultados podem ser observados na Figura 3.2.

"Spot plating": A. acidoterrestris TAB 21

Difusio 2h Difusio 24h

Figura 3.2 - Avaliacéo das condigdes de difusdo de fagos por “spot plating” com a estirpe TAB. 21. SF — Sem filtragdo; F —
Com filtragao

Na Figura 3.2 consegue-se observar o aparecimento de um halo de inibi¢do no eluido ndo filtrado com
difusdo durante 24 h. Este halo de inibi¢do foi posteriormente estudado em mais detalhe pela equipa do
laboratério, tendo sido confirmado que se deve a atividade de uma bacteriocina produzida pela estirpe
A. acidoterrestris DSM 39227; contudo, o estudo mais aprofundado desta proteina antimicrobiana ndo
constitui o foco do presente trabalho. Por outro lado, ainda na difusdo durante 24 h, o eluido filtrado
apresentou pequenas zonas de inibi¢do do crescimento da estirpe-alvo. Esta inibicdo de crescimento
observada pode dever-se a uma sobreposi¢ao de placas fagicas ou, alternativamente, a uma bacteriocina
residual possivelmente presente no sobrenadante.

O eluido apo6s difusdo de 24 h e filtragdo foi subsequentemente utilizado em ensaios por incorporagao.
Estes ensaios corroboraram os resultados obtidos no “spot plating” visto que houve infecao fagica, com
o aparecimento de novas placas fagicas. Apds selecionar a difusdo de 24 h como condi¢do mais
adequada, foram realizados pelo menos quatro ciclos consecutivos de purificagdo de placas fagicas
isoladas, seguidos de difusdao e incorporagdo, para garantir a obtengdo de um isolado puro. O isolado
final obtido correspondeu a uma unica infe¢do inicial, garantindo que se tratava de um fago puro.
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O tempo de difusdo de 24 h escolhido no presente trabalho, contrasta com o trabalho de Shymialevich
et al., (2023) que difunde os fragmentos de placas fagicas durante apenas 2 h, enquanto Onallah et al.,
(2024) sugere a difusdo em meio liquido por cerca de 16 h.

3.3 Amplificaciio de bacteriéfagos

Para a purificagdo de bacteridfagos, foi inicialmente utilizado o meio BAT liquido para a difusdo de
fragmentos de placas fagicas (sec¢do 2.2.5). Contudo, a certo momento, levantou-se a questao de que o
BAT liquido poderia ndo ser o mais adequado, dado o risco de permitir o crescimento de A.
acidoterrestris TAB 21 durante o procedimento. Foram entdo realizados ensaios de otimizagdo com
diferentes solugdes tamponadas, de modo a identificar a mais adequada para garantir simultaneamente
uma difusdo eficiente dos fragmentos de placas fagicas e a preservacao da infeciosidade dos fagos neles
contidos, tanto nos processos de purificagdo como nos de amplificagdo.

Foi testado o tampao SM frequentemente referido na literatura (Shymialevich et al., 2023), para a
difusdo de fagos, sendo comparado com o meio BAT liquido, no qual o microrganismo em estudo
apresenta crescimento favoravel e no qual foram inicialmente observadas placas fagicas. A difusido dos
fragmentos de placas fagicas foi avaliada em duas condi¢des (Figura 3.3): tampao SM a pH 7 e meio
BAT liquido a pH 4, em presenca e auséncia de agitagdo. Adicionalmente, testou-se o efeito da
temperatura, realizando a difusdo tanto a temperatura ambiente como a 45 °C.

- SMpH7 BAT pH 4

Agitagao cla s/a cla s/a

TA

Figura 3.3 - Efeito das condi¢des de crescimento (meio, pH, temperatura e agitagdo) na recuperacdo de fagos, em ensaios de
dupla camada em placa de agar. TA — Temperatura ambiente; ¢/a - com agitagdo; s/a - sem agitagao.

Os testes realizados mostraram que o meio BAT liquido a pH 4, sob agitagdo, a 45 °C foi o que conseguiu
recuperar maior numero de placas fagicas, com melhor distribui¢ao entre si.

Apesar do tampao SM ser o mais frequentemente utilizado, nem sempre € a melhor opgdo, como
demonstra o estudo feito por Huang et al., (2025) que avaliou a estabilidade de quatro fagos em
diferentes solu¢des de armazenamento e descobriu que o tipo de tampao de armazenamento tem um
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impacto significativo na estabilidade do fago, tendo os fagos demonstrado maior viabilidade em meio
LB (Luria Bertani) do que em tampao SM sem gelatina.

Para obtenc¢ao de volumes maiores e mais concentrados de lisado, recorreu-se ao método de inundagéo
de placas "webbed". Estas foram inundadas com BAT liquido a pH 4 sob agitacdo, e o lisado recuperado
foi submetido a dilui¢des seriadas de 1:99 (v/v) com tampdo SM e em BAT liquido ajustado a pH 4 ¢
pH 7. Foram realizadas titulagcdes das suspensdes no dia da recuperacdo e apos 14 dias (suspensdes
permaneceram guardadas a 4 °C), com o objetivo de avaliar a estabilidade da concentragdo fagica nas
diferentes solucdes de diluicdo ao longo do tempo (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 - Concentragdo de particulas fagicas (UFP/mL) em diferentes solucdes diluentes e condi¢des de pH, determinada
no momento da recuperacdo (t0) e apos 14 dias de armazenamento a 4°C (t14).

Solu¢ao de dilui¢cao t0 (UFP/mL) t14 (UFP/mL) Percentagem (%) de reducao

BAT liquido pH 7 9,4 x 10° 8,0 x 10° 14,9
BAT liquido pH 4 4,8 x 10° 3,5x 10° 27,1
Tampdo SM pH 7 1,1 x 10° 7,0 x 10° 36,4
Tampio SM pH 4 42x 10° 1,3 x 10° 69,0

Os resultados apresentados na Tabela 3.4 mostram que o meio BAT ajustado a pH 7 (redugdo de 14,9%)
e a pH 4 (reducao de 27,1%) evidenciaram a menor reducdo da concentragao fagica apés 14 dias de
armazenamento, refletindo boa estabilidade dos fagos. Com base nesses dados, o BAT a pH 7 foi
inicialmente selecionado como solugdo de difusdo. No entanto, a inundacdo de placas “webbed” com
este meio ndo permitiu a recuperagdo de particulas fagicas infeciosas, indicando que a boa estabilidade
durante o armazenamento ndo garante necessariamente uma difusdo eficiente ou um titulo
suficientemente elevado para ensaios posteriores. Considerando que, no ensaio de difusdo de fragmentos
de placas fagicas (ensaio anterior), o BAT a pH 4 apresentou melhor desempenho, optou-se por manter
este tampao como solucdo de difusdo em todos os ensaios subsequentes, mantendo a consisténcia do
uso do pH 4.

Estes resultados corroboram o estudo de Shymialevich et al. (2023), que avaliou a atividade do fago
KKP 3916 em uma ampla gama de valores de pH (3-11) durante um periodo especifico. Os resultados
(titulos fagicos log UFP/mL) mostraram que o fago apresentou alta tolerancia a acidez, ndo tendo havido
diferengas estatisticamente significativas apos a incubacdo do lisado em solugdes com pH entre 3 e 11.
No entanto, sdo necessarios mais estudos para compreender completamente a influéncia do pH na
difusdo e eficacia dos fagos em meios liquidos.

Com o objetivo de obter um elevado volume de lisado, e ap6s a escolha da diluigdo certa para a obtengao
de placas “webbed”, preparam-se um conjunto destas placas (descrito na sec¢do 2.2.6), as quais foram
subsequentemente inundadas com meio BAT liquido e incubadas durante a noite. A Figura 3.4 apresenta
dois exemplos de placas fagicas (A e B), sendo que a placa da Figura 3.4A mostra-se mais adequada
para a inundacdo, dado que ainda contém regides com crescimento bacteriano ndo infetado, garantindo
assim um maior nimero de ciclos de replicagdo dos fagos, ao passo que a placa da Figura 3.4B apresenta-
se completamente confluente.
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Figura 3.4 - Exemplos de placas "webbed" obtidas apds difusdo e infegdo fagica. (A) Placa parcialmente infetada, apresentando
regides com crescimento bacteriano residual, considerada mais adequada para o processo de inundagdo. (B) Placa
completamente confluente.

3.4 Cilculo do titulo fagico e obtenciio de suspensio de fagos concentrada

Com o lisado recuperado das placas fagicas inundadas, procedeu-se a determinagao do titulo fagico por
titulagdo. Na diluicao 10~* foi possivel quantificar 90 unidades formadoras de placa (UFP), conforme
apresentado na Tabela 3.5, o que corresponde a um titulo de 9,0 x 10® UFP/mL. Este valor reflete o
numero de particulas virais infeciosas presentes no lisado, ou seja, aquelas capazes de infetar células
hospedeiras e originar placas fagicas.

O lisado recuperado foi entdo concentrado (para a posterior extragdo dos acidos nucleicos), durante a
noite por centrifugag¢do conforme descrito na secc¢do 2.2.8, para a obten¢do de uma suspensdo de fagos
concentrada. A centrifugagdo resultou na formacdo de um “pellet” contendo particulas fagicas e de um
sobrenadante limpido, que foi descartado apods analise do seu titulo fagico. Os valores obtidos podem
ser observados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Determinagdo do titulo fagico do lisado obtido a partir de placas "webbed" e do sobrenadante resultante do
processo de concentragdo por centrifugacao.

Placas “webbed” Data de producio das placas 21/08/2024
Lisado Data de inundacgdo das placas 22/08/2024
Lisado Volume (mL) 20
Lisado Titulo (UFP/mL) 9,0 x 10°

Sobrenadante
descartado Volume (mL) 20
Sobrenadante , 1
descartado Titulo (UFP/mL) 1,0x 10

Observando os resultados da Tabela 3.5, verifica-se que o sobrenadante apresentou um valor residual
de apenas 1,0 x 10' UFP/mL, indicando a presenca de uma unica placa fagica. Estes resultados sugerem
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que o processo de concentracdo foi eficaz, dado que praticamente ndo permaneceram particulas virais
no sobrenadante.

As fragdes as quais foram extraidos os acidos nucleicos sao resultantes de um protocolo estabelecido
(seccdo 2.2.8) com etapas de concentragdo e ressuspensao, que possibilitou a rastreabilidade dos fagos
e evitou o descarte de fragdes erradas (Tabela 3.6). Por essa razdo, as fragdes descartadas foram
consideradas, para que fosse possivel avaliar se poderiam ainda conter particulas fagicas ativas e
infeciosas.

Todas as fragdes foram tituladas, permitindo identificar aquela que apresentava o maior titulo fagico e
comparar os valores obtidos com os resultados da extracdo de acidos nucleicos. Os titulos fagicos
encontram-se apresentados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Titulos fagicos determinados para as trés fragdes resultantes do processo de concentragdo e preparagdo para
extrac@o de acidos nucleicos. Descartado I — Volume resultante da lavagem do tubo da centrifugacdo noturna; Descartado 11 —
“pellet” resultante da nova centrifugagdo; Amostra [ — Sobrenadante resultante da nova centrifugagao.

Descartado I Volume (mL) 0,6
Descartado I Titulo (UFP/mL) 1,5 x 10°
Descartado 11 Volume (mL) 0,6
Descartado II Titulo (UFP/mL) 9,7 x 10*
Amostra [ Volume (mL) 0,6
Amostra | Titulo (UFP/mL) 1,3 x 108

A analise dos resultados apresentados na Tabela 3.6 revelou que o titulo figico mais elevado foi
observado na Amostra I (1,3 x 10° UFP/mL), enquanto o Descartado II apresentou o valor mais baixo
(9,7 x 10* UFP/mL), correspondendo a uma diferenca de aproximadamente 1 logaritmo, valor esse
muito aproximado do Descartado I (1,5 x 10° UFP/mL). Tanto o Descartado I, como o Descartado II,
apresentam cerca de 10 vezes menos fagos comparativamente com a Amostra 1.

Estes resultados sdo compativeis com o protocolo experimental, visto que a centrifugacao noturna a 4 °C
e 1500 g, promoveu a concentracdo de material no “pellet”, a ressuspensdo de 2 h por sua vez, promoveu
a passagem de fagos para a fase liquida e a centrifugacdo subsequente permitiu remover particulas
insoluveis. Por outro lado, o titulo fagico do Descartado I sugere a presenca residual de fagos aderidos
as paredes do tubo de centrifuga, o que podera estar associado a dificuldade na dissolug¢do do “pellet”
inicial, que se apresentou fragmentado e com aparéncia gelatinosa.

3.5 Extracio de acidos nucleicos

Antes da extracdo, as trés fragdes sofreram um tratamento enzimatico com DNase e RNase para garantir
a digestdo dos acidos nucleicos bacterianos exdgenos aos fagos presentes nas amostras.

A extragdo dos acidos nucleicos foi feita com o kit PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit, de acordo
com as instrugdes do fabricante. Apods a extragdo, os acidos nucleicos foram quantificados para
determinar a sua natureza, ou seja, se se tratava de DNA ou RNA.
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A quantificacdo (Tabela 3.7) foi efetuada recorrendo a duas metodologias (descritas na seccao 2.3.2):
espetrofotometria (NanoDrop) e fluorescéncia (Qubit), métodos complementares que permitem
determinar a concentragdo e pureza das amostras.

Nas extra¢des de acidos nucleicos inicialmente realizadas, foram efetuadas medi¢des por fluorescéncia
com diferentes kits do Qubit, de modo a discriminar o tipo de acidos nucleicos presentes nas amostras.
Os resultados obtidos com o dsDNA BR Assay Kit revelaram valores significativamente mais elevados
de quantificagdo, enquanto os kits RNA BR Assay Kit e ssDNA Assay Kit apresentaram valores
comparativamente negligiveis. Esta andlise sugere que os bacteriéfagos em estudo possuem genomas
constituidos por DNA de dupla cadeia, pelo que, na Tabela 3.7, sdo apresentados apenas os resultados
obtidos com o dsDNA BR Assay Kit.

Tabela 3.7 - Quantificagdo e avaliagdo da pureza de acidos nucleicos extraidos de fracdes de bacteriéfagos. Os valores
representam a concentragdo determinada por Qubit dsDNA e NanoDrop, bem como as razdes 260 nm/280 nm e
260 nm/230 nm, utilizadas para avaliacdo da pureza das amostras.

Fracies Qubit dsDNA Nanodrop Razao Razao
(ng/ pl) (ng/pl) 260 nm /280 nm 260 nm /230 nm
Descartado | 4,14 6,2 1,72 1,54
Descartado II 0,794 0,6 0,99 0,94
Amostra | 66,0 130,2 1,76 1,25

Analisando os resultados da Tabela 3.7, verifica-se que a Amostra [ destaca-se pela elevada
concentracdo de DNA determinada pelo Qubit (66,0 ng/ul), assim como a medigdo por NanoDrop
revelou um valor consideravelmente superior (130,2 ng/ul), comparativamente com as restantes
amostras.

A razdo 260 nm/280 nm proxima de 1,8 sugere um DNA relativamente puro, mas a razdo
260 nm/230 nm de 1,25 permaneceu abaixo do intervalo ideal (2,0-2,2), indicando contaminagio
residual, provavelmente por compostos provenientes do processo de extracdo. A discrepancia entre as
quantificagdes feitas pelo Qubit e pelo Nanodrop relativas a Amostra I, aliada a razdo 260 nm/230 nm
inferior ao valor esperado para DNA puro, sugere a presenga de contaminantes que inflacionam a leitura
por absorvéancia, tornando provavelmente mais fiavel a concentra¢do determinada por Qubit.

Estes resultados condizem com o estudo de Jakociiiné & Moodley (2018) que extrairam DNA de fagos
de cadeia dupla, a partir de um titulo inicial acima 1,0 x 10! UFP/mL e obtiveram valores de DNA entre
4,56 ng/ul. e 287,35 ng/ul.. Os resultados obtidos encontram-se na mesma gama de concentracio
reportada no estudo, apesar de neste trabalho se ter partido de titulos iniciais mais baixos (exceto no
caso da Amostra I).

Conforme discutido anteriormente, a Amostra I, que possuiu maior quantidade de fagos infeciosos
correspondeu a amostra que tem a maior quantidade de 4cidos nucleicos extraidos e purificados. Em
contrapartida, as fragdes restantes (Descartado I e Descartado 1) mostraram menor quantidade de acidos
nucleicos, como era esperado.
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A andlise das fracdes extraidas por eletroforese em gel de agarose foi concordante com os resultados
acima, pois a banda da Amostra I foi a mais intensa e demonstrou integridade do DNA sem arrastamento
devido a degradagdo do material genético.
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4 Conclusoes e Perspetivas Futuras

O presente trabalho tinha como objetivo a criacdo de estratégias para a descoberta de bacteriofagos
liticos que fossem capazes de infetar bactérias deteriorantes do género Alicyclobacillus. Adicionalmente,
queriam ser encontradas metodologias que permitissem a caracterizagao fenotipica e molecular de fagos
promissores ¢ adequados para aplicagdes de biocontrolo e biopreservagao na industria alimentar ¢ de
bebidas.

Para poder cumprir o objetivo deste trabalho, foram recolhidas amostras de ambientes favoraveis a
presenca de Alicyclobacillus e que pudessem eventualmente conter fagos com a capacidade de infetar
estas bactérias. De todas as amostras ambientais analisadas, s6 uma tnica amostra, proveniente de solo
de vinha, € que levou ao aparecimento de placas fagicas, usando a estirpe 4. acidoterrestris DSM 39227
como hospedeira. A mesma estirpe hospedeira ndo permitiu realizar os ciclos necessarios a purificagdo
do fago. A utilizagdo de uma nova estirpe hospedeira, 4. acidoterrestris TAB 21, revelou-se decisiva,
possibilitando a purificacdo do fago apds a realizagdo das necessarias rondas de purifica¢do. Além disso,
foram avaliadas as diferentes condigdes que permitiram e interferiram com a difusdo do fago de modo
a possibilitar a sua recuperagao, estabilidade e infeciosidade, garantindo a sua preservagao e seu estudo.

A mesma estirpe, 4. acidoterrestris TAB 21, permitiu a amplificacdo do fago purificado para a sua
criopreservagao, a sua caracterizacao e para outras restantes aplicacdes. Relativamente a caracterizagao
molecular, o método de inundagdo permitiu alcangar titulos suficientemente elevados para a extracao de
acidos nucleicos. As técnicas de espetrofotometria e fluorometria usadas para a qualificagdo e
quantificacdo de acidos nucleicos, mostraram que o material genético do fago era composto por DNA
de dupla cadeia. A visualizagdo em gel de agarose reforgou os resultados obtidos, bem como a
integridade dos acidos nucleicos extraidos. Os ensaios demonstraram ainda a reprodutibilidade do
procedimento, confirmando a sua fiabilidade para aplicagdes subsequentes, como adicionais
caracterizacdes moleculares e funcionais.

Para além dos resultados obtidos, este trabalho representou um contributo importante para o laboratorio,
ao permitir a implementacdo, pela primeira vez, de metodologias de microbiologia convencional
aplicadas ao estudo de bacteriofagos. Foram desenvolvidos protocolos para processamento de amostras,
“screening”, purificagdo e amplificacdo, criando competéncias até entdo inexistentes na equipa. Estes
avangos conferiram independéncia técnica ao laboratdrio e abriram caminho para novas linhas de
investigacdo. Os protocolos agora disponiveis constituem uma base solida que pode ser aplicada a
diferentes contextos, desde o biocontrolo em alimentos, tema desta dissertagdo, até a potenciais
aplica¢Ges biomédicas.

Com base nos acidos nucleicos extraidos, foi possivel ao laboratorio expandir este trabalho tendo-se
realizado a sequenciagdo do fago isolado recorrendo a sequenciagdo de nova geragdo (NGS) utilizando
“long reads” e “short reads”. Concluiu-se que o fago isolado, agora denominado Alicyclobacillus phage
MMBO025 pertence a classe Caudoviricetes, apresenta um espetro restrito de hospedeiros contra os quais
¢ ativo, mantendo, no entanto, uma notavel estabilidade ao longo de uma ampla gama de valores de pH
(3 a 12) e temperaturas (at¢ 1 h a 60 °C), incluindo aquelas habitualmente encontradas durante o
processamento de sumos de fruta. A comparagdo entre a sequéncia genémica do fago e a do genoma de
A. acidoterrestris DSM 39227 sugere que 0 MMBO025 pode ter sido originado a partir de um evento de
inducdo de um profago.
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Futuras experiéncias direcionadas poderdo clarificar as condigdes que o resultado da sequenciacdo
mostrou e determinar se o fago consegue reentrar no estado lisogénico ap6s inducdo ou se a excisdo
conduz de forma irreversivel a replicagao litica e a formagado de particulas. Ainda assim, o MMBO025
destaca-se como fonte promissora de lisinas para o controlo da deterioracao causada por Alicyclobacillus
na industria alimentar, além de poder ser geneticamente modificado para ampliar o seu espetro de
hospedeiros e torna-lo estritamente litico.

Em suma, este estudo evidencia o potencial dos fagos como estratégia alternativa de preservagio
industrial contra bactérias Alicyclobacillus, ainda pouco explorada em contextos alimentares. Reforca o
papel pioneiro dos fagos no combate a deterioragdo de alimentos, amplia o conhecimento sobre a
diversidade de fagos em Alicyclobacillus e estabelece bases para solu¢des de biocontrolo inovadoras ¢
seguras (GRAS), capazes de melhorar a qualidade dos alimentos, reduzir perdas econémicas e promover
uma producdo mais sustentavel.
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