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Laws of Applied Microbiology:

The microorganism is always right, your friend and a sensitive

partner.

There are no stupid microorganisms.

Microorganisms can and will do everything.

Microorganisms are smarter, wiser, more energetic than chemists, engineers and
others.

If you take care of your microbial friends they will take care of your future and

you will happily ever after.

(Perlman, 1979)
http://www.bios.niu.edu/becker/bios205/bios205 1w.pdf
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RESUMO

ORTOLANI, Maria Beatriz Tassinari, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2009. Bactérias acido laticas autdctones de leite cru e queijo minas
frescal: isolamento de culturas bacteriocinogénicas, caracterizacdo da atividade
antagonista e identificacdo molecular. Orientador: Luis Augusto Nero. Co-
orientadores: Vanerli Beloti e Paulo Sérgio de Arruda Pinto.

A qualidade microbiologica do leite cru brasileiro € reflexo das precarias condigdes
de higiene usualmente observadas em sua producdo. Como consequéncia, esse
produto e seus derivados apresentam altas contagens de microrganismos indicadores
de higiene, sugerindo a presenga de patdgenos. Entretanto, devido a sua fraca
capacidade de competicao, os patdégenos sofrem interferéncia direta da microbiota
autdctone desses produtos. Essa interagcdo ¢ confirmada pela baixa ocorréncia desses
microrganismos em leite e derivados com elevadas contagens de indicadores de
higiene. As bactérias acido laticas (BAL) s3o os principais componentes da
microbiota lactea que determinam essa interferéncia, pela habilidade de produzir
diversas substancias com atividade antimicrobiana, como as bacteriocinas. Diversas
bacteriocinas sdo descritas na literatura, como nisina, plantaricina e enterocinas, e
sdo caracterizadas por possuirem atividade antagonista contra diversos patégenos e
microrganismos deteriorantes, sendo frequentemente utilizadas como ferramentas
para garantia da seguranga alimentar. Os objetivos desse estudo foram caracterizar a
microbiota de amostras de leite cru e queijo minas frescal, relacionar as populagdes
de BAL com a de outros grupos naturalmente presentes, detectar BAL com atividade
antagonista e caracterizar sua natureza bacteriocinogénica, identificar essas culturas
por sequenciamento genético, e detectar a presenca de genes codificadores de nisina.
Amostras de leite cru (n = 36) e queijo minas frescal produzido com leite cru (n =
18) foram coletadas na regido de Vigosa, MG e submetidas a pesquisa de aerobios
mesofilos, coliformes totais e Escherichia coli, BAL, Estafilococos coagulase
positivoss (ECP), Listeria monocytogenes e Salmonella sp. A partir das placas
semeadas para enumeragdo de BAL, 389 culturas foram aleatoriamente selecionadas
e avaliadas quanto a producdo de substancias antimicrobianas com atividade contra
L. monocytogenes, S. aureus, Salmonella Typhimurium e Lactobacillus sakei, e
quanto a producdo de bacteriocinas contra L. monocytogenes. Vinte culturas

identificadas como bacteriocinogénicas foram submetidas a testes enzimaticos para
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confirmacao da natureza protéica, a identificagdo molecular e analise filogenética. O
DNA das culturas identificadas como Lactococcus lactis subsp. lactis foram
submetidas a rea¢do em cadeia da polimerase para detec¢do de genes codificadores
de nisina. As amostras analisadas apresentaram altas contagens de indicadores de
higiene e BAL, baixas contagens de E. coli e ECP ¢ auséncia de Salmonella sp. ou L.
monocytogenes. As populacdes de BAL apresentam alta correlagdo com as
populagdes de aerdbios mesofilos, sugerindo a participacao efetiva desse grupo na
microbiota das amostras. Foram observadas altas frequéncias de amostras contendo
BAL com atividade antagonista contra os microrganismos alvo, com exce¢do a S.
Typhimurium. Cinquenta e oito (14,9%) culturas de BAL apresentaram atividade
bacteriocinogénica contra L. monocytogenes. As culturas submetidas a confirmagao
da natureza protéica das substancias antimicrobianas apresentaram distintos padrdes
de sensibilidade a enzimas, confirmando a produ¢do de bacteriocinas. As culturas
bacteriocinogénicas foram identificadas como Lactobacillus plantarum (2) e Lc.
lactis subsp. lactis (18), com similaridade genética em diferentes isolados, e
agrupadas em diferentes grupos filogenéticos. Das 18 culturas identificas como Lc.
lactis subsp. lactis, 7 apresentaram genes relacionados a codificagdo de nisina. Os
resultados obtidos indicam a presenca de BAL bacteriocinogénicas como
constituintes da microbiota de leite cru e queijo minas frescal, com potencial
antagonista contra patogenos. Essas culturas apresentaram diferentes perfis genéticos
e quanto a produ¢do de bacteriocinas, revelando seu uso potencial no controle de L.

monocytogenes em alimentos.
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ABSTRACT

ORTOLANI, Maria Beatriz Tassinari, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
february, 2009. Autochthonous lactic acid bacteria from raw milk and soft
cheese: screening of bacteriocinogenic cultures, characterization of antagonistic
activity and molecular identification. Adviser: Luis Augusto Nero. Co-Advisers:
Vanerli Beloti and Paulo Sérgio de Arruda Pinto.

The poor microbiological quality of Brazilian raw milk as a result of poor hygienic
conditions usually observed during the production. As consequence, raw milk and
dairy products present high levels of hygiene indicators microorganisms, suggesting
the presence of pathogens. However, pathogens have low competitive ability,
suffering direct interference of the autochthonous microbiota of these products. This
interference is confirmed by the low occurrence of pathogens in milk and dairy
products with poor microbiological quality. Lactic acid bacteria (LAB) are the main
member of dairy microbiota that establishes this interference, due their ability of
producing several antimicrobial substances, like bacteriocins. Innumerable
bacteriocins are described in literature, such as nisin, plantaricin and enterocins, and
they are characterized by their antagonistic activity against pathogens and spoilage
microorganisms, and they are often used as tools for food safety. The objectives of
this study were characterize the microbiota of raw milk and soft cheese, associate the
LAB population with other microbiological indicators, detect LAB that present
antagonistic activity and characterize their bacteriocinogenic nature, identify the
antagonistic cultures by genetic sequencing, and detect the presence of nisin genes.
Raw milk samples (n = 36) and raw milk soft cheese (n = 18) were collected in
Vigosa region, MG and submitted to microbiological analysis for mesophilic
aerobes, total coliforms, Escherichia coli, LAB, Coagulase positive Staphylococcus
(CPS), Listeria monocytogenes and Salmonella sp. Considering the LAB
enumeration plates, 389 cultures were randomly selected and evaluated to the
production of antimicrobial substances against L. monocytogenes, S. aureus,
Salmonella Typhimurium and Lactobacillus sakei, and to the production of
bacteriocins against L. monocytogenes. 20 bacteriocinogenic cultures were submitted
to enzymatic tests to confirm the protein nature of antagonistic substances, molecular
identification by genetic sequencing and phylogenetic analysis. The cultures

identified as Lactococcus lactis subsp. lactis were submitted to polymerase chain
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reaction in order to detect genes related to nisin codification. The analyzed samples
presented higher counts of hygiene indicators microorganisms and LAB, low counts
of E. coli and CPS, and absence of Salmonella sp. and L. monocytogenes. LAB
populations presented high correlation indexes with mesophilic aerobes, suggesting
the effective participation of this group in the microbiota of the samples. It was
observed high frequencies of samples presenting autochthonous LAB with
antagonistic activity against the target microorganisms, except against S.
Typhimurium. 58 (14.9%) LAB cultures presented bacteriocinogenic activity against
L. monocytogenes. The LAB cultures submitted to enzymatic tests presented distinct
patterns of enzymes sensitivity, confirming the bacteriocins production. The
bacteriocinogenic cultures were identified as Lb. plantarum (2) and Lc. lactis subsp.
lactis (18) with genetic similarity to several strains and grouped in distinct
phylogenetic groups. Considering the 18 L. lactis subsp. lactis, 7 presented genes
related to nisin codification. The obtained results indicate the presence of
bacteriocinogenic LAB as natural compounds of raw milk and soft cheese
microbiota, presenting antagonistic activity against pathogens. The wide variability
genetic and bacteriocins production of these cultures indicate their potential for

controlling L. monocytogenes in foods.
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INTRODUCAO GERAL

A qualidade microbiologica encontrada no leite cru produzido no Brasil ¢
reflexo das precarias condi¢des de higiene tipicas da produ¢do nacional. Associado a
1sso, o comércio informal desse produto e seus derivados ¢ uma realidade em
diversas regides do pais, o que pode representar um risco microbioldgico aos
consumidores devido a possibilidade de veiculagdo de microrganismos patogénicos.
Entretanto, fatores intrinsecos e extrinsecos podem interferir na contaminagdo,
sobrevivéncia e multiplicagdo de patdégenos, reduzindo o nimero de ocorréncias de
enfermidades associadas ao consumo de alimentos. Dentre esses fatores, a
microbiota autoctone de leite cru e derivados ¢ considerada como o principal
interferente.

As bactérias acido laticas (BAL), especificamente, compdem essa
microbiota de forma significativa e sdo apontadas como as principais responsaveis
pela inibi¢do e destruicdo de outros microrganismos, incluindo os patogénicos. BAL
sdo utilizadas como culturas iniciadoras em alimentos fermentados, possuem acgdo
probidtica e também s3o conhecidas pela produgdo de varias substincias
antimicrobianas, potencialmente utilizadas na bioconservacdo de alimentos. As
principais substancias antimicrobianas produzidas por BAL sdo acidos orgénicos,
peréxido de hidrogénio, diacetil, didoxido de carbono e bacteriocinas. As
bacteriocinas, em especial, sdo peptideos biologicamente ativos que apresentam
atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos, inclusive patogenos.
Dentre as diversas bacteriocinas j& descritas, nisina ¢ a mais estudada e a Unica
considerada totalmente segura para ser utilizada em alimentos.

A identificagdo de BAL naturalmente presentes em leite cru e derivados
com atividade antimicrobiana ¢ de extrema importancia para se elucidar as interagdes
microbianas que ocorrem nesses alimentos e explicar a baixa ocorréncia de
microrganismos patogénicos. Para isso, o uso de metodologias convencionais para
identificagdo de atividade antimicrobiana, associadas a metodologias moleculares
para identificacdo dos isolados e deteccdo de genes codificadores de bacteriocinas,
sdo fundamentais para a caracterizagcdo do potencial antimicrobiano de BAL. A partir
dessa caracterizagdo precisa, as culturas de BAL podem ser utilizadas em industrias
de alimentos como ferramentas importantes para a garantia a qualidade e seguranca

microbiologica de leite e derivados.
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A produgdo leiteira no Brasil possui relevante importancia nos mercados
nacional e internacional, e contribui consideravelmente para a economia do pais. Em
Minas Gerais a produgado de leite assume um papel representativo, uma vez que esse
Estado ¢ o maior produtor nacional (EMBRAPA, 2008) e essa atividade ¢ base para a
economia de varios produtores rurais. Embora importante para a economia nacional,
o perfil das fazendas leiteiras ainda se resume a pouca ou nenhuma tecnificagdo, com
condi¢des higiénicas insatisfatdrias e controle sanitario ineficiente (Nero et al., 2009;
Arcuri et al., 2006).

Como consequéncia dessa situagdo, o leite produzido no Brasil apresenta
baixa qualidade microbiolédgica, verificada por altas contagens de microrganismos
indicadores de higiene, como aerdbios mesofilos e coliformes (Nero et al., 2009;
Nero et al, 2004; Feitosa et al, 2003). Apesar dessas caracteristicas, grande parte da
producdo leiteira no Brasil ¢ comercializada informalmente para consumo, isto &,
sem nenhum tipo de fiscalizacdo (EMBRAPA, 2008). Além do leite cru, derivados
desse produto também s3o amplamente consumidos pela populacdo, como queijos
artesanais, sendo produzidos nas mesmas condi¢des insatisfatorias de higiene e
frequentemente ndo apresentam os padrdes de identidade e qualidade estabelecidos
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e Ministério da Saude
(Moraes et al., 2009; Oliver et al., 2005; Feitosa et al, 2003; Loguercio & Aleixo,
2001; Carmo et al., 2002; Pereira et al., 1999).

O consumo de leite cru e derivados ¢ motivado por habitos alimentares
bastante sedimentados na populacdo, que acredita que esses produtos sdo mais
saudaveis, possuem alto valor nutricional, além de possuirem precos supostamente
mais acessiveis (Kaylegian et al., 2008; Arimi et al., 2005; Oliver et al., 2005).
Entretanto, devido a auséncia de fiscalizacdo, fraudes e processamento térmico, esses
produtos sdo potenciais veiculadores de agentes patogénicos, que podem contaminar
o leite nas diferentes etapas de produgdo e processamento, além de causar
enfermidades nos animais e seres humanos (Kaylegian et al., 2008; Oliver et al.,
2005; Nero et al., 2004; Chambers, 2002; De Buyser et al., 2001).

Durante a ordenha, microrganismos patogénicos podem contaminar o leite
através de fontes ambientais, manipuladores e dos proprios animais. Varios

patogenos podem estar presentes na superficie de utensilios utilizados na ordenha,



como Listeria monocytogenes (Oliver et al., 2005). Mastites também sdo
consideradas como importantes fontes de contaminacdo durante producdo,
principalmente por Staphylococcus aureus, que ¢ um potencial causador de
enfermidades em humanos devido a produg¢do de enterotoxinas termoestaveis
(Cremonesi et al., 2007; Oliver et al., 2005). Por fim, a agua e as fezes dos animais
podem contaminar todo o ambiente de ordenha e o leite, com microrganismos como
Salmonella sp. e isolados patogénicos de Escherichia coli (Kaylegian et al., 2008).

Apoés a ordenha, as etapas de estocagem e transporte do leite cru também
podem representar outras fontes de contaminag¢do por patogenos. Durante essas
etapas, a contamina¢ao pode ocorrer via utensilios mal higienizados e conservagdo
do leite em temperaturas inadequadas, possibilitando o desenvolvimento de eventuais
patdgenos presentes nesse produto (Callaway et al., 2006). Na industria, novamente
os utensilios e equipamentos podem representar importantes fontes de contaminagao,
além de falhas nos processos industriais, que poderao ser ineficazes na eliminagao de
patdgenos presentes na matéria-prima (Oliver et al., 2005). Vdrios trabalhos tém
demonstrado a importancia de leite cru e seus derivados como potenciais
veiculadores de agentes causadores de enfermidades associadas a alimentos, como
Salmonella sp., L. monocytogenes, S. aureus, E. coli enterotoxigénica e
enterohemorragica, Brucella abortus e Campylobacter jejuni (Vanegas et al., 2009;
Heuvelink et al., 2008; Cremonesi et al., 2007; Arimi et al., 2005; Leclerc et al.,
2002; De Buyser et al., 2001).

Alimentos potencialmente contaminados com patéogenos podem representar
um risco aos consumidores, principalmente pessoas imunodeprimidas e idosos, o que
tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas e programas de seguranca alimentar
(Callaway et al., 2006). Na maioria das vezes, essas enfermidades nio sdo
diagnosticadas ou sdo sub-diagnosticadas pela dificuldade e demora de detectar os
casos e surtos, pela falta de amostras dos alimentos contaminados envolvidos ou
mesmo pelas limitacdes e lentiddo das metodologias analiticas usualmente
empregadas no diagnostico (Cremonesi et al., 2007; Nassib et al., 2003; Leclerc et
al., 2002). Segundo o Ministério da Satde (Brasil, 2005), Salmonella sp. e S. aureus
foram os patdogenos mais relacionados a enfermidades associadas aos alimentos no
Brasil entre 1999 e 2004. Resultados similares foram observados na Franga por De
Buyser et al. (2001). Em ambos os paises, leite e derivados sdo muitas vezes

associados a surtos ¢ casos de toxinfecgdes alimentares.



Apesar das diversas fontes de contaminacdo de patdogenos em leite e
derivados, varios trabalhos demonstram baixo isolamento desses microrganismos em
amostras com baixa qualidade microbiologica, evidenciada por altas contagens de
microrganismos indicadores de higiene (Nero et al., 2008; Franco et al., 2003;
Dhanashree et al., 2003; Cordano & Rocourt, 2001; Jay, 1995). Entretanto, quando
se verifica uma melhoria da qualidade microbiologica desses produtos, os patdgenos
tendem a se apresentar em maiores concentragdes e passam a ser mais facilmente
detectados (D’Amico et al., 2008; Oliver et al., 2005; Nassib et al., 2003; Leclerc et
al., 2002; De Buyser et al., 2001; Guerra et al., 2001; Gaya et al., 1998). Esses dados
indicam uma interferéncia da microbiota de leite cru e seus derivados na
sobrevivéncia desses microrganismos, uma vez que os patégenos sao conhecidos por
serem maus competidores e sensiveis a pequenas modificagdes no meio em que se
encontram (Jay, 1995). Provavelmente, as bactérias acido laticas (BAL) sdo as
principais causadoras dessas interferéncias, pois participam de forma significativa na
microbiota desses alimentos e o seu metabolismo natural gera a producdo de diversas
substancias com conhecida atividade bactericida e bacteriostatica.

BAL ¢ um grande grupo de microrganismos naturalmente encontrados em
alimentos, inclusive leite e derivados, que incluem os géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Weissella, Microbacterium, Bifidobacterium ¢ Propionibacterium
(Figura 1) (Holzapfel et al., 2001). Os microrganismos pertencentes a esse grupo
possuem varias caracteristicas morfoldgicas, metabodlicas e fisiologicas em comum:
sdo Gram positivas, ndo formadoras de esporos, catalase negativas, fastidiosas,
anaerobicas, aerotolerantes e acidotolerantes, e possuem metabolismo fermentativo,
sendo o acido latico o principal produto final (Leroy & de Vuyst, 2004; de Martinis,
2003a; Axelsson, 2004). O processo de fermentacio pode ser homo ou
heterofermetativo: no primeiro caso sdo geradas moléculas de lactato, como ocorre
em Streptococcus e Lactococcus, e no segundo sdo produzidos lactatos, etanol e
dioéxido de carbono, em Leuconostoc e alguns lactobacilos (Parada et al., 2007).

Além de estarem naturalmente presentes em varios alimentos, BAL podem
ser encontradas em solo, dgua, esterco, esgoto e silagem. Ainda, podem ser isolados
de cavidade oral, trato digestério e vagina, onde exercem influéncia benéfica nos

ecossistemas microbianos de seres humanos e animais (Holzapfel et al., 2001).



Varios trabalhos descrevem a participacdo de BAL como constituintes da microbiota
de leite e seus derivados, principalmente queijos artesanais (Franciosi et al., 2009;
Hajikhani et al., 2007; Veljovic et al., 2007). Entretanto, no Brasil os estudos de
caracterizagdo da microbiota latica nesses produtos sdo escassos, sendo que os
existentes sdo relacionados a queijos artesanais produzidos com leite cru e as culturas
iniciadoras utilizadas (Brant et al., 2007; Cavalcante et al., 2007; Cunha et al., 2004;
Castro et al., 1998).
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Figura 1. Arvore filogenética dos géneros de bactérias acido laticas baseada na

comparacao de analise de seqiiencia 16S rRNA (Holzapfel et al., 2001).

BAL possuem grande importancia na induastria de alimentos e em Saude
Publica por suas caracteristicas transformadoras, deteriorantes, probioticas e
bioconservadoras (de Martinis et al., 2003a). Esses microrganismos sao utilizados

como culturas iniciadoras, provocando transformag¢des em matérias-primas devido a



producdo de 4cidos e substancias que conferem sabores e aromas especificos,
originando os produtos fermentados (Rouse et al., 2007; Cotter et al., 2005; Ross et
al., 2002; Kalantzopoulos, 1997). Entretanto, também podem determinar a
deterioragdo precoce dos alimentos, pela produgcdo de acidos e substancias
proteoliticas (Galia et al., 2009). Algumas BAL, com caracteristicas probidticas, sao
associadas a efeitos benéficos aos consumidores, sendo capazes de colonizar o trato
gastrointestinal e promover ou dar suporte ao balanco benéfico da microbiota
autdctone nesse ambiente (Pfeiler & Klaenhammer, 2007; Holzapfel et al., 2001).
Finalmente, varias BAL possuem grande potencial de utilizagdo na conservagdo em
varios alimentos pela atividade antagonista contra microrganismos deteriorantes e
patdgenos, como L. monocytogenes ou S. aureus (Sobrino-Lopez & Martin-Belloso,
2008; Coventry et al., 1997). Como vantagem adicional, a maioria das BAL sao
seguras para o consumo humano, ndo ocasionando enfermidades aos consumidores
(Castellano et al., 2008; de Martinis et al., 2003a; de Martinis & Freitas, 2003).

A atividade antagonista de BAL sobre outros microrganismos ocorre por
diversos mecanismos, como sensibilidade as intera¢cdes microbianas, competicao por
nutrientes e sitios de adesdo, e producao de substincias inibitorias potencialmente
letais. As principais substancias com potencial antimicrobiano produzidas por BAL
sdo os acidos organicos (como o latico, acético e propidnico), diacetil, dioxido de
carbono, perdxido de hidrogénio, substancias antimicrobianas de baixo peso
molecular (reuterina, reutericiclina e acido piroglutamico) e bacteriocinas. Essas
substancias possuem comprovado efeito bacteriostatico e/ou bactericida, ¢ podem
criar um microambiente desfavoravel para o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos e deteriorantes (Castellano et al., 2008; Rouse et al., 2007; Alves et al.,
2006; Deegan et al., 2006; Leroy & de Vuyst, 2004; de Martinis et al., 2003a; Carr et
al., 2002; Riley & Wertz, 2002; Jay, 1995; Lewus & Montville, 1991). Devido a
producdo dessas substincias, BAL naturalmente presentes em quantidades
significativas em leite cru e derivados podem ser consideradas como importantes
fatores de inibi¢do a alguns microrganismos patogé€nicos, como L. monocytogenes e
Salmonella sp. (Nero et al., 2008).

A habilidade de BAL produzirem substancias que conferem seguranca e
qualidade aos alimentos tem estimulado o desenvolvimento de estudos visando a
detecg¢do desses microrganismos e caracterizagdo da atividade antimicrobiana. Essa

utilizacao atende a crescente demanda dos consumidores por alimentos minimamente



processados, com o minimo de conservantes e aditivos, qualidade sensorial, e
auséncia de perigos microbiologicos (Castellano et al., 2008; Rouse et al., 2007; Nes
& Johnsborg, 2004). Dentre as substancias com potencial antagonista produzido por
BAL, as bacteriocinas possuem grande interesse pela industria de alimentos por ndo
provocarem alteracdes sensoriais e possuirem atividade especifica contra
determinados patogenos (Hajikhani, et al., 2007). Apesar de importantes, ndo sdo
todas espécies e cepas de BAL que possuem capacidade de produzir bacteriocinas
(Hoover & Steenson, 1993).

Bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizados ribossomalmente,
biologicamente ativos, caracterizados pela atividade antagonista contra um grupo
especifico de microrganismos sensiveis da mesma espécie (estreito espectro) ou de
diferentes géneros (amplo espectro) (Cotter et al., 2005; Chen & Hoover, 2003; Carr
et al., 2002). Devido a sua natureza protéica, a producao de bacteriocinas por BAL
pode ser demonstrada por testes de inibi¢do com diferentes tipos de enzimas
proteoliticas (Bromberg et al., 2006; de Martinis et al., 2003b; van Reenen et al.,
1998; Montville & Kaiser, 1993; Lewus & Montville, 1991; Lewus et al., 1991;
Harris et al., 1989).

Para uma cultura de BAL ser considerada “bioprotetora”, ndo basta apenas a
identificacdo de sua capacidade em produzir bacteriocinas, ou seja, sua natureza
bacteriocinogénica. Além de ser caracterizada como ndo patogénica aos
consumidores (Deegan et al., 2006; Wessels et al., 2004; Chen & Hoover, 2003),
varios aspectos devem ser considerados para se verificar o potencial de aplicagdo na
industria de alimentos. A principio, o proprio alimento do qual a cultura foi isolada
seria a melhor escolha para sua aplicagdo (Bromberg et al., 2006; Topisirovic et al.,
2006; Rodriguez et al., 2000; Schillinger & Liicke, 1989), pela maior facilidade de
adaptacdo e produgdo das substincias antimicrobianas de interesse. Independente
dessa recomendacdo, deve ser verificado se a cultura bacteriocinogénica apresenta
boa capacidade de competicdo com a microbiota do alimento, sem aumentar sua taxa
de deterioragdo. Ainda, é importante verificar como fatores intrinsecos e extrinsecos
do alimento podem interferir na producdo de bacteriocinas, bem como a
sensibilidade aos diferentes tipos de processamento utilizados pela industria
(Smacchi & Gobbetti, 2000)

Alguns fatores podem comprometer a eficadcia de bacteriocinas, como a

emergéncia de microrganismos resistentes, enzimas proteoliticas ndo especificas,



oxidagdo, metais pesados, agitacdo excessiva, congelamento-descongelamento,
ligagdo com componentes do alimento, divisdo entre componentes apolares e polares,
efeito do pH na solubilidade e faixa de pH em que ocorre maior atividade (Hoover &
Steenson, 1993). A concentracdo das bacteriocinas em determinados alimentos
também ¢ um fator que determina a atividade antimicrobiana (Alves et al., 2006).
Fatores que interferem no desenvolvimento das culturas bacteriocinogénicas também
devem ser considerados, como ambientes desfavordveis para multiplicacdo, perda
espontanea ou reducdo da producdo de bacteriocinas, infec¢do por fagos e
antagonismo por outros microrganismos (Hoover & Steenson, 1993). Assim, a
utilizacao de culturas bacteriocinogénicas na bioconservacao de alimentos deve ser
avaliada detalhadamente para cada sistema alimentar, além de seu espectro de acdo,
visando uma aplicacdo adequada dessas culturas no controle de patdgenos ou
microrganismos deteriorantes sensiveis (Alves et al., 2006).

BAL bacteriocinogénicas normalmente estdo presentes em altas
concentragdes em leite e derivados (Rodriguez et al., 2000; Coventry et al., 1997),
mas podem ser adicionadas artificialmente nesses alimentos para assegurar qualidade
e seguranga. Além das culturas, as bacteriocinas produzidas, purificadas ou semi-
purificadas, podem ser aplicadas nesses produtos com os mesmos objetivos (Deegan
et al., 2006). Em ambas as situacdes, a aplicacdo em alimentos somente pode ocorrer
apoOs essas culturas e suas bacteriocinas atingirem o status de GRAS (generally
recognized as safe - usualmente reconhecido como seguro) (Deegan et al., 2006;
Chen & Hoover, 2003). Essa caracteristica ¢ especialmente preocupante em relagdo a
certas espécies patogénicas de Enterococcus que além de possuirem atividade
antimicrobiana, podem apresentar alguns fatores de viruléncia (Ghrairi et al., 2008;
Gomes et al., 2008; Tomé et al., 2008; Han et al., 2007).

Apesar de serem descritas como portadoras de atividade antimicrobiana
especifica contra determinadas espécies de bactérias, as bacteriocinas podem
apresentar essa mesma atividade de forma inespecifica contra espécies Gram
positivas e Gram negativas que nao apresentem integridade de sua membrana
externa, permitindo interagdes com estruturas da membrana citoplasmatica (Cotter et
al., 2005; Wirawan, et al., 2006). Entretanto, culturas bacteriocinogénicas sdo
imunes as proprias bacteriocinas, devido a producdo de proteinas especificas de

imunidade (Hoover & Steenson, 1993).



As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram positivas sao classificadas
de acordo com seus mecanismos de acdo e particularidades de sua estrutura
molecular (Deegan et al., 2006; Cotter et al., 2005; Klaenhammer, 1993). De forma
geral, trés classes sdo descritas: I e II, que sdo peptideos termoestaveis com peso
molecular inferior a 10 kDa, e III que sdo peptideos de alto peso molecular e
termoldbeis. Uma quarta classe (IV) também ¢ descrita em alguns trabalhos (Cotter
et al.,, 2005), entretanto sem uma caracterizacdo adequada e detalhada até o
momento.

A classe I ¢ constituida pelos denominados lantibidticos, que sdo pequenos
peptideos (< 5 kDa) modificados pos-translacionalmente pela formacao de
aminoacidos desidratados, lantioninas e metilantionina. Dentro da classe I, ainda ha
outra subdivisdo: la e Ib. A subclasse la inclui peptideos longos, flexiveis e com
carga positiva, e determinam a destrui¢do dos microrganismos sensiveis pela ligagdo
e formagao de poros na membrana citoplasmatica. A subclasse Ib ¢ composta por
peptideos globulares, mais rigidos, que apresentam ou nio carga negativa, e atuam
nos microrganismos sensiveis interferindo em suas reagdes enzimaticas (Deegan et
al., 2000).

Na classe II s3o incluidos pequenos peptideos antimicrobianos nao
modificados (< 10 kDa), termoestaveis e que nao apresentem residuos de lantionina
(Cotter et al., 2005; Nes & Johnsborg, 2004). Esta classe ¢ subdividida em Ila, IIb e
IIc. Na subclasse Ila estdo os peptideos ativos contra Listeria spp., sendo conhecidos
como “pediocin-like” (similares a pediocina). Na subclasse IIb estdo as bacteriocinas
que possuem dois peptideos que agem sinergicamente, mesmo sendo diferentes. Por
fim, a classe Ilc inclui os peptideos que requerem a presenca de residuos de cisteina
na forma reduzida para que apresentem sua atividade bioldgica (Deegan et al., 2006;
Parada et al., 2007).

A classe III ¢ constituida por grandes peptideos de peso molecular superior
a 30 kDa, também denominadas bacteriolisinas, pois contém em sua estrutura
molecular regides especificas com diferentes fun¢des para translocacgdo, receptores
de ligacao e atividade letal (Cotter et al., 2005).

A acdo dos diferentes tipos de bacteriocinas sobre os microrganismos
sensiveis ocorre por mecanismos bastante distintos (Figura 2). De uma forma geral, a
bacteriocina ¢ atraida pelas células energizadas através de uma interagdo inicial

eletrostatica. Em contato com a membrana celular, os peptideos adotam uma



conformagdo em que interagem com os fosfolipideos da membrana por forgas idnicas
e causam um distarbio na bicamada, determinando a formagdo de poros. Essa
formacao leva a uma dissipagdo do potencial de membrana e do gradiente de pH,
gerando deple¢do do ATP intracelular e rapido efluxo de pequenos metabolitos que
interrompem a biossintese celular (Deegan et al., 2006; Héchard & Sahl, 2002).

Algumas bacteriocinas da classe I, como a nisina, apresentam dois
mecanismos de a¢do: 1) pode ocorrer ligacdo com o lipideo II, presente na membrana
celular e o principal transportador de subunidades de peptideoglicano do citoplasma
para a parede celular, e em seguida impedir a sintese da parede celular de forma
correta, determinando a morte celular, e 2) o lipideo II pode ser utilizado para sua
fixagdo e inicio do processo de insercio na membrana e formagdo do poro,
determinando rapidamente a morte celular. As bacteriocinas da classe Il possuem
uma estrutura helicoidal anfifilica, que permite sua inser¢ao na membrana da célula
alvo, determinando sua despolarizacdo e conseqiiente morte. As chamadas
bacteriolisinas agem diretamente na parede celular de bactérias Gram positivas,
lisando a célula alvo (Cotter et al., 2005).

A sintese de bacteriocinas envolve quatro diferentes genes: o responsavel
pela producao do pré-peptidio (pré-bacteriocina), o responsavel pela producao da
proteina que confere imunidade a célula produtora, o responséavel pela producao das
proteinas do transporte que externalizam a bacteriocina (denominado sistema de
transporte ABC) e, por fim, o gene que codifica uma proteina acessoria, nao
pertencente ao sistema de transporte ABC, mas necessaria para a excre¢ao da
bacteriocina. Os genes responsaveis pela imunidade estdo condensados em operons
(Deegan et al., 2006) e a proteina codificada é produzida concomitantemente a
bacteriocina, pois trata-se de um mecanismo de protecdo das cepas

bacteriocinogénicas (Wirawan, et al., 2006; Rosa & Franco, 2002).

10



Classe I ’i'laﬁﬁe
; isina
(Sakacina) ( .’}: i
Parede
celular

O T M o e T
E B B|&8 B8 E 8 & E B B B
O O DD D O D OO D DD

!I.I'II!I'I'I'.'I‘.'I.I.I

I Bacteriolisina
(Lisostafina)

P W O M W

L A A
E B8 & S0
O

s = - = = T
PR B e

Figura 2. Mecanismos de ag¢ao das bacteriocinas de bactérias acido laticas segundo

sua classificacdo em uma célula bacteriana Gram positiva (Cotter et al., 2005).

A presenga da membrana externa em bactérias Gram negativas restringe a

acao de bacteriocinas (Deegan et al., 2006), o que ja foi verificado e demonstrado em

diversos trabalhos (Nero et al., 2008; Castellano et al., 2008; Bromberg et al., 2006;

Coventry et al., 1997; Schillinger & Liicke,

1989). No entanto, ¢ possivel afetar a

integridade da membrana externa de bactérias Gram negativas através do choque de

temperatura, alta pressao e quelantes, como o EDTA, para que ocorra a interagao das

bacteriocinas com estruturas da parede e membrana citoplasmdtica e conseqiiente

efeito antimicrobiano (Deegan et al., 2006; Cotter et al., 2005).
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Um grande obstaculo encontrado no estudo de bacteriocinas ¢ a
instabilidade na produgdo por inativacdes gendmicas e definicdo das condicdes
otimas de desenvolvimento (Nes & Johnsborg, 2004). Metodologias tradicionais para
detec¢do de bacteriocinas pode subestimar o potencial bacteriocinogénico de BAL
devido a diversos fatores, como a influéncia das condigdes ambientais, capacidade de
inducdo ou inibicdo de determinadas substancias e perda da capacidade de produgao,
que pode ser determinada por mutagdo, perda ou rearranjo de genes codificadores
(Gélvez et al., 2007).

Dentre as diversas bacteriocinas ja isoladas e identificadas (Quadro 1),
somente a nisina ¢ considerada GRAS e utilizada comercialmente em industrias de
alimentos (Cooter et al., 2005; Chen & Hoover, 2003). Nisina ¢ produzida por
algumas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis e é a bacteriocina mais estudada e
melhor caracterizada atualmente, sendo classificada como um lantibidtico, com 34
aminoacidos e peso molecular de 3,5 KDa (monomero) (Sobrino-Lépez et al., 2008;
Rosa & Franco, 2002). Essa bacteriocina foi comercializada pela primeira vez na
Inglaterra em 1953, e atualmente ¢ aprovada como aditivo alimentar em mais de 50
paises. Em 1983 foi adicionada na lista dos aditivos europeus ¢ em 1988 foi aprovada
pelo Food and Drug Administration nos Estados Unidos para o uso em queijos
pasteurizados (Sobrino-Lopez et al., 2008; Cotter et al., 2005; Chen & Hoover,
2003). No Brasil, foi aprovada pelo Ministério da Agricultura para ser utilizada em
todos os tipos de queijos, inclusive os processados, numa dose maxima de 12,5
mg/kg de produto (Brasil, 1996).

Nisina tem apresentado eficiente atividade antimicrobiana em diversos
sistemas alimentares, inibindo o desenvolvimento de uma ampla variedade de
bactérias Gram positivas, como L. monocytogenes, Bacillus sp. e¢ esporos de
Clostridium sp. (Deegan et al., 2006). Entretanto, sua utilizagdo pode ser limitada
devido a interacdo com fosfolipideos, baixa solubilidade, distribuicdo desuniforme,
baixa estabilidade, inativagdo por enzimas endogenas de alguns alimentos, inibi¢do
de culturas iniciadoras, ou ainda, pela emergéncia espontinea de microrganismos
resistentes (Alves et al., 2006; Bromberg et al., 2006; Deegan et al., 2006). Devido a
esses fatores, a identificacdo de novas cepas de BAL bacteriocinogénicas e a
caracterizacdo de suas bacteriocinas sdo de extrema importancia para futura

aplicacdo como bioconservantes em alimentos.
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Quadro 1. Exemplos de bacteriocinas isoladas e identificadas (Chen & Hoover, 2003 - modificado)

Microrganismos

Bacteriocinas

Classe Ib

lantibidticos

Classe la Classe lla Classe I1b

lantibiéticos

Classe llc Classe 111

Lactococcus lactis

Lactobacillus sakei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus helveticus

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus johnsonii
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc gelidum
Pediococcus acidilactici
Enterococcus faecium
Carnobacterium divergens
Carnobacterium piscicola

Streptomyces cinnamoneus

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus gallinarum
Staphylococcus staphyloticus
Bacillus subtilis
Streptomyces spp.

Actinoplanes spp.

Nisina Lactococina MMFII
Lacticina 481
Lactocina S

Lactococina M; G

Sakacina P; A

Plantaricina A; S; EF; JK

Lactacina F
Mesentericina Y105
Leucocina A-UAL 187
Pediocina PA-1/AcH
Enterocina A

Divercina V41

Duramicina
Cinnamicina
Epidermina

Galidermina

Mersacidina
Ancovenina

Actagardina

Helveticina J; V-1829
Acidocina B

Enterocina P; B
Divergicina A

Carnobacteriocina A

Lisostafina

€l




A identificacdo de novas culturas de BAL bacteriocinogénicas também ¢
justificada pela capacidade de adaptagdo que esses microrganismos possuem,
dependendo de sua aplicacdo. Em condi¢des especificas, BAL podem apresentar
reducdo em sua capacidade biosintética, devido a degradagdes no genoma ocorridos
durante sua evolugao, e perderem ou reduzirem a capacidade de produzir substancias
antimicrobianas, como as bacteriocinas.

A identificacdo de culturas de BAL bacteriocinogénicas naturalmente
presentes em alimentos ¢ usualmente realizada por testes convencionais onde ¢
verificada a inibi¢do de desenvolvimento de microrganismos sensiveis. A natureza
protéica das bacteriocinas produzidas ¢ determinada pela adi¢do de enzimas
proteoliticas a esses testes e verificacdo de auséncia da atividade antimicrobiana
previamente identificada (Bromberg et al., 2006; de Martinis et al., 2003b; van
Reenen et al., 1998; Montville & Kaiser, 1993; Lewus & Montville, 1991; Lewus et
al., 1991; Harris et al.,, 1989). Entretanto, para identificacio de culturas
bacteriocinogénicas, as metodologias moleculares representam uma ferramenta
indispensavel para garantia de precisdo e confiabilidade dos resultados (Nes &
Johnsborg, 2004). O sequenciamento genético 16S, especificamente, possui
importante papel na identificacao e descricao de novos isolados bacteriocinogénicos,
além de permitir o estudo desses microrganismos em seus ecossistemas alimentares,
determinando seu potencial bacteriocinogénico, a capacidade de proliferagdo e
inibi¢do de bactérias indesejaveis e resposta aos fatores de estresse (Mohania et al.,
2008; Galvez et al., 2007; Nes & Johnsborg, 2004; Holzapfel et al., 2001).

A distribuicdo de genes que codificam bacteriocinas entre as culturas de
BAL isoladas de alimentos ¢ um assunto que pode ser esclarecido por técnicas
moleculares (Galvez et al., 2007), pois a expressdo gé€nica de bacteriocinas ¢
regulada por genes usualmente organizados em agrupamentos de “operons”, que
podem se localizar no cromossomo, plasmideos, ou mesmo em “transposons”
(Deegan et al., 2006; Chen & Hoover, 2003). Antes de caracterizar esses genes,
entretanto, ¢ preciso caracterizar corretamente as culturas de BAL, o que pode ser
realizado através do sequenciamento da por¢cdo 16S rRNA. Essa seqiiencia ¢ a mais
comum em estudos do grupo de BAL, pois representa uma regido que na evolugdo
ndo foi afetada pela pressdo ambiental, sendo bem conservada e comum a diversas

espécies (Mohania et al., 2008; Kullen et al., 2000).
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O uso das bacteriocinas ¢ ainda limitado em produtos derivados de leite,
embora seu potencial tem sido explorado industrialmente. O comportamento de BAL
e sua atividade antimicrobiana contribui para a seguranca microbioldgica aos
produtos lacteos (Sobrino-Lopez et al., 2008) e uma vez caracterizada, estudos com
BAL podem ser conduzidos para aplicagdes futuras na industria de alimentos (em
especial laticinios), visando a producdo de alimentos microbiologicamente seguros a
serem oferecidos para o mercado consumidor. A identificacdo da microbiota latica
antagonista € a etapa inicial de estudos mais especificos, que visam determinar quais
sdo os fatores responsaveis por essa atividade, espectro de agdo, potencial de

antagonismo e purificacao de substancias inibidoras.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Detectar culturas de bactérias acido laticas (BAL) naturalmente presentes

em leite cru e queijo minas frescal produzido com essa matéria-prima, que

apresentem atividade antimicrobiana sobre microrganismos patogénicos de interesse

nesses produtos.

Objetivos especificos

1.

Caracterizar a qualidade microbioldgica de leite cru e queijo minas frescal da
regido de Vigosa, MG, pela pesquisa de microrganismos indicadores de higiene
(aerébios mesofilos, coliformes totais e Escherichia coli), BAL e microrganismos

patogénicos (Listeria. monocytogenes, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus);

Detectar BAL naturalmente presentes em leite cru e em queijo minas frescal que
apresentam atividade antagonista em relagdo a L. monocytogenes, Salmonella sp.,

S. aureus e Lactobacillus sakei;

Associar a ocorréncia dos patdogenos pesquisados com as populacdes de

microrganismos indicadores de higiene e BAL;

Caracterizar a natureza protéica das substancias antimicrobianas produzidas pelas
BAL identificadas como antagonistas, considerando sua sensibilidade em relagao

a diferentes enzimas proteoliticas;

Promover a identificacdo molecular das culturas de BAL caracterizadas como

bacteriocinogénicas através de sequenciamento genético;

Detectar a presenga de genes codificadores de nisina nas culturas de BAL

antagonistas identificadas como Lactococcus lactis subsp. lactis;

Agrupar as culturas de BAL seqiienciadas de acordo com seu perfil filogenético,

e associa-las as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de antagonismo.
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CAPITULO 1: Qualidade e seguranca microbioldgica de leite cru e queijo
minas frescal e deteccéo de bactérias acido laticas autoctones com atividade
antagonista em relacdo a Listeria monocytogenes, Salmonella sp. e

Staphylococcus aureus

Microbiological quality and safety of raw milk and soft cheese and detection of
autochthonous lactic acid bacteria with antagonistic activity against Listeria

monocytogenes, Salmonella sp. and Staphylococcus aureus.
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Resumo

Considerando as interagdes microbianas que ocorrem naturalmente em alimentos,
esse estudo teve como objetivos a caracterizagdo da qualidade e seguranca
microbiologica de leite cru e queijo minas frescal, verificando possiveis associagdes
entre suas diferentes populagdes microbianas, e a presenca de bactérias acido laticas
(BAL) com atividade antagonista em relagdo a patdgenos. Trinta e seis amostras de
leite cru e 18 de queijo minas frescal foram coletadas na regido de Vigosa, MG e
submetidas a pesquisa de aerobios mesofilos (AM), coliformes totais (CT),
Escherichia coli, BAL, Estafilococos coagulase positivos (ECP), Listeria
monocytogenes e Salmonella sp. Trezentos e oitenta € nove culturas de BAL foram
aleatoriamente selecionadas e submetidas a teste de antagonismo contra L.
monocytogenes, S. aureus, S. Typhimurium e Lactobacillus sakei. As amostras
apresentaram resultados indicativos de defiéncias higiénicas com 66,6%, 68,5% e
90,7% de AM, CT e BAL, respectivamente, além de altos e significativos indices de
correlagio entre essas populagdes. Foram observadas populagdes de até 10° UFC/mL
ECP ¢ E. coli, além de auséncia de Salmonella sp. e L. monocytogenes. Grande parte
das amostras analisadas apresentou culturas de BAL com atividade antagonista
contra os microrganismos-alvo estudados, exceto contra S. Typhimurium. Os
resultados obtidos indicam o potencial antimicrobiano da microbiota autoctone das
amostras analisadas, o que pode interferir diretamente na sobrevivéncia e

desenvolvimento dos microrganismos patogénicos pesquisados

Palavras-chave: leite, queijo, qualidade, seguranca, bactérias acido laticas,

antagonismo.
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Abstract

Considering the microbial interaction that naturally occur in foods, the presented
study had as objectives the characterization of microbiological quality and safety of
raw milk and soft cheese verifying possible associations between microbial
populations, and the detection of lactic acid bacteria (LAB) with antagonistic activity
against pathogens. Raw milk (n = 36) and raw milk soft cheese (n = 18) samples
were collected in Vigosa region, MG and submitted to research of mesophilic
acrobes, total coliforms, Escherichia coli, LAB, coagulase positive Staphylococcus
(CPS), Listeria monocytogenes and Salmonella sp. 389 LAB cultures were randomly
selected and submitted to antagonistic tests against L. monocytogenes, S. aureus, S.
Typhimurium and Lactobacillus sakei. The samples presented indicative results
hygienic deficiency with 66,6%, 68,5% and 90,7% of AM, CT and BAL,
respectively, and also high and significant correlation indexes between these
populations. In addition, it was observed levels of 10° CFU/mL CPS and E. coli, and
absence of Salmonella sp. and L. monocytogenes. Great part of the analyzed samples
presented LAB cultures with antagonistic activity against the studied target-
microorganisms, but except against S. Typhimurium. The obtained results indicate
the antimicrobial potential of the autochthonous microbiota of raw milk and soft
cheese, which can directly hinder the survival and development of the evaluated

pathogenic microorganisms.

Keywords: milk, cheese, quality safety, lactic acid bacteria, antagonism.
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Introducéo

O leite produzido no Brasil ¢ usualmente obtido de fazendas leiteiras
caracterizadas pela baixa tecnologia de producdo e condigdes insatisfatorias de
higiene, resultando em uma producdo com baixa qualidade microbioldgica e com
altas contagens de microrganismos indicadores (Feitosa et al., 2003; Loguercio &
Aleixo, 2001; Carmo et al., 2002; Pereira et al., 1999). Aproximadamente 40% dessa
producdo leiteira ndo sofrem nenhum tipo de fiscalizagdo oficial (Embrapa 2008;
Nero et al., 2008), sendo comercializada como leite fluido e derivados lacteos,
especialmente queijo minas frescal, sem nenhum tratamento térmico.

Devido a possibilidade de contaminacdo por agentes patogénicos nas etapas
de produgdo, estocagem e transporte, a ingestdo de leite cru e seus derivados pode
representar um potencial risco aos consumidores (Oliver et al., 2005). Assim, esses
produtos sdo comumente associados a casos e surtos de toxinfecgdes alimentares
causados por Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli verotoxigénica (Oliver at al., 2005; Vaillant et al., 2005; de Buyser
etal., 2001).

Essas enfermidades sdo reportadas principalmente em paises desenvolvidos,
onde a higiene durante a producdo de leite ¢ altamente controlada, resultando em
uma matéria-prima de boa qualidade microbiolégica (Leclerc et al., 2002; de Buyser
et al., 2001; Guerra et al., 2001; Gaya et al., 1998). Entretanto, quando esses
alimentos apresentam baixa qualidade, o isolamento de patdgenos tende a ser menor
(Nero et al., 2008; Dhanashree et al., 2003; Jay, 1995). Este paradoxo sugere que a
microbiota autoctone do leite cru pode determinar alguma interferéncia no
desenvolvimento de patdgenos, principalmente quando presente em altas
concentragdes (Nero et al., 2008; Dodd et al., 2007).

Os possiveis promotores dessa situagdo sdo as bactérias acido laticas (BAL).
Esses microrganismos sdo constituintes naturais da microbiota de leite e derivados
(Franciosi et al., 2009), e sao capazes de produzir diferentes substancias que possuem
atividade antimicrobiana, como acidos organicos, peroxido de hidrogénio, diacetil,
CO; e bacteriocinas (Deegan et al., 2006; de Martinis, 2003). Assim, durante seu
desenvolvimento nos alimentos, ou mesmo nas diferentes etapas das metodologias
convencionais de isolamento, BAL podem produzir essas substincias e

determinarem a inibi¢ao e destrui¢ao de patdégenos eventualmente presentes.
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Os objetivos desse estudo foram caracterizar a qualidade e seguranca
microbioldgica de leite cru e queijo minas frescal, verificar possiveis associagdes
entre suas diferentes popula¢des microbianas, e detectar BAL naturalmente presentes
na microbiota desses alimentos com atividade antagonista em relacdo a

microrganismos patogénicos.

Material e Métodos

Amostras e diluicéo

Amostras de leite cru (n = 36) foram coletadas em condigdes assépticas de
fazendas leiteiras localizadas no municipio de Vigosa - MG, Brasil, ¢ mantidas sob
refrigeracdo até o momento das andlises, quando foram cuidadosamente
homogeneizadas e submetidas a dilui¢do seriada decimal utilizando NaCl (0,85%).
Amostras de 0,5 a 1 Kg de queijo minas frescal produzido artesanalmente com leite
cru sem adicdo de fermento e sem inspecdo sanitaria (n = 18) foram obtidas em feira
livre, coletadas em embalagens estéreis e mantidas sob refrigeragdo até o momento
das andlises, quando 25 g de cada amostra foram removidas assepticamente e
homogeneizadas com 225 mL de NaCl (0,85%), e submetidas a diluicdo seriada

decimal com o mesmo diluente (Wehr & Frank, 2004).

Caracterizagdo microbioldgica

Aerobios mesofilos (AM). Duas dilui¢des de cada amostra foram selecionadas e 1,0
mL foi semeado em placas Petrifilm™ AC (3M Microbiology, St. Paul, MN, USA)
para enumeragido de aerdbios mesodfilos, com incubagdo a 35 °C por 48 h. As
colonias formadas foram enumeradas e os resultados expressos como Unidades

Formadoras de Colonias/ mL ou g (UFC/mL ou g).

Coliformes totais (CT) e E. coli (EC). Duas diluigdes de cada amostra foram
selecionadas e 1,0 mL foi semeado em placas Petrifilm ™ EC (3M Microbiology)
para a enumeragdo de coliformes totais e E. coli, com incubagdo a 35 °C por 48 h.
As colonias vermelhas e azuis, ambas com gés foram enumeradas como CT e as

azuis com gas como E. coli e os resultados foram expressos como UFC/mL ou g.
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Bactérias acido laticas. Duas dilui¢des de cada amostra foram selecionadas e 1,0 mL
foi plaqueado em duplicata e em profundidade em agar de Mann-Rogosa-Sharpe
(MRS) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, England) para enumeracao de BAL,
com incubagio a 35 °C por 48 h em anaerobiose (Anaerobac, Probac do Brasil, Sdo
Paulo, SP, Brasil). Todas as colonias formadas foram enumeradas e os resultados

expressos como UFC/mL ou g.

Estafilococos coagulase positivos (ECP). Duas diluicdes de cada amostra foram
selecionadas e 0,1 mL foi semeado em duplicata e por superficie em placas contendo
agar Baird-Parker (Oxoid), com incubagdo a 35 °C por 48 h (Wehr & Frank, 2004).
As colonias formadas foram enumeradas e classificadas como tipicas e atipicas,
considerando a morfologia apresentada. De cada amostra, 5 colonias de cada tipo
foram selecionadas aleatoriamente e testadas quanto as provas de catalase, coagulase
e producao de termonuclease (Wehr & Frank, 2004). Considerando os resultados
obtidos, as contagens de ECP foram estimadas e os resultados finais foram expressos

em UFC/mL ou g.

Listeria monocytogenes. A metodologia empregada foi a descrita por Wehr & Frank
(2004) homogeneizando-se 25 mL ou g de cada amostra em 225 mL de caldo de
enriquecimento para Listeria (Oxoid), com incubagdo a 30 °C. Apds 24 e 48 h,
aliquotas da cultura obtida foram estriadas em placas contendo agar Oxford (Oxoid)
e Palcam (Oxoid), e incubadas a 35 °C por 24-48 h. Quando presentes, colonias
suspeitas de Listeria spp. foram submetidas semeadura em placas de Agar Tripticase
de Soja com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE), incubadas a 30° C por 24-48h.
Uma colonia tipica (coloracdo azulada) foi selecionada e semeada em Caldo
Tripticase de Soja com 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE), para a realizagdo das
provas de confirmagdo pelo API-Listeria, e verificacdo de hemolise em agar sangue

para confirmagdo de género e identifica¢do de espécie (Pagotto et al., 2001).

Salmonella sp. A metodologia empregada foi a descrita por Wehr & Frank (2004),
homogeneizando-se 25 mL ou g de cada amostra em 225 mL de caldo Lactosado
(Oxo0id), com incubagdo a 35 °C por 24 h. Em seguida, aliquotas de 1,0 ¢ 0,1 mL
foram transferidas respectivamente para caldos Tetrationato (Oxoid) (35 °C por 24 h)

e Rappapport-Vassiliadis (Oxoid) (42 °C por 24 h). Apos incubagio, aliquotas dos
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dois caldos foram estriadas em placas contendo agar Bismuto Sulfito (Oxoid),
Entérico de Hektoen (Oxoid) e Xilose Lisina Desoxicolato (Oxoid), e incubadas a 35
°C por 24 h. Quando presentes, coldnias suspeitas de Salmonella sp. foram repicadas
em tubos contendo agar Triplice Acgucar Ferro (BD - Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD, USA) e Lisina Ferro (BD), e incubados a 35 °C por 24 h.
Resultados indicativos de Salmonella sp. foram confirmados por testes sorologicos

utilizando antisoros polivalentes somatico e flagelar (Probac).

Atividade antagonista de BAL naturalmente presentes em leite cru e queijo minas
frescal

Culturas referéncia. Culturas de L. monocytogenes ATCC 7644, Salmonella
Typhimurium ATCC 41028, S. aureus ATCC 14458, Lactobacillus sakei ATCC
15521 e Lb. sakei 2a foram mantidas sob refrigeragdo em tubos contendo agar
Tripticase de Soja (TSA) (Oxoid) ou MRS (Oxoid). Os Lactobacillus foram
utilizados como controle positivo, o primeiro sendo conhecido como sensivel a
substancias antagonistas e o segundo como produtor de bacteriocina. No momento de
uso, as culturas purificadas foram recuperadas em caldo Tripticase de Soja (TSB)
(Oxo0id) ou MRS (35 °C por 24 h) e diluidas em TSB ou caldo MRS até atingirem
uma turbidez semelhante a escala 1 de McFarland (3x10® UFC/mL).

Selecdo de BAL, estocagem e recuperagdo. A partir das placas de MRS obtidas para
contagens de BAL, 6 a 10 colonias foram aleatoriamente selecionadas por amostra.
Assim, 389 colonias foram estriadas em agar MRS (35 °C por 24-48 h) para
purificagdo, e uma coldnia isolada de cada cultura foi transferida para tubos contendo
caldo MRS (Oxoid) (35 °C por 24 h). As culturas obtidas foram diluidas em caldo
MRS até atingirem uma turbidez semelhante a escala 1 de McFarland (3x10°

UFC/mL).

Atividade antagonista. Aliquotas de 2 pL de cada cultura de BAL selecionada foram
inoculadas na superficie de 4 placas distintas contendo agar M17 (Oxoid), seguido de
incubagdo a 35 °C por 24 h. Em seguida, cada placa recebeu uma sobrecamada de 8
mL de BHI semi-so6lido (contendo agar a 0,8%) (Oxoid) com aproximadamente 10°
UFC/mL de uma das culturas referéncia: L. monocytogenes ATCC 7644, S.
Typhimurium ATCC 14028, S. aureus ATCC 14458 ou Lb. sakei ATCC 15521
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(utilizada como controle positivo de sensibilidade a substincias antagonistas
produzidas por BAL). Apos solidificacdo da sobrecamada, as placas foram incubadas
a 35 °C por 24 h e examinadas quanto a formagdo de halo de inibi¢do ao redor da
cultura de BAL avaliada, indicando sua atividade antagonista em relagdo a cultura
referéncia. Em todas as placas, uma aliquota de 2 uL da cultura de Lb. sakei 2a foi
semeada como controle positivo de BAL produtora de substancias antagonistas (de

Martinis & Franco, 1998).

Analise dos dados

Os resultados obtidos foram categorizados considerando as contagens de
microrganismos indicadores ¢ BAL, e presenca ou auséncia dos patdogenos
pesquisados. As contagens obtidas foram convertidas em log;y € as populagdes de
BAL foram comparadas com AM, CT, EC e ECP por correlagao simples (P < 0.05),
para verificar possiveis associagdes entre esses grupos de microrganismos. As
frequéncias de amostras contendo BAL antagonistas foram calculadas considerando
a atividade inibitoria sobre os microrganismos-alvo que apresentaram sensibilidade
as substancias produzidas. A mesma andlise foi realizada para as culturas de BAL
avaliadas quanto a atividade antagonista. Todas as andlises foram realizadas

utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Resultados e Discussao

As frequéncias das amostras de leite cru e queijo minas frescal
categorizadas de acordo com os niveis de contaminagdo por microrganismos
indicadores de higiene sdo apresentadas na Tabela 1.

A qualidade microbiologica de leite e derivados ¢ usualmente determinada
pela enumeracdo de AM. Quando presentes em concentragdes acima de 100.000
UFC/mL indicam deficiéncias higiénicas significativas na producdo, enquanto
populagdes abaixo de 20.000 UFC/mL refletem boas praticas sanitarias (Chambers,
2002). Coliformes também sao utilizados para avaliar a qualidade de produtos
lacteos, e populagdes maiores que 100 UFC/mL sdo consideradas indicativas de
praticas de producdo inadequadas e contaminagdo ambiental (Chambers, 2002).
Considerando esses valores, os resultados obtidos indicam que grande parte das

amostras de leite cru e queijo minas frescal foram produzidos em condi¢des
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higiénicas insatisfatorias (Tabela 1), o que pode sugerir a presenga de
microrganismos patogénicos (ICMSF, 1988). Resultados semelhantes foram obtidos
por estudos sobre a qualidade de leite e derivados em diferentes regides brasileiras e
outros paises, com caracteristicas similares de producao leiteira (Kongo et al., 2008;
Nero et al., 2008; Arcuri et al., 2006; Chye et al., 2004; Soler et al., 1995).

Apesar de apresentarem altas contagens de microrganismos indicadores de
higiene, as amostras analisadas apresentaram baixas populagdes de E. coli e ECP
(Tabela 1). Em relacdo aos outros microrganismos patogénicos, nenhuma amostra
apresentou Salmonella sp. ou L. monocytogenes. Resultados semelhantes foram
obtidos por Akineden et al. (2008), Kongo et al., (2008), Nero et al. (2008),
Dhanashree et al. (2003) e Cordano & Rocourt (2001), que observaram baixa
incidéncia de patdgenos associado a baixa qualidade microbioldgica em alimentos de
origem animal. Em contrapartida, outros pesquisadores descrevem altas frequéncias
de patogenos em alimentos com baixas contagens de microrganismos indicadores de
higiene (D’Amico et al., 2008; Ghafir et al., 2008; Leclerc et al., 2002; Rudolf &
Sherer, 2001; Guerra et al., 2001). Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que a
microbiota autéctone das amostras analisadas pode ter determinado uma interferéncia
direta na sobrevivéncia e isolamento dos patdégenos pesquisados, como proposto por
Jay (1995, 1996).

A participagdo de BAL na microbiota de produtos lacteos pode ser
considerada relevante, uma vez que esses microrganismos estdo naturalmente
presentes nos ambientes de ordenha e processamento, o que facilita a contaminacao
da matéria-prima e produtos beneficiados e propicia a formag¢do de biofilmes
(Franciosi et al., 2009; Casalta & Montel, 2008). Os resultados obtidos confirmam
essa contribuicdo de BAL na microbiota das amostras analisadas, uma vez que 34
amostras de leite cru (94,4%) apresentaram contagens acima de 10° UFC/mL e 15
amostras de queijo minas frescal (83,3%) acima de 10° UFC/g (Tabela 1). Ainda,
quando comparadas, as populagdes de BAL e microrganismos indicadores de higiene
apresentaram indices positivos e significativos de correlacdo (Tabela 2), indicando
aumento proporcional desses grupos na microbiota de leite cru e queijo minas frescal
(Han et al., 2007; Loépez-Diaz et al., 2000). Apesar de serem considerados
importantes microrganismos deteriorantes em produtos lacteos (Galia et al., 2009),
varias BAL s3o capazes de produzir diferentes substincias com atividade

antimicrobiana (Riley & Wertz, 2002; Ross et al., 2002), interferindo principalmente
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Tabela 1. Frequéncias de leite cru e queijo minas frescal produzidos com leite cru por diferentes niveis de aerobios meso6filos (AM), coliformes

totais (CT), Escherichia coli (EC), bactérias acido laticas (BAL) e Estafilococos coagulase positivos (ECP).

Amostras Contagens AM CT EC BAL ECP
(CFU/ml or g) % % % % %
Leite cru até 10° 2,8 42,7 94,4 0 52,8
10% to 10° 0 22,2 5,6 5,6 13,9
10° to 10* 11,1 11,1 0 44.4 11,1
10* to 10° 36,1 8,3 0 19,4 16,7
10° to 10° 27,8 11,1 0 22,2 5,6
maior que 10° 222 0 0 8,3 0
Queijo minas frescal até 10* 0 16,7 44.4 16,7 94.4
10* to 10° 0 5,6 38,9 0 5,6
10° to 10° 0 33,3 16,7 11,1 0
10° to 10’ 11,1 33,3 0 33,3 0
107 to 10° 50,0 11,1 0 38,9 0
maior que 10° 38,9 0 0 0 0
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no desenvolvimento de patdogenos e contribuindo para a seguranca microbioldgica
nesses alimentos.

A metodologia empregada para deteccdo da atividade antagonista permitiu a
identificacdo de BAL autoctones de leite cru e queijo minas frescal com capacidade
de produzir diferentes substancias antimicrobianas. Considerando esses resultados,
foram observadas altas frequéncias de amostras contendo BAL com potencial
antagonista, principalmente contra L. monocytogenes e Lb. sakei (Tabela 3).
Especificamente em relacdo as culturas de BAL, ¢ possivel verificar atividade
antimicrobiana simultanea a mais de um microrganismo sensivel, e que a maioria
apresentou atividade antagonista também contra L. monocytogenes e Lb. sakei
(Tabela 4). Nao foi verificada atividade antagonista em relacdo a S. Typhimurium.
Associados as altas contagens de BAL obtidas (Tabela 1), esses resultados indicam a
capacidade de interferéncia de BAL naturalmente presentes na microbiota de leite
cru e queijo minas frescal sobre os microrganismos Gram positivos avaliados, como
sugerido por Jay (1995, 1996) e Nero et al. (2008).

A acdo antagonista de BAL naturalmente presentes na microbiota de
alimentos de origem animal ja foi descrita previamente, com atividade
antimicrobiana principalmente em relagdo a patogenos Gram positivos. Benkerroum
et al. (2000) identificou altas frequéncias de BAL isoladas de produtos lacteos com
atividade antimicrobiana contra diversos patdégenos, como L. monocytogenes.
Coventry et al. (1997) demonstrou que amostras de leite e derivados apresentam alta
porcentagem de BAL produtoras de bacteriocinas, com atividade contra L.
monocytogenes 4A e S. aureus. Jones et al. (2008), Davila et al. (2006) e Schillinger
& Liicke (1989) isolaram vérias culturas de BAL de produtos carneos, e verificaram
que apresentam atividade antagonista contra um ou mais patégenos. Especificamente
em relacdo a microrganismos Gram negativos, a presenca da dupla camada lipidica
externa impede a interacdo de substdncias antagonistas especificas, como
bacteriocinas, com a parede ¢ membrana plasmatica (Cotter et al., 2005), entretanto,
ha trabalhos onde a auséncia de Salmonella ¢ relatada frente a bacteriocinas, o que
pode talvez explicar a auséncia ou menor frequéncia de BAL antagonistas contra
patogenos como Salmonella sp. e E. coli (presente estudo, Nero et al., 2008;
Castellano et al., 2008; Bromberg et al., 2006; Neto et al., 2005; Brashears & Durre,
1999; Coventry et al., 1997; Schillinger & Liicke, 1989). Mas ainda niao pode ser

descartada a possivel presenca de outros tipos de outras substdncias antagonistas
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Tabela 2. Parametros de correlagdo entre bactérias acido laticas (BAL) e contagens de aerobios mesofilos (AM), coliformes totais (CT),

Escherichia coli (EC) e Estafilococos coagulase positivos (ECP) obtidos de amostras de leite cru e queijo minas frescal produzidos com leite cru.

Comparagdo (x:y) n r r P a b vm
Todas as amostras
BAL: AM 49 0,93 0,87 0,00 1,12 -1,46 0,52
BAL: CT 41 0,88 0,78 0,00 0,80 2,42 1,90
BAL: EC 9 0,88 0,77 0,00 1,09 2,13 2,98
BAL: ECP 19 0,40 0,16 0,09 0,62 2,29 1,39
Leite cru
BAL: AM 31 0,80 0,64 0,00 0,84 -0,07 0,53
BAL: CT 27 0,38 0,14 0,05 0,31 3,39 2,04
BAL: EC 7 0,24 0,06 0,60 0,35 3,16 2,61
BAL: ECP 16 0,57 0,32 0,02 0,47 2,31 0,47
Queijo minas frescal
BAL: AM 18 0,78 0,61 0,00 1,41 -3,65 0,50
BAL: CT 14 0,62 0,39 0,02 0,51 4,50 1,64
BAL: EC -- -- -- -- -- -- --
BAL: ECP 3 0,97 0,95 0,15 1,52 1,56 6,33

n: namero de repeticdes, r: indice de correlacao, r’: coeficiente de determinagdo, P: nivel de significancia, a: inclinagdo, b: intercepto, vm:

varidncia média. Valores de P maior que 0.05 indicam indices de correlagdo ndo significativos.
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contra Gram negativos nao estudadas nesse trabalho, assim como a dificuldade de

recuperacdo desse microrganismo na metodologia utilizada.

Tabela 3. Frequéncias de amostras de leite cru e queijo minas frescal feito de leite
cru que apresentaram bactérias acido laticas autdctones com atividade antagonista
contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium e

Lactobacillus sakei.

Microrganismo alvo Leite cru Queijo minas
n (%) n (%)
Listeria monocytogenes 16 (44,4) 11(61,1)
Staphylococcus aureus 5(13,8) 2(11,1)
Lactobacillus sakei 12 (33,3) 8 (44.,4)
Total 36 18

n: nimero de amostras.

Tabela 4. Frequéncias de culturas de bactérias acido laticas isoladas de amostras de
leite cru e queijo minas frescal produzido com leite cru com atividade antagonista

contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, e Lactobacillus sakei.

Microrganismo sensivel* Frequéncia n (%) Total
Queijo minas n (%)
Lb. sakei L. monocytogenes S. aureus Leite cru frescal
+ - - 4 (7) 0 (0) 4 (5)
+ + - 22 (40) 18 (67) 40 (49)
+ + + 12 (22) 3(11) 15 (18)
- - + 2(4) 0(0) 2(2)
+ - + 1(2) 0(0) 1(1)
- + - 14 (25) 6 (22) 20 (24)
Total 55 (100) 27 (100) 82 (100)

* Padrao de sensibilidade observado. +: inibicdo, -: auséncia de inibi¢dao, n: nimero

de culturas com padrao de sensibilidade; n: nimero de cultura testada
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A presenga de BAL antagonistas como parte da microbiota autoctone das
amostras analisadas pode explicar a auséncia de L. monocytogenes, assim como as
baixas populacdes de S. aureus, como sugerido por Topisirovic et al. (2006). Além
de determinarem uma inibi¢do direta nos proprios alimentos, BAL antagonistas
podem comprometer a multiplicagdo e isolamento adequados de patogenos nas
diferentes etapas das metodologias convencionais de isolamento (Nero et al., 2008;
Suh & Knabel, 2001; Vlaemynck & Moermans, 1996), o que pode também explicar
os resultados negativos obtidos nesse estudo. Entretanto, a baixa contaminagdo
desses patdogenos nas diferentes etapas da produgdo de leite também ndo deve ser
descartada. Da mesma forma que ocorre nos alimentos, BAL e outros
microrganismos presentes no ambiente de produgcdo podem exercer atividade
inibitoria sobre patdogenos eventualmente presentes, reduzindo as chances de
contaminag¢do (Holzapfel et al., 2001).

Apesar das amostras analisadas apresentarem baixa qualidade
microbioldgica, foi constatada a auséncia de L. monocytogenes ¢ Salmonella sp. e
baixas contagens de S. aureus. Essa caracteristica pode ser explicada pela importante
participagdo de uma microbiota previamente presente nas amostras, além da
capacidade de BAL possuir potencial de producao de substancias antimicrobianas,

principalmente contra patégenos Gram positivos.
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Capitulo 2: Producéo de bacteriocinas e identificacdo molecular de bactérias
acido laticas naturalmente presentes na microbiota de leite cru e queijo minas

frescal.

Bacteriocins production and molecular identification of naturally occurring lactic

acid bacteria in raw milk and soft cheese microbiota.
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Resumo

Bactérias acido laticas (BAL) vém sendo utilizadas na induastria de alimentos na
producdo de alimentos fermentados, como probidticos e tem importancia especial
devido sua habilidade em produzir substidncias com potencial antimicrobiano a
patdgenos Gram positivos e microrganismos deteriorantes, como bacteriocinas. Os
objetivos desse estudo foram identificar espécies de BAL bacteriocinogénicas
naturalmente presentes em leite cru e queijo minas frescal, verificando os efeitos de
enzimas proteoliticas sobre sua atividade antimicrobiana, e detectar a presenca de
genes codificadores de nisina em culturas identificadas como Lactococcus lactis.
Trezentos e oitenta nove BAL foram isoladas de amostras de leite cru e queijo minas
frescal e submetidas a detec¢do de atividade bacteriocinogénica contra Listeria
monocytogenes. Das 58 (14,9%) culturas identificadas como antagonistas, 20 foram
selecionadas e a natureza protéica das substancias antagonistas produzidas foi
confirmada por testes enzimaticos. Ainda, essas culturas foram submetidas a
identificag@o por sequenciamento genético, sendo 2 identificadas como Lactobacillus
plantarum e 18 como Lc. lactis subsp. lactis. Em 7 culturas foram detectados genes
responsaveis pela codificagdo de nisina. As culturas bacteriocinogénicas
identificadas apresentaram grande variabilidade na produgcdo e atividade de
bacteriocinas, mesmo possuindo perfil genético bastante similar. Os resultados
obtidos indicam a necessidade de metodologias moleculares e fenotipicas para
caracterizacdo adequada de culturas de BAL bacteriocinogénicas, € o potencial
dessas culturas em serem utilizadas como ferramentas para garantia de seguranca

alimentar.

Palavras-chave: leite, queijo, bactérias acido laticas, bacteriocinas, nisina
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Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) are being used by food industries due to their ability in
producing metabolites, like bacteriocins, with antimicrobial activity against Gram
positive pathogens and spoilage microorganisms. The objectives of this study were
identify naturally occurring bacteriocinogenic LAB in raw milk and soft cheese,
verifying their sensitivity to proteolytic enzymes, and detect the presence of nisin
codifiers genes in cultures identified as Lactococcus lactis. 389 LAB cultures were
isolated from raw milk and soft cheese samples, and submitted to the detection of
bacteriocins production against Listeria monocytogenes. From 58 (14.9%) LAB
cultures identified as antagonistic, 20 were randomly selected and submitted to
enzymatic tests in order to confirm the proteinaceous nature of antimicrobial
substances. Still, these cultures were submitted to genetic sequencing being
identified as Lactobacillus plantarum (2) and Lc. lactis subsp. lactis (18). Nisin
genes were identified by polymerase chain reaction in 7 of these cultures. The
identified bacteriocinogenic cultures presented high variability in production and
activity of the bacteriocins, even when they shared high genetic similarity. The
obtained results indicate the need of molecular and phenotypic methodologies to an
adequate characterization of bacteriocinogenic LAB, and the potential use of these

cultures as tools for provide food safety.

Keywords: milk, cheese, lactic acid bacteria, bacteriocins, nisin
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Introducéo

Bactérias acido laticas (BAL) vém assumindo grande importdncia na
industria de alimentos ¢ em satde publica por seu potencial antagonista contra
microrganismos patogénicos e deteriorantes. Essa atividade ocorre devido ao
crescimento competitivo com outros microrganismos nos alimentos, potencializado
pelos efeitos inibitorios de seus metabolitos (de Martinis et al.,, 2003b; Adams &
Mitchell, 2002; Carr et al., 2002; Stiles, 1994). O seu principal metabdlito, o acido
latico, gera no alimento uma acidez que usualmente nao ¢ favoravel a multiplicagdo e
sobrevivéncia de bactérias Gram positivas e negativas (Ross et al., 2002). Ainda,
BAL produzem uma série de outras substancias com potencial antimicrobiano, como
o peroxido de hidrogénio, CO,, diacetil e as bacteriocinas (Leroy & de Vuyst, 2004;
de Martinis et al., 2003a; Carr et al., 2002; Salama et al., 1995; Stiles, 1994; El-
Gazar et al., 1992; Lewus & Montville, 1991; Thuault et al., 1991). Dentre estas
substancias, as bacteriocinas sdo as mais estudadas pela importancia na aplicagdo em
industrias de alimentos como bioconservantes (Castellano et al., 2008; de Martinis et
al., 2003a; Carr et al., 2002).

As bacteriocinas, em especial, sdo proteinas biologicamente ativas e
caracterizadas por possuirem atividade antimicrobiana contra um grupo especifico de
microrganismos sensiveis (Carr et al., 2002; Lewus & Montville, 1991; Thuault et
al., 1991), especialmente patogenos como Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus (Sobrino-Lépez & Martin-Belloso, 2008). Devido a sua natureza protéica, as
bacteriocinas sdo sensiveis a acdo de proteases, podendo ser comprovada através de
testes de inibicdo especificos (van Reenen et al., 1998; Montville & Kaiser, 1993;
Lewus & Montville, 1991; Lewus et al., 1991; Harris et al., 1989).

Uma grande variedade de espécies de BAL ja foi identificada como
produtoras de diferentes bacteriocinas (Cotter et al., 2005; Chen & Hoover, 2003).
Algumas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, por exemplo, sdo capazes de
produzir nisina, a bacteriocina atualmente mais conhecida e estudada (Casalta &
Montel, 2008; Cleveland et al., 2001), e a Unica que possui o status de seguranca
GRAS (generally recognized as safe) (Deegan et al., 2006; Cooter et al., 2005; Chen
& Hoover, 2003).

A expressdo de nisina e outras bacteriocinas ¢ mediada por genes (Chen &

Hoover, 2003) e muitos deles ja foram totalmente descritos (Todokoro et al., 2006;
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Maldonado et al., 2003; van Reenen et al., 2003; Li & O’Sullivan, 2002; Jack et al.,
1995). Para a descrigdo desses genes, 0 sequenciamento genético ¢ uma importante
ferramenta utilizada, sendo também indispenséavel para a identificagdo precisa de
novas culturas de BAL bacteriocinogénicas (Mohania et al., 2008; Nes & Johnsborg,
2004; Holzapfel et al., 2001). Associada a essas metodologias moleculares, as
metodologias convencionais de deteccdo de bacteriocinas sdo também importantes,
pois demonstram a capacidade das BAL identificadas em produzir as substancias
antagonistas de interesse, além de identificar possiveis fatores interferentes em sua
atividade (Chen & Hoover, 2003).

Embora haja boa disponibilidade de informagdes sobre a atividade de BAL
em diferentes tipos de alimentos (Carvalho et al., 2006; de Martinis et al., 2003a; de
Martinis & Freitas, 2003; Giraffa, 2003; Heikkild & Saris; 2003; Issa & Ryser, 2000;
Lewus et al, 1991; Thuault et al., 1991), ainda nao existem dados comprovando se
essa atividade inibitdéria ocorre naturalmente em leite cru. Assim, os objetivos desse
estudo foram identificar culturas de BAL bacteriocinogénicas naturalmente presentes
em leite cru e queijo minas frescal, verificando os efeitos de enzimas proteoliticas
sobre sua atividade antimicrobiana, e detectar a presenga de genes codificadores de

nisina em isolados identificados como Lc. lactis.

Material e Métodos

Coleta de amostras e isolamento de bactérias acido laticas

Amostras de leite cru (n = 36) e queijo minas frescal produzido com leite cru (n =
18) foram coletadas em condicdes assépticas de fazendas leiteiras e feira livre no
municipio de Vigosa - MG, Brasil, ¢ mantidas sob refrigeracdo até as analises,
quando foram cuidadosamente homogeneizadas e submetidas a diluicdo seriada
decimal utilizando NaCl (0,85%) (Wehr & Frank, 2004). Dilui¢cdes das amostras
foram semeadas em profundidade em 4gar de Mann-Rogosa-Sharpe (MRS) (Oxoid
Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) e incubadas a 35 °C por 48 h em
anaerobiose (Anaerobac, Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), para isolamento

de BAL.
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Atividade antagonista de BAL naturalmente presente nas amostras

Culturas referéncia. Culturas de L. monocytogenes ATCC 7644, Lactobacillus sakei
2a e Lc. lactis subsp. lactis DY 13 (Lyofast Dry DY 13, Prime Pharma CC, Gordons
Bay, Africa do Sul) foram mantidas sob refrigeragio em tubos contendo agar
Tripticase de Soja (TSA) (Oxoid) ou MRS (Oxoid). No momento de uso, as culturas
purificadas foram recuperadas em caldo Tripticase de Soja (TSB) (Oxoid) ou MRS
(35 °C por 24 h) e diluidas em TSB ou caldo MRS até atingirem uma turbidez
semelhante a escala 1 de McFarland (3 x 108 UFC/mL).

Selecdo de BAL, estocagem e recuperagdo. A partir de diferentes amostras semeadas
em agar MRS, 389 colonias foram aleatoriamente selecionadas, purificadas em agar
MRS (35 °C por 24-48 h em aerobiose), liofilizadas a -80 °C ¢ estocadas. Para a
realizacdo do teste de antagonismo, as culturas estocadas foram recuperadas em
caldo MRS (Oxoid) (35 °C por 24 h em aerobiose), € apds confirmacdo da pureza em
agar MRS (35 °C por 24-48 h), uma colonia isolada foi semeada em caldo MRS (35
°C por 24 h). As culturas obtidas foram diluidas em caldo MRS até atingirem uma

turbidez semelhante a escala 1 de McFarland (3 x 10° UFC/mL).

Deteccdo da atividade bacteriocinogénica. Aliquotas de 2 pL das culturas
recuperadas foram inoculadas em placas contendo 10 mL de 4gar infusdo de cérebro
e coragao (BHI) (Oxoid) adicionado de uma solug¢ao de catalase (Sigma, St. Louis,
MO, USA) na concentragdo final de 100 UI/mL e incubadas a 30 °C por 24 h. Nessa
etapa, a producdo de 4cidos foi minimizada pela utilizacdo de BHI, ja que este meio
contém pequena porcentagem de agucar e diminui a possibilidade de fermetagdo e
consequente formacgdo de acidos (Harris et al., 1989) e a eventual produgdo de
peroxido de hidrogénio foi destruida pela catalase adicionada (Moreno et al., 1999;
Corsetti et al., 1996). Apds incubagdo, cada placa recebeu uma sobrecamada de 8 mL
de BHI semi-sélido (contendo agar a 0,8%) contendo aproximadamente 10° UFC/mL
da cultura de L. monocytogenes. Apos solidificacdo, as placas foram incubadas a 35
°C por 24 h e examinadas quanto a formag¢do do halo de inibi¢do ao redor da cultura
inoculada, sugerindo atividade bacteriocinogénica da cultura testada. Em todas as
placas, uma aliquota de 2 pL da cultura de Lb. sakei 2a foi semeada como controle

positivo de BAL bacteriocinogénica (de Martinis & Franco, 1998). As culturas
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identificadas como bacteriocinogénicas foram caracterizadas quanto a producdo de

catalase e morfologia (coloragdo de Gram)

Confirmacao da atividade bacteriocinogénica. Considerando os resultados obtidos no
teste de antagonismo, 20 culturas supostamente bacteriocinogénicas que
apresentaram os maiores halos foram selecionadas aleatoriamente de diferentes
amostras para a confirmacdo da natureza protéica das substincias antagonistas
produzidas, de acordo com metodologia descrita por Lewus et al. (1991) com
modifica¢des. Colonias isoladas das culturas de BAL selecionadas foram semeadas
em caldo MRS e incubadas a 25 °C por 24 h em aerobiose. Aliquotas de 2 puL de
cada cultura foram semeadas em 5 repeticdes em placas contendo 10 mL de agar
MRS modificado (contendo dextrose a 5%), e incubadas a 25 °C por 24 h em
anaerobiose (Anaerobac, Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Apos a incubagao,
um orificio de 2 mm de didmetro foi feito no agar a 0,5 cm de distancia de cada
coldonia formada, sendo cada um preenchido com 20 pL de solugdo (20 mg/mL) de
uma das das seguintes enzimas (Sigma): pepsina (de mucosa de estomago de suinos),
a-quimotripsina (de pancreas de bovino), proteinase K (de Tritirachium album) e
tripsina (de pancreas de bovino). Ainda, 20 uL de 4gua destilada estéril foram
adicionados em um dos pogos como controle negativo. Apos 30 min em temperatura
ambiente (absor¢do e difusdo), cada placa recebeu uma sobrecamada de 8 mL de
BHI semi-sélido (contendo agar a 0,8%) contendo aproximadamente 10° UFC/mL da
cultura de L. monocytogenes, e incubadas a 35 °C por 24 h. A confirmagdo da
producdo de bacteriocinas pelas culturas foi confirmada pela sensibilidade a uma ou
mais enzimas testadas, identificada pela formac¢do de um halo em formato de meia

lua.

Analises genéticas das culturas de BAL bacteriocinogénicas

Reagdo em cadeia de polimerase (PCR). Foi realizada uma identificagdo molecular
inicial para a certificagdo do grupo BAL através na regido conservada do gene 16S
rRNA (Kullen et al., 2000). Para isso, uma coldnia de cada cultura foi recuperada em
caldo MRS (35 °C por 24 h) e ap6s incubagéo, 1 mL foi microcentrifugado por 5 min
a 6000 g, o sobrenadante foi removido e o pellet processado para a extragdo de DNA
por fervura segundo Pospiech & Neumann (1995). Para a PCR foi utilizado o kit

[llustra™ PureTaq Ready-to-go PCR beads (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK).
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Os oligonucleotideos utilizados foram o plb16 (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
3’) e mlbl6 (5° GGCTGCTGGCACGTAGTTAG 3’) (Kullen et al., 2000), que
amplificam um fragmento de 500 pb da regido conservada do gene 16S rRNA.
Foram utilizados também: marcador de peso molecular de 100 pb e agua como
controle negativo e Lc. lactis subsp. lactis DY 13 como positivo. O termociclador foi
programado por 5 min a 94 °C (desnaturacgao inicial) e 35 ciclos de 15 s a 94 °C
(desnaturagdo), 15 s a 55 °C (anelamento), 1 min a 72 °C (extensdo) e 10 min a 72
°C (extensao final). Os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese em gel

de agarose 1,0% (w/v) e revelados em brometo de etidio.

Sequenciamento e andlises das sequéncias de nucleotideos. Os produtos de PCR
obtidos foram purificados com o kit Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up System
(Promega Corp., Madison, WI, USA) e submetidos ao sequenciamento automatico
utilizando a metodologia adaptada de Sanger et al. (1977), realizado pela empresa
Macrogen Inc. (Seul, Coréia). As sequéncias de nucleotideos obtidas foram
comparadas com sequéncias previamente depositadas no GenBank, utilizando o
programa “Basic Alignment Search Tool” (BLAST), disponivel em ‘“National
Institute of Health-NCBI” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ainda, as sequéncias
foram agrupadas de acordo com seus perfis genéticos utilizando o Software MEGA
4.0 (Tamura et al., 2007), pelo método de neighbour-joining com correg¢do Poisson.
As analises de associag@o foram realizadas por 1000 bootstrap. A sequéncia parcial
do gene 16S rRNA de Lb. acidophillus ATCC 4356 (nimero de acesso: M58802) foi

utilizada na constru¢do do agrupamento externo da arvore filogenética.

Identificacdo de genes para nisina. As culturas identificadas como Lc. lactis subsp.
lactis foram pesquisadas quanto a presenga de genes responsaveis pela codificagdo
de nisina. O DNA das culturas foi extraido utilizando-se o kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega). As sequéncias de oligonucleotideos (Quadro 1)
utilizados e os ciclos de amplificagdo da PCR foram utilizados segundo Espeche et
al. (2008). As combinagdes dos oligonucleotideos foram nisAfl/nisAr2 (~160 pb),
nisAf2/nisBr3 (~270 pb) e nisAfl/nisBr3 (~430 pb). Foi utilizado o kit Illustra™
PureTaq Ready-to-go PCR beads (GE Healthcare, UK) e o termociclador foi
programado por 4 min a 94 °C (desnaturacgdo inicial) e 30 ciclos de 30 s a 94 °C

(desnaturacgao), 30 s a 49 °C (anelamento), 45 s a 72 °C (extensdo) e S min a 72 °C
54



(extensao final). Os produtos das reagdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,0% (w/v) e revelados em brometo de etidio. A cepa Lc. lactis subsp. lactis

DY 13 foi utilizada como controle positivo.

Quadro 1. Sequéncias de oligonucleotideos utilizados na detec¢ao por reagdo em

cadeia da polimerase de gene relacionado a produgdo de nisina (Espeche et al., 2008)

Oligonucleotideos Sequéncia de oligonucleotideos
nisAfl 5" AAA ATG AGT ACA AAA GATTTY AAC 3’
nisBr3 5" TGC ATA ACA TCA TAG AGT TTA GG 3’
nisAf2 5" TTC ACG TAA GCA AATAACCA ¥
nisAr2 5" TGG TTA TTT GCT TAC GTG AA 3’
*Y: A/C/T/G

Resultados e Discussao

A atividade antagonista foi avaliada considerando a provavel produgdo de
bacteriocinas produzidas por BAL, sendo observada a presenca de 58 (14,9%)
culturas supostamente bacteriocinogénicas com atividade contra L. monocytogenes.
Em um estudo similar, Coventry et al. (1997) encontraram uma alta porcentagem de
culturas produtoras de bacteriocinas com atividade contra o mesmo patdgeno em
amostras de leite e queijo. Ainda, varios trabalhos demonstram o antagonismo de
BAL isoladas de diferentes alimentos contra L. monocytogenes (Benkerroum et al.,
2000; Rodriguez et al., 2000; Winkowski et al., 1993; Schillinger & Liicke, 1989),
indicando o potencial uso de bacteriocinas no controle desse patogeno.

Conforme as caracteristicas genuinas de BAL (de Martinis, et al., 2003a;
Axelsson, 2004), todas as culturas isoladas apresentaram resultados negativos para o
teste da catalase e foram classificadas como Gram positivos. A morfologia
predominante foi de cocos (55; 94,8 %) sobre bacilos (3; 5,2 %), como observado
por Franciosi et al. (2009).

A partir das culturas identificadas como antagonistas, 20 (18 cocos e 2
bacilos) foram selecionadas e submetidas a testes enzimaticos a fim de confirmar a
natureza protéica e, conseqiientemente, bacteriocinogénica das substancias

antimicrobianas produzidas. A maioria das culturas produziu extratos que
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apresentaram sensibilidade as enzimas, confirmando a capacidade de produzir
bacteriocinas (Tabela 1). Nenhuma cultura produziu substincias antimicrobianas
sensiveis a pepsina, como ja observado em estudos similares por de Martinis et al.
(2003b) e Benkerroum et al. (2000). A metodologia utilizada n3o permitiu a
identificacdo de sensibilidade as enzimas em apenas 3 culturas, devido a formacao de
um halo de inibi¢gdo muito pequeno no momento das andlises. Nessas culturas pode
ter ocorrido perda da atividade antimicrobiana, esse evento ja foi anteriormente

relatado por Hoover & Steenson (1993).

Tabela 1. Padrao de sensibilidade enzimatica de substancias anitmicrobianas produzidas

por culturas de bactérias 4cido laticas isoladas de leite cru e queijo minas frescal.

Sensibilidade as enzimas n
proteinase K tripsina o--quimotripsina pepsina

- + + - 7

+ - - - 3

- + + - 3

- - + - 2

+ - + - 1

- + - _ 1

ND ND ND ND 3

ND: nao detectada.

A variagdo de sensibilidade de bacteriocinas a diferentes enzimas ¢
importante para verificar o potencial de utilizacdo dessas culturas no controle de
patdgenos em alimentos. Em leite fermentado, Streptococcus bovis J2 40-2 produziu
substancias antimicrobianas sensiveis a proteinase K, tripsina, e pepsina (Rashid et
al., 2008). Lactobacillus curvatus IFPL 105 isolado de leite de cabra apresentou
sensibilidade a a-quimotripsina, proteinase K e pancreatina, e resisténcia a tripsina e
pepsina (Casla et al., 1996). Tiikel et al. (2007) identificou uma bacteriocina
produzida por Lc. lactis subsp. lactis MC 38 que é completamente inativada por
proteinase K e a-quimotripsina. Benkerroum et al., (2000) isolou trés cepas distintas
de Lc. lactis subsp. lactis com perfis diferentes de sensibilidade a tripsina, porém
todas foram sensiveis a a-quimotripsina e pronase e resistentes a catalase e pepsina.

Mesmo com a impossibilidade de detectar a sensibilidade as proteases de

alguns extratos, todas as 20 culturas foram submetidas a PCR baseadas na regido
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conservada do gene 16S rRNA (Kullen et al., 2000) (Figura 1) e submetidas ao
sequenciamento genético (Tabela 2), confirmando as caracteristicas morfologicas
avaliadas anteriormente como pertencentes ao grupo das BAL. Apenas duas espécies
foram identificadas, Lc. lactis e Lb. plantarum, divididas em treze isolados distintos.
As amostras de queijo minas frescal produzido com leite cru tiveram a maior
variabilidade dessas cepas, ¢ além de Lc. lactis continham também Lb. plantarum (2,
10%), enquanto as amostras de leite cru apresentaram apenas Lc. lactis (18, 90%)
(Tabela 2). Em um estudo conduzido por Dolci et al. (2008) e Rodriguez et al.
(2000), Lactococcus foi identificado como o género predominante em amostras de
leite cru e queijo em diferentes estagios de maturacdo. A andlise filogenética dos
isolados identificou a presenca de diferentes agrupamentos de culturas com
caracteristicas genéticas similares, mesmo sendo identificadas como diferentes

isolados de Lc. lactis subsp. lactis.

M 01020304050607080910 N M

500 pb —

M 1121314151617 181920 N M

500 pb —p-

Figura 1. Produto de PCR evidenciados por eletroforese em gel de agarose 1%,
utilizando-se o par de oligonucleotideo plb 16 e mlb 16. (M: marcador de 100 pb; N:

controle negativo)
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genéticas obtidas por sequenciamento do gene 16S rRNA.

Tabela 2. Identificagdo de culturas de bactérias acido laticas bacteriocinogénicas isoladas de leite cru e queijo minas frescal e informagdes

Origem Numero de culturas Espécie Cepa Identidade N. GenBank
identificadas
Leite cru 5 Lactococcus lactis subsp. lactis RO37 482/485  AF515226.1
1 Lactococcus lactis subsp. lactis RO37 471/485  AF515226.1
1 Lactococcus lactis subsp. lactis RO37 481/485  AF515226.1
1 Lactococcus lactis subsp. lactis RO37 466/485  AF515226.1
1 Lactococcus lactis subsp. lactis 0711XYBLS  480/484  EU869288.1
Lactococcus lactis SL3 480/484  AY675242.1
Queijo minas 7 Lactococcus lactis subsp. lactis RO37 482/485  AF515226.1
frescal _
1 Lactococcus lactis subsp. lactis RO37 464/485  AF515226.1
1 Lactococcus lactis subsp. lactis 101403 484/491  AE006456.1
1 Lactobacillus plantarum WCFS1 498/505  AL935261.1
1 Lactobacillus plantarum L5 496/501  DQ239698.1
Lactobacillus plantarum L2 496/501  DQ239695.1
Lactobacillus plantarum LP3 496/501  AY675256.1
Lactobacillus plantarum WCEFSI1 496/501  AL935261.1




Lb. plantarum e Lc. lactis subsp. lactis sdo descritos como BAL
bacteriocinogénicas. Lb. plantarum ¢é capaz de produzir diferentes tipos de
plantaricinas, bacteriocinas que apresentam atividade antimicrobiana contra varios
microrganismos, como BAL e Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
sporogenes e algumas espécies da familia Enterobacteriaceaec (Hernandez et al.,
2005; Chen and Hoover, 2003). Lc. lactis subsp. lactis é capaz de produzir varias
bacteriocinas, como a nisina, a bacteriocina melhor caracterizada e indcua (Cooter et
al., 2005; Chen and Hoover, 2003). A nisina por possuir um amplo espectro de agao
contra diferentes microrganismos Gram positivos, como BAL e patégenos como L.
monocytogenes, Clostridium spp. e S. aureus (Chen & Hoover, 2003), é utilizada
como conservante pela industria de alimentos (Cooter et al., 2005).

Metodologias moleculares sdo rotineiramente aplicadas na identificacdo de
BAL, principalmente para estudos de caracterizacdo em microbiota de alimentos
fermentados (Gala et al., 2008; Renye Jr. et al., 2008; Botes et al., 2007; Fortina et
al., 2003). Em estudos de antagonismo essas metodologias sdo extremamente
importantes, pois permitem a identificagdo precisa de BAL isoladas (Mohania et al.,
2008), dos genes conhecidos como codificadores de bacteriocinas ja descritas, e
também de novas sequéncias de genes que codificam novos metabolitos
antimicrobianos (Nes & Johnsborg, 2004). Entre as 18 culturas identificadas como
Lc. lactis subsp. lactis, apenas 7 (31M7, 17M2, 48M5, 54M2, 22M8, 19M3 e 32M3)
apresentaram positividade as rea¢des de PCR para detecgdo de nisina (Figura 2).

A atividade antimicrobiana da nisina e outras bacteriocinas depende do
ambiente, do pH do meio, da resisténcia dos microrganismo patogénicos e das
enzimas envolvidas (Chollet et al., 2008; Castellano et al., 2008). Nisina apresenta
resisténcia a tripsina, a-quimotripsina, catalase e pepsina e sensibilidade a proteinase
k (Chollet et al., 2008; Benkerroum et al., 2000). Considerando os resultados de
caracterizagdo de atividade bacteriocinogénica obtidos (Figura 3), apenas a cultura
32M3 aparentemente produz exclusivamente nisina. Pelos resultados dos testes
enzimaticos, os demais isolados com resultados positivos para nisina (31M7, 17M2,
48M5, 54M2, 22M8 e 19M3) nao demonstraram a producdao dessa substancia ou
produziram também outras bacteriocinas (Figura 3), podendo ter o gene e ndo o

expressar.
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nisAf1 - nisAr2

M N P 01020304 0506 07 08 09 M

N P 10111213 141516 17 18 M

<— 160 pb —»

nisAf2 - nisBr3

M N P 010203040506 070809M MNP 1011 1213 141516 17 18 M

<«— 270pb —»

LAAAL L

nisAf1 - nisBr3

M N P 010203 04 05 06 07 08 09 M

M N P 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M

<— 430 pb —>

Figura 2. Produto de PCR evidenciados por eletroforese em gel de agarose 1%,
utilizando-se os pares de oligonucleotideos codificadores de nisina: nisaf1-nisar2
(~160pb); nisaf2-nisbr3 (~270pb); nisaf1-nisbr3 (~430pb). (M: marcador de 100pb;

N: controle negativo; P: controle positivo)

Associando os resultados da andlise filogenética, identificagdo pelo
sequenciamento genético, perfil enzimatico das bacteriocinas produzidas e presenca
de variagdes do gene para codificagdo de nisina, € possivel observar uma grande
variabilidade entre os isolados (Figura 3). As 11 culturas de Lc. lactis subps. lactis
pertencentes ao maior agrupamento filogenético apresentaram diferencas relevantes
na sensibilidade enzimatica das bacteriocinas produzidas e presenca de genes para
nisina. Os resultados obtidos indicam a capacidade de producdo de outros tipos de
bacteriocinas pelas culturas de Lc. lactis subsp. lactis identificadas, indicando um
amplo espectro de atividade antimicrobiana (Deegan et al., 2006). Esses resultados

indicam que a utiliza¢ao isolada de metodologias convencionais para deteccao de
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Andlise filogenética Cultura Identificagdo Sensibilidade das substancias antagonistas produzidas a enzimas PCR para

Proteinase K Tripsina o-Quimotripsina Pepsina Nisina

{ 48M3 Lactococcus lactis subsp. lactis + - + = B
31M7 5 + + i

62 Lactococcus lactis subsp. lactis E
{ 1TM2 Lactococcus lactis subsp. lactis + + + - +
64 54M1 Lactococcus lactis subsp. lactis + + + E -
03m4 Lactococcus lactis subsp. lactis + - - - -
48M5 Lactococcus lactis subsp. lactis + + + - +
38M2 Lactococcus lactis subsp. lactis ND ND ND ND -
64 04m2 Lactococcus lactis subsp. lactis - + + - -
54M2 Lactococceus lactis subsp. lactis ND ND ND ND +
22M8 Lactococcus lactis subsp. lactis ND ND ND ND +
53M3 Lactococcus lactis subsp. lactis + + + - -
o7 51M8 Lactococcus lactis subsp. lactis + + + - -
46M6 Lactococcus lactis subsp. lactis - - + - -
03M3 Lactococcus lactis subsp. lactis - + - - -
19M3 Lactococcus lactis subsp. lactis - - + - +
24M2 Lactococcus lactis subsp. lactis + + + - -
57 { 52M8 Lactococcus lactis subsp. lactis + + + - -
68 32M3 Lactococcus lactis subsp. lactis + - - - +
[ 43M3 Lactobacillus plantarum — +: + - NR
98 L 53M6 Lactobacillus plantarum + - - - NR
ATCC 4356  Lactobacillus acidophilus NR NR NR NR NR

Figura 3. Agrupamento genético baseado na sequéncia parcial de nucleotideos do Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, identificacdo por
sequenciamento genético, sensibilidade a enzimas e presenca de genes relacionados a codificacdo de nisina de culturas de bactérias acido laticas
bacteriocinogénicas isoladas de leite cru e quejo minas frescal. O comprimento da barra horizontal dos grupos € proporcional a distancia genética
entre os isolados. Os numeros sobre os grupos indicam a porcentagem de repeti¢des da analise de bootstrap na qual as ramificagdes foram
observadas. ND: ndo detectavel. NR: ndo realizado.
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atividade Dbacteriocinogénica ou moleculares para identificacio de genes
codificadores de bacteriocinas pode gerar resultados inconclusivos, pois foi possivel
a identificacdo de culturas sem evidéncia de produg¢do de bacteriocinas, mas
contendo genes codificadores de nisina (54M2 e 22MS8). Virios fatores podem
explicar esses resultados, como a influéncia das condi¢cdes ambientais € nao indugao
de expressdo de genes codificadores de bacteriocinas, que podem ser causados por
mutagdes, perdas ou rearranjos genéticos (Gélvez et al., 2007).

A caracterizagdo de BAL bacteriocinogénicas e suas bacteriocinas ¢ um
importante instrumento para atender a atual tendéncia mundial de consumo de
produtos naturais € minimamente processados. Isso tem estimulado a industria de
alimentos a utilizar bacteriocinas, em conjunto ou ndo com 0s Seus microrganismos
produtores (BAL), na tentativa de reduzir o risco de contaminagdo natural por
patogenos ¢ deteriorantes (de Martinis & Freitas, 2003). Assim, esse estudo
demonstrou a presenca de BAL isoladas de leite cru e queijo minas frescal com
predominio de Lc. lactis subsp. lactis, com capacidade de produzir nisina e outros
tipos de bacteriocinas, com potencial aplicagdo em alimentos para o controle de L.
monocytogenes. Para tal aplicagdo, sdo necessarios mais estudos para esclarecer o

potencial antimicrobiano dessas culturas.
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CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho conclui-se que:

v' As amostras analisadas de leite cru e queijo minas frescal apresentaram baixa
qualidade microbioldgica, devido a altas contagens de microrganismos
indicadores de higiene (aerobios mesofilos, coliformes totais e Escherichia
coli) e bactérias acido laticas (BAL). Entretanto, foi verificada uma relativa
seguranga microbiologica, devido a auséncia de Listeria monocytogenes e
Salmonella sp. ¢ baixas contagens de Estafilococos coagulase positivoss;

v" Foi detectada BAL naturalmente presentes nas amostras com atividade
antagonista em relagdo a L. monocytogenes, S. aureus e Lactobacillus sakei.
Mas em relagdo a Salmonella Typhimurium ndo foi verificada atividade
antagonista;

v" Foi possivel observar uma importante participa¢do de BAL na microbiota das
amostras, e conseqiiente interferéncia no isolamento de patdogenos Gram
positivos devido a producao de substancias antimicrobianas;

v As substancias antimicrobianas produzidas por BAL contra L. monocytogenes
tiveram confirmacdo de sua natureza bacteriocinogénica devido sua
sensibilidade em relacdo a diferentes enzimas proteoliticas;

v' As culturas bacteriocinogénicas foram identificadas por sequenciamento
genético como Lactococcus lactis e Lactobacillus plantarum, divididas em
treze cepas distintas e em diferentes grupos filogenéticos;

v Algumas culturas de BAL antagonistas identificadas como Lactococcus lactis
subsp. lactis apresentaram genes codificadores de nisina;

v' Foi verificada uma grande variabilidade entre identificagio das culturas
bacteriocinogénicas, perfil filogenético, sensibilidade a enzimas e presenca de
genes codificadores de nisina, indicando a necessidade de estudos moleculares
e convencionais na caracterizagdo dessas culturas para exploracdo de seu uso

como ferramentas para garantia de seguranca alimentar.

Os dados cientificos disponiveis sobre interagcdes microbianas que ocorrem

em leite cru, permitem concluir que a microbiota desse produto exerce uma atividade
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inibitoria significativa em relacdo a microrganismos patogénicos, especialmente
Listeria monocytogenes.

Considerando essas evidéncias, € necessaria a continuidade das atividades de
pesquisa, visando a elucidagdo completa de como as BAL isoladas do leite cru com
atividade antimicrobiana determinam o controle de L. monocytogenes em condi¢des
similares as de produgdo e conservacdo desse produto. Assim, estudos mais
detalhados das BAL isoladas sdo necessarios a fim de se verificar a presenga de
genes codificadores de bacteriocinas ja caracterizadas, além de esclarecer o espectro
de a¢do, quais sdo as condigdes ideais para se obter a melhor performance
antimicrobiana e como fatores comuns do processo industrial podem afetar essa
atividade. Essa caracterizagdo detalhada ¢ indispensavel para uma possivel aplicagdo
futura dessas cepas no controle de microrganismos patogénicos pela industria de
alimentos.

Uma vez caracterizado o potencial de inibi¢do das BAL isoladas de leite cru,
as mesmas poderdo ser aproveitadas de forma adequada pela industria de alimentos a

fim de garantir seguranga alimentar em leite e derivados, além de outros produtos.
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Meios de cultura e reagentes utilizados

» Petrifilm™ AC
e 3M Microbiology (St. Paul, MN, USA)
» Petrifilm ™ EC
e 3M Microbiology
> Agar e caldo de Mann-Rogosa-Sharpe (MRS)
e (CM361, Oxoid Ltd. (Basingstoke, Hampshire, England)
e (CM359, Oxoid Ltd.
e 288130, BD - Becton, Dickinson and Company (Sparks, MD, USA)
> Agar Baird-Parker e Emulsdo de gema de ovo com telurito
e (CM275B, Oxoid Ltd.
e SR0054C, Oxoid Ltd.
» Caldo infusdo de cérebro e coragdo (BHI)
e (CM225, Oxoid Ltd.
> Agar DNAse: (para 100 mL)
e 1,32 gagar DNAse
e 0,11 gCaCl,
e 0,925g NaCl
e 00,0083 g azul de toluidina
e 0,61 g tris aminometano
e 100 mL agua destilada
» Caldo de enriquecimento para Listeria e Suplemento seletivo para Listeria
e (CMS862, Oxoid Ltd.
e SRI141E, Oxoid Ltd.
> Agar seletivo Listeria (formulagio Oxford) e Suplemento Seletivo para
Listeria (formulagao Oxford)
e CMS856, Oxoid Ltd.
e SR140, Oxoid Ltd.
> Agar base Palcam e Suplemento seletivo Palcam
e (CMS&77B, Oxoid Ltd.
e SR150, Oxoid Ltd.
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Caldo Lactosado

e CMI137, Oxoid Ltd.
Caldo Tetrationato

e CM671B, Oxoid Ltd.
Solugao de lugol

e 6giodo

e 5 giodeto de potassio

e 20 mL 4gua destilada

e Adicionar 0,2 mL em 10 mL de caldo tetrationato
Solugdo verde-brilhante 0,1%

e 0,1 g corante verde brilhante

e 100 mL agua destilada

e Adicionar 0,1 mL em 10 de caldo tetrationato
Caldo Rappapport-Vassiliadis

e (CM669B, Oxoid Ltd.
Agar Bismuto Sulfito

e 273300, BD - Becton, Dickinson and Company
Agar Entérico de Hektoen (Oxoid)

e (CM419, Oxoid Ltd.
Agar Xilose Lisina Desoxicolato (Oxoid)

e (CM469B, Oxoid Ltd.
Agar Triplice Agticar Ferro

e 226540, BD - Becton, Dickinson and Company
Agar Lisina Ferro

e 284920, BD - Becton, Dickinson and Company
Antisoro polivalente somatico para Salmonella sp.

e Probac do Brasil Ltda. (Sao Paulo, SP, Brasil)
Antisoro polivalente flagelar para Salmonella sp.

e Probac do Brasil Ltda.
Agar e Caldo Tripticase de Soja (TSA) (Oxoid)

e CMI31, Oxoid Ltd.

e (CMI129, Oxoid Ltd.
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Agar M17

CMS817, Oxoid Ltd.

Agar bacteriologico

Agar agar powder DAB6, Merck & Co., Inc. (Whitehouse Station, NJ,

USA)

Geradores de anaerobiose

Anaerobac, Probac do Brasil Ltda.

Catalase

C1345, catalase de figado bovino. Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,

USA)

1 mg em 1 mL de tampao fosfato: concentragao final de 100 Ul/mL

Ap6s solubilizacdo, esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 pm

Tampao fosfato de potassio 50 mM

6,72 g KH,PO4 monobasico
500 mL 4gua destilada
Dissolver, ajustar o pH em 7,0 e completar para 1000 mL

Autoclavar convencionalmente

Agar MRS modificado

10 g Peptona de protease 3
10 g Extrato de carne

5 g Extrato de levedura

5 g Dextrose

1 g Polissorbato 80

2 g Citrato de amonia

5 g Acetato de sodio

0,1 g Sulfato de magnésio
0,05 g Sulfato de manganés
2 g Fosfato de potassio bibasico
1000 mL agua destilada

Dissolver todos os componentes e autoclavar convencionalmente

» Pepsina

P7012, pepsina de mucosa gastrica de suino. Sigma-Aldrich Co.

20 mg em 1 mL de agua destilada
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YV V V VY

e Apos solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 pm
(Millex GP, Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland)
a-quimotripsina
e (4129, a-quimotripsina de pancreas bovino tipo II. Sigma-Aldrich
Co.
e 20mgem 1 mL de 4gua destilada
e Ap6s solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 pm
(Millex GP, Millipore)
Proteinase K
e P8044, proteinase K de Tritirachium album. Sigma-Aldrich Co.
e 20 mgem 1 mL de 4gua destilada
e Ap6s solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 pm
(Millex GP, Millipore)
Tripsina
e T1426, tripsina de pancreas de bovino. Sigma-Aldrich Co.
e 20 mgem 1 mL de 4gua destilada
e Ap6s solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 pm
(Millex GP, Millipore)
Kit Illustra™ PureTaq Ready-to-go PCR beads (GE Healthcare, Chalfont St.
Giles, UK).
Kit Wizard® SV Gel (Promega Corp., Madison, WI, USA)
Kit PCR Clean-Up System (Promega)
Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega)
Oligonucleotideos
e plbl6 (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3°)
e mlbl6 (5 GGCTGCTGGCACGTAGTTAG 3°)
e nisAfl (5> AAA ATG AGT ACA AAA GAT TTY AAC 3?)
e nisBr3 (5 TGC ATA ACA TCA TAG AGT TTA GG 3°)
e nisAf2 (5 TTC ACG TAA GCA AAT AACCA 3’)
e nisAr2 (5 TGG TTA TTT GCT TAC GTG AA 3°)
e Todos da XX IDT - Integrated DNA Technologies (Coralville, TA,
USA) e importados pela Prodimol Biotecnologia (Belo Horizonte,
MG, Brasil).

76



Tabela 1. Contagens de aerébios mesofilos (AM), coliformes totais (CT), Escherichia coli (EC) e Bactérias Acido Laticas (BAL),
Estafilococos coagulase positivoss (ECP), Listeria monocytogenes (LM) e Salmonella sp. (SAL) de amostras de leite cru e queijo

minas frescal produzido com leite cru na regido de Vigosa, MG valores em Unidades Formadoras de Colonias/mL ou gr).

Tipo de amostra Amostra AM CT EC BAL ECP LM SAL
Leite cru 1 <1000 550 <10 1400 112 auséncia auséncia
2 750000 1610 <10 392000 <10 auséncia auséncia
3 10000 40 20 1600 22 auséncia auséncia
4 40000 70 <10 6950 ND auséncia auséncia
5 30000 10 <10 3950 <10 auséncia auséncia
6 10000 60 30 2850 384 auséncia auséncia
7 30000 30 10 4000 <10 auséncia auséncia
8 103000 420 <10 8900 4625 auséncia auséncia
9 720000 <10 <10 223000 > 250000 auséncia auséncia
10 31000 90 <10 5500 10000 auséncia auséncia
11 1450000 13500 <10 152000 14100 auséncia auséncia
12 345000 30 30 182500 <10 auséncia auséncia
13 1180000 170 <10 943000 98700 auséncia auséncia
14 89000 <10 <10 7550 64800 auséncia auséncia
15 31000 220 110 4100 600 auséncia auséncia
16 52000 20 <10 24700 5940 auséncia auséncia
17 24000 50 <10 5600 <10 auséncia auséncia
18 1190000 1900 <10 > 30000 <10 auséncia auséncia
19 900000 460 <10 57000 <10 auséncia auséncia
20 2430000 890 <10 137000 5000 auséncia auséncia
21 28000 10 <10 3350 17500 auséncia auséncia
22 43000 790 <10 13550 <10 auséncia auséncia

T ojnyded

sopey|e1sp sopelnsay

ND: nao determinada
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Continuagao da Tabela 1.

Tipo de amostra Amostra AM CT EC BAL ECP LM SAL
Leite cru 257000 1700 <10 15650 <10 auséncia auséncia
12000 10 <10 3500 <10 auséncia auséncia
3710000 > 25000 <10 773000 <10 auséncia auséncia
5000 <10 <10 400 600 auséncia auséncia
5000 70 10 750 <10 auséncia auséncia
> 2500000 > 25000 <10 1978000 <10 auséncia auséncia
148000 1130 <10 33500 2000 auséncia auséncia
255000 <10 <10 ND 9000 auséncia auséncia
326000 30 <10 5250 <10 auséncia auséncia
1830000 14000 <10 7000 24090 auséncia auséncia
46000 18200 <10 19450 <10 auséncia auséncia
369000 > 25000 <10 1250 <10 auséncia auséncia
32000 610 260 6300 58500 auséncia auséncia
> 2500000 > 25000 <10 ND <10 auséncia auséncia
Queijo 12600000 8400 3700 8740000 5000 auséncia auséncia
1010000000 28000000 <100 821500000 <100 auséncia auséncia
22500000 32000000 <100 53300000 <100 auséncia auséncia
860000000 38000000 <100 523000000 <100 auséncia auséncia
36500000 92000000 <100 83900000 <100 auséncia auséncia
53900000 44000000 <100 277600000 28500 auséncia auséncia
920000000 15200000 <100 625000000 <100 auséncia auséncia
640000000 300000 <100 605000000 <100 auséncia auséncia
6800000 132000 <100 90000 <100 auséncia auséncia
45500000 <100 <100 30000 <100 auséncia auséncia

ND: ndo determinada.

8L



Continuagao da Tabela 1.

Tipo de amostra Amostra AM CT EC BAL ECP LM SAL

Queijo 11 11700000 213000 <100 4250000 1680 auséncia auséncia
12 41000000 400000 100000 24000000 <100 auséncia auséncia
13 3000000 <100 <100 100000 <100 auséncia auséncia
14 129000000 131000 <100 30000000 <100 auséncia auséncia
15 230000000 > 25000000 <100 262000000 <100 auséncia auséncia
16 79000000 90000 <100 15100000 <100 auséncia auséncia
17 345000000 > 25000000 <100 267500000 <100 auséncia auséncia
18 48000000 449000 <100 40000000 <100 auséncia auséncia

ND: ndo determinada.
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Tabela 2. Raio dos halos de inibicao (mm) verificados no teste de antagonismo das
culturas de bactérias 4cido laticas isoladas de leite cru e queijo minas frescal contra

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Lactobacillus sakei.

Cultura Origem Microrganismo-alvo
L. monocytogenes S. aureus Lb. sakei

1M8 leite ND 1 ND
2M3 leite ND 1 ND
3M3 leite 3 ND 2,5
3M4 leite 3 ND 3
3M5 leite 3 ND ND
3M6 leite 2 ND ND
3M7 leite 2 ND 3
3M8 leite 2,5 ND 3
4M1 leite 1,5 ND ND
4M2 leite 2,5 ND 3
4M3 leite 1,5 ND ND
4M5 leite 1 ND ND
4M6 leite 1 ND ND
12M1 leite 4 2 4
12M2 leite 4 3 5
12M3 leite 4 1 3
12M4 leite 6 3 5
12M5 leite 5 3 5
12M6 leite 5 3 4
12M7 leite ND 1,5 2
12M8 leite 5 3 4
17M1 leite 3 1,5 3,5
17M2 leite 3 1,5 5
17M3 leite ND ND 2
17M4 leite 3 1,5 4,5
17M5 leite 4 0,5 3
17M8 leite 4 ND 4
19M2 leite 1 ND 1
19M3 leite 2 ND 3
19M4 leite 2 ND 1
19M7 leite ND ND 1
20M2 leite 1 ND ND
21M4 leite 0,5 ND ND
22M8 leite 3,5 1 2

ND: ndo determinada.
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Continuagao da Tabela 2.

Cultura Origem Microrganismo-alvo
L. monocytogenes S. aureus Lb. sakei
23M4 leite 0,5 ND ND
23M7 leite 0,5 ND ND
24M2 leite 1 ND 1
29M1 leite 3 ND 0,5
29M3 leite 3 ND 2
29M4 leite 0,5 ND ND
31M3 leite 2 ND 3
31M4 leite 2 ND 3
31M6 leite ND ND 1
31M7 leite 3 ND 3
31M8 leite ND ND 1
32M2 leite 1 ND ND
32M3 leite 1 ND 1
32M4 leite 1 ND ND
33M7 leite 1 ND 1
34M1 leite 1 ND ND
35M2 leite 1 ND 1
35M3 leite 1 ND 1,5
35M4 leite 1 ND 1
35M6 leite 0,5 ND 1,5
35M7 leite 0,5 ND 0,5
37M1 queijo 3 ND ND
38M2 queijo 1,5 ND ND
38M3 queijo 1,5 ND ND
43M1 queijo 2 ND 1,5
43M2 queijo 1,5 ND ND
43M3 queijo 3 ND 1,5
44M2 queijo 1,5 ND ND
44M7 queijo 2 ND 1
45M3 queijo 2 ND ND
46M6 queijo 3 ND 3
48M3 queijo 3,5 ND 3
48M5 queijo 5 1,5 4,5
51M2 queijo 3 ND 2
51M3 queijo 3 ND 2,5
51M5 queijo 3 ND 2

ND: ndo determinada.
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Continuagao da Tabela 2.

Cultura Origem Microrganismo-alvo
L. monocytogenes S. aureus Lb. sakei
51M6 queijo 3 ND 2
51M8 queijo 3 ND 2
52M5 queijo 2,5 ND 2
52M6 queijo 3 ND 2
52M7 queijo 3 ND 2
52M8 queijo 3 ND 2
53M3 queijo 2 ND 2
53MS5 queijo 2,5 ND 2
53M6 queijo 3 ND 2
54M1 queijo 3 0,5 2,5
54M2 queijo 3 ND 2,5
54M3 queijo 2,5 0,5 2

ND: ndo determinada.



Figura 1. Halos de inibigao (setas) observados no teste de deteccao de atividade
antagonista de bactérias acido laticas isoladas de leite cru e queijo minas frescal.

Cultura indicadora de sensibilidade: Listeria monocytogenes ATCC 7644.

Figura 2. Halos de inibigao (setas) observados no teste de deteccao de atividade

antagonista de bactérias acido laticas isoladas de leite cru e queijo minas frescal.

Cultura indicadora de sensibilidade: Listeria monocytogenes ATCC 7644.
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Capitulo 2
Tabela 1. Raio dos halos de inibi¢ao (mm) verificados no teste de atividade
bacteriocinogénica das culturas de bactérias acido laticas isoladas de leite cru e
queijo minas frescal contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e

Lactobacillus sakei, caracteristicas morfoldgicas e produgao de catalase.

Cultura Origem Microrganismo alvo Gram Morf. catalase
L. monocytogenes S. aureus Lb. sakei

3M3  leite 2 ND ND + coco -
3M4  leite 2 ND ND +  bacilo -
3M5  leite 2 ND 2 + coco -
3M6  leite 1,5 ND 2 + coco -
3M7  leite 1,5 ND 1,5 + coco -
3M8  leite 1,5 ND 2 + coco -
4M2  leite 2 ND ND + coco -
5SM6  leite 2 ND 2 + coco -
12M1  leite 2 1 2 + coCo -
12M2  leite 3 2 3 + coCo -
12M3  leite 3 2 2 + coco -
12M4  leite 3 2 3 + coco -
12M5  leite 3 2 2 + coco -
12M6  leite 4 2 1 + coco -
12M7  leite ND ND 3 + coco -
12M8  leite 3 2 2 + coco -
17M1 leite 3 1,5 2 + €OCo -
17M2  leite 3 1,5 2 + coco -
17M4  leite 3 2 2 + coco -
17M5  leite 3 1 2 + coco -
17M8  leite 3 1 2 + coco -
I9M3  leite 1,5 ND ND + coco -
19M4  leite 2 ND 2 + coco -
20M2  leite ND ND 1 + coco -
21M4  leite 0.5 ND ND + €oCo -
22M8  leite 3 ND 1 + coco -
23M4  leite 0,5 ND 1 + coco -
24M2  leite 0,5 ND 0,5 + coCo -
25M6  leite 1 ND 0,5 + €OCo -
20M1 leite ND ND 1 + coco -
20M3  leite ND ND 1 + coco -
31IM3  leite 3 ND 2 + coco -

ND: ndo determinada.
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Continuagao da Tabela 1.

Cultura Origem Microrganismo alvo Gram Morf. catalase
L. monocytogenes S. aureus Lb. sakei
31M4 leite ND ND 2 + coco -
31M7 leite 2 ND 2,5 + coco -
32M3 leite 0,5 ND 0,5 + coco -
33M7 leite 1 ND 1 +  bacilo -
35M2 leite 0,5 ND 0,5 + coco -
35M3 leite 0,5 ND 0,5 + coco -
35M4 leite 1 ND ND + coco -
35M6 leite 0,5 ND 1 + coco -
35M7 leite 0,5 ND 0,5 + coco -
38M2  queijo 3 ND ND + coco -
38M3  queijo 3 ND ND + coco -
43M1 queijo 1,5 ND 1 + coco -
43M2  queijo 1,5 ND 1 + €OCo -
43M3 queijo 2 ND 1 +  Dbacilo -
44M7  queijo 1 ND ND + coco -
46M3  queijo 3 ND 2,5 + coco -
48M3  queijo 3 ND 3 + coco -
48M5  queijo 5 1 2,5 + coco -
5IM2  queijo 2 ND 1,5 + €OCo -
51M3 queijo 2 ND 1,5 + €OCo -
5IM5  queijo 2 ND 2 + coco -
51M6  queijo 2 ND 2 + coco -
51M8  queijo 2 ND 2 + coco -
52M5  queijo 2 ND 1,5 + coco -
52M6  queijo 2 ND 1,5 + €OCo -
52M7  queijo 2 ND 2 + cOCo -
52M8  queijo 2 ND 2 + coco -
53M3  queijo 2 ND 2 + coco -
53M5  queijo 2 ND 2 + coco -
53M6  queijo 2 ND 1,5 + coco -
54M2  queijo 2 ND 2 + cOCo -

ND: ndo determinada.
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Figura 1. Halos de inibigao (setas) observados no teste de deteccao de atividade
bacteriocinogénica de bactérias 4cido laticas isoladas de leite cru e queijo minas

frescal. Cultura indicadora de sensibilidade: Listeria monocytogenes ATCC 7644.

4

.

Figura 2. Halo de inibi¢do (seta) observado no teste de deteccao de atividade
bacteriocinogénica de bactérias acido laticas isoladas de leite cru e queijo minas

frescal. Cultura indicadora de sensibilidade: Listeria monocytogenes ATCC 7644.
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Figura 3. Teste de confimacao de natureza protéica de substancias antagonistas
produzidas pela cultura 51M8. Enzimas pepsina e a.-quimotripsina, cultura

indicadora de sensibilidade: Listeria monocytogenes ATCC 7644.

tripsina
proteinase K P

agua destilada

Figura 4. Teste de confimagdo de natureza protéica de substancias antagonistas
produzidas pela cultura 51M8. Enzimas proteinase K e tripsina, cultura indicadora de

sensibilidade: Listeria monocytogenes ATCC 7644.

87



Sequéncias do gene 16S rRNA apresentadas na mesma ordem em que sao

apresentadas na anélise filogenética da figura 3 do capitulo 2.

>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 ribosomal RNA

gene,

Zcore

876 bits (474), Expect
Identities = 482/485 (%9%%), Gaps

complete sedquence
Length=1511

0.0
3/485 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Quary
Sbjct
Query
Shijct
Query
Shijct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Quary
Shijct
Query

Shict

14
485
71

191

4891
o

CETC-CTTGA-GAGCTTT-CACTCTCACCRARCSTTCTTCTCTACCARCAGAGTITTACGA
PEET e crrr ettt e e e e el
CGTCACTTGATGAGCTT ICCACTCTCACCARCGTTCTICTCTACCAACAGAGTITTACGA

TCCGRARRACCTITCTTCACTCACGLGGCGTTGCTCGGTCAGACTITCGTCCATIGCCGARG
PPt e et ettt et ettt
TCCGRRARACCTTCTTCACTCACGCGGOGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTIGCCGARG

ATTCCCTACTGCTGCCTICCCGTAGGAGTTTGEGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGAT
PLLLEEE e ettt et ettt
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGSTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATSTGGCCGAT

CACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCARCTAGCT
PEELELE et tr et et et ettt et ettt et errrrrnrel
CACCCTICTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTIGGTGAGCCTTTACCTCACCARCTAGCT

ALTACARACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARRACTIGTG
PEETERE e ettt e et et e et et
AARTACAACGCGGGATCATCTITGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARRACTIGIG

GATICCCC
[RENREEN
GATTCCCC

ACGCGTTACTICA GITCGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCAR

CCC CCRAC
P TLE T ettt e e
ACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACARGTRACCARC

IT
[
T

O— 0
]

CAGCG
NN
CAGCG

TCAACTTGCATGTATTAGGCACGCCGUCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGATCARA
PEETEE et err e et et ettt
TCAACTTIGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTOGTCCTGAGC CAGGATCARR

— i

CTCTR 435
[IRRN
CICIA 1

120
1046
250
248
210
188
370

Figura 5. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 48M3, e identifica¢do segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 rikbosomal RNA

gene,

Score

876 bits (474), Expect
Identities = 482/485 (39%), Gaps

complete sequence
Length=1511

a.a
37485 (0%)

Strand=Flus/Minus

guery
Sbict
QJuary
Sbict
Juery
Sbijct
Juery
Sbict
Juery
Shict
Juery
Shijct
Query
Sbict
Juary
Sbict
guery

Shict

16
485
73

5

CETC-CTTGA-GAGCTTTCC-CTCTCACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA
P e e et et e e e et r e e el
CETCACTTGATGAGCTTTCCACTCTCACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA

TCCGARARRCCTITCTTCACTCACGLGGUGTTGCTCGETCAGACTTTCGTCCATTGCCGARG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCGARRACCTTCTITCACTCACGCG GO GTIGCTOGGTCAGACTTITCGTCCATTIGCCGARG

ARITCCCTACTGCIGCCTCCOGTAGGAGTTITGGGCCGTGTCTCAGT CCCARTGTGGCCGAT

P e ettt ettt e ety
ATTCCCTACTGCTIGCCTCCCOTAGGASTITGGECCETGTCTCAGTCCCARTGTGGLCGAT

CRCCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCC
LTttt e el
CACCCTCTCAGGTICGGCTATGTATCATCGCC

CCTTTACCTCACCARCTAGCT
FILETEEr el
CTTTACCTCACCAACTAGCT

ARATACARCGCGGGATCATCTTIGAGTGATGCARTTGCATCTTTCARACTTARRACTIGIG
PELPLET et rr e et er et e ettt el
BRRTACARCGCGGGATCATCTTTIGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARAACTIGTIG

TTTRAAGTTTITATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCRAATGTTGTCCCCCGCTCARAGGCR

POTEE e e e e e b r e et r et e it
TTTAAAGTTTITATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATSTTGTOOCCCGCTCARAAGECA

GATTCCCCACGCGTITACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACARGTACCARCCTT
LT e e e et e e ettt ettt
GATTCCCCACGCGTITACTCAC CCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCARACCTT

CRAGCGCTCARCTIGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC CAGGATCARR
I A T L
CTCTA 437

T

192
i0s
252
4%
312

Figura 6. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 31M7, e identifica¢do segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 rikbosomal RNA

gene,

Eceore

876 bits (474), Expect
Identities = 4B82/485 (99%%), Gaps

complete sequence
Length=1511

0.0
37485 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbict
Query

Shijct

11

485
68

425
128
365
188
3058
248
245
308
185
368
125
428
65

488

CETC-CITGA-GAGCITTICC-CTCTCACCARACGTTCTICTCTRACCARCAGAGTTTTACGA
P et et et et et e et el
CGTCACTIGATGAGC ITICCACTCTCACCAACGTTCTICTCTACCAACAGAGTTTTACGA

TCCGARAACCTTCTICACTCACGCGGCGTTGCTOGETCAGACTTTCGTCCATIGCCGALG

PPttt et e e e e et e et e e eyl
TCCGRRRRCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAG

ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCARTGTGGCCGAT

[T et e bbb bbb e e et rrnnl
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCSTGTCTCAGTCCCARTGTGGCCGAT

CACCCTICTICAGGTCGGCTATGTATCAT CGCCTTGGETGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCT
PP et e e e et e ettt et e et vl
CACCCTICTICAGGTCGGLTATGTATCAT CGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCARCTAGTT

ALTACAACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARAACTIGTG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AARTACARCGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARBACTTGT

TTTARRGTITTITTATGCGGTATTAGCAT TICGTITTCCARATGTTGTCCCCCGCTCARAGGCR
LTt et ettt e et ettt
TTTARRGTITTITTATGCGGTATTAGCAT ICGTITTCCARATGTTGTCCCCCGCTCARAGGCA

GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTICGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTT

G
PPttt e e e et et e e e e et
GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACARGTRCCARCCTT

CAGCGCTICAACTTIGCATGTATTAGSCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC CAGGATCARR
PEELETErr et e et e et r e ettt eyl
CAGCGCICARCTIGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC CAGGATCARR

TA 492

428
127
366
187
104
247
249
307
188
287
1Zs
az27
(1]

487

o

Figura 7. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 17M2, e identificacdo segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 ribosomal ERNA
genes, complete sequence
Length=1511

0.0

Score = 876 bits (474}, Expect
37485 (0%)

Tdentities = 4827485 (%%%), Gaps
Etrand=Flus/Minus

Query 15 CETC-CTTGA-GRAGCTTT-CACTCTCACCARCSTTCTTCTCTRACCARCAGAGTTTITACGA 71

I T Crre e bttt e et ettt
Sbjct 485 CGTCACTTIGATGAGCITTCCACTCTCACCAACGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTITACGRE 424

Query 72 TCCGARRRCCTTCTTCACTCACGCSGEGTTGCET TCAGACTTTCGTCCATTGCCGRARAG 131
|

CGGTC
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| (BN RRRR RN ENEn
Sbjct 425 COGARRBCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTIGCCGARAG 364

TGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGAT 121

CGTG
PELEEEE et
COTGTCTCAGTCOCAATGTGGCCGAT 208

Query 132 ATTCCCTRCTGCTGCCTCCCGTAGGAGTITTG

GEC

} P e et et

Sbjct 365 ATTCCCTACTGCIGCCTCCCGTAGGAGTITTGGGEC

Query 192 CACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCT 251
PEELEET e e et e e et et e e e e e e ettt

Shjct 305 CACCCTCTICAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCT 248

Query 252 AATACAACGCGGGATCATCITTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCAAACTTAAAACTIGIG 211
PP ERT e e e b e et b e et et e e e et
Shjct 245 AATACARCGCGGGATCATCITTGAGTGATGCAATTGCATCTITTCAAACTTAARACTIGTIS 188

Query 312 TITTARAGTTIITATGCGGTATITAGCATICGTTTICCARATGTTGTCCCCCGCTCARAGGCA 271

PPttt e e et et e e e et e e ettt
Shjct 185 TITARAGTITITATGCGGTATTAGCATICGTTTCCARATGTITGTCCOCCGCICARAGGCE 128

Query 372 GATICCCCACGCGTITACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTT 431
LT e e e e e e et et b et b e ettt
Sbjct 125 GATICCCCACGCGTITACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGETACAAGTACCAACCTT o6

GITCGTCCTGAGCCAGGATCARAR 431
FTETTEr el
GITCGTCCTGAGCCAGGATCARR

Query 432 CAGCGCICAACTTIGCATGTATTAGGCACGCCGCCAG
LTI e et e e et
Sbjct &5 CAGCGCTICARCTTIGCATGTATTAGGCACGCCGCCAG

C
|
C

o

Query 492 CICIA 496
AN
Sbjct 5 CICIA 1

Figura 8. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica
bacteriocinogénica 54M1, e identifica¢do segundo banco de dados BLAST.



>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 rikosomal ERNA

gene,

Score =

876 bits (474), Expect
Identities

complete sequence
Length=1511

0.0
37485 (0%)

= 4B2/485 (2%%), Gaps

Strand=Flus/Minus

Juery
Shict
Juery
Shijct
Juery
Sbict
Query
Sbict
guery
Shict
Juery
Shijct
Juery
Shict
Query
Sbict
Juary

Sbjct

1z
485
&9
425
129
Bl
189
305
249
245
309
185
L]
125
429
=4}
489
5

CGETC-CTIIGA-GAGCTTT-CACTCT CACCARCGTTICTICTCTACCARCAGAGTTTTACGA
P LRttt et e e et e ettt rrerenl
CGETCACTIGATGAGCTTTCCACTCT CACCARCGTTCTTICTCTACCARCAGAGTTTTACGA

TCCOGARRRCCTTCTTCACTCACGCGGOGTTGCTCGETCAGACTTTCSTCCATTGCCGARG
PELLEE e e e ettt et e e e e e ettt
TCCoGARRRCCTTCTTCACTCACGCGGOGTTGCTCGETCAGACTTTCSTCCATTGCCGARG

ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGRAGTTT

GGEC
[ LT e e el
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTITGEE

CRATGTGGCCGAT

CC
RN NN RN
CCRATGTGGCCGAT

CACCCTICTICAGGTCGGCTATGTATCATC
PEPEETLET ettt
CACCCICICAGGTCGGCTATGTATCATC

TTTACCTCACCAACTAGCT
EEEBRERERRNERNEEEN!
TTTACCTCACCAACTAGCT

G
|
G

O—10

ARTRCARCGCGGGATCATCTTITGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARAACTTGIG
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
ARTRCARCGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCRAATTGCATCTTTCARACTTAARACTTGT

TTTRAAGTITTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATGTTGTCCCCCGCTCARAGGCA
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TTTRARAGTITTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATSTTGTCCCCCGCTCARAGGCR

GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGETGCTCATCCAGTTGGTACARAGTACCARCCTT

FETEEEE e e ettt e et e e e e el
GATTICCCCACGUGTTACTCAC CCGT TCGCTGCTCATCCAGTTGGTACARGTACCARCCTT

CAGCGCTCAACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCOCTGAGC CAGGATCARD,
AL L LT T
CTICTIA 483

YT

6
475
128
366
188
308
248
245
308
186
3168
128
428
ag

488

o

Figura 9. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 03M4, e identifica¢do segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO27 165 ribosomal RNA

gens,

Score

876 bits (474), Expect
Identities

complete sequence
Length=1511

0.0
= 4B2/4B5 (92%), Gaps 37485 (0%)

Strand=Flus/Minus

Quary
Shict
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Shijct
Query
Shict
Quary
Shict
Query
Sbict
Query

Shijct

14

485
71

425
131
365
181
305

245
311

371
125
431
£5
491
5

CGETC-CTTGA-GAGCTTTCC-CTICTCACCARCGTTCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACGA
PEEL et et et et ettt et e et
CETCACTTGATGAGCTTTCCACTCTCACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA

TCCGARRRCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCT T

CGG
LR et et el
TCCOGARLACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGET

AGACTTTCGTCCATTIGCCGARG

BESNNARRRRNNRARERNENE
AGACTTTCGTCCATTGCCGARG

E'J—li'?l

ARTTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTT TGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGAT

GGGCCG
PLLLLL e e bbb ettt e el
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGAT

CRCCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCAT CGCCTTGET
LRIt e et bt e el
CRCCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCAT CGCCTTGET

CCTTTACCTCACCAACTAGCT
FEEETEEr e
CCTTTACCTCACCAACTAGCT

AATACAARCGCGGGATCATCTITGAGIGATGCAATTGCATCTTTCAAACTTARAACTIGTIG
PILETE Ittt e et ettt e e et e b e rrirrl
AATACAACGCGGGATCATCTITGAGIGATGCAATTGCAT CTTTCAAACTTARAACTTIGTG

TTTRAAGTTTTITATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATSTTGTCCCOOGCTCARAGGTR
LT et e e r e ettt et el
TTTRAAGTITITATGCGGTATTAGCATICGTITCCARATGTTGTCCCOCGCTCARAGGTA

GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTICGUTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTT

FETEEEE e e e e e e et et e e el
GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTICGCTGCTCATCCAGTTGGTACARGTACCARCCTT

CAGCGCTCAACTIGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC CAGGATCARR
AL L IR
CTCTA 4535

o

o

Figura 10. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria 4cido latica

bacteriocinogénica 48M35, e identificacdo segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 ribosomal RNA

gene,

Socore =

876 bits (474), Expect
Identities

complete sequence
Length=1511

a.4a
37485 (0%)

= 452/485 (33%), Gaps

Strand=Flus/Minus

Juery
Sbijct
Juary
shict
Juery
Shjct
Juary
Sbijct
Juary
shict
Juery
Sbijct
QJuary
Sbijct
Juery
Shijct
Juery

Sbjct

12
485
23]
425
128
365

5

CETC-CTTGA-GRGCTTTCC-CTCTCACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA
PR LRttt terr e et et ettt ettt
CGETCACTIGATGAGCTTTCCACTCTCACCARCGTICTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA

T CGARRRCCTICITCACTCACGCGGCGTTGCTCGETCAGACTTTCGTCCATIGCCGAAG
T AT T
ATTCCCTACTGCTIGCCTCCCGTAGGAGTTTGGECCGTGTCTCAGTCCCARTGTGGCCGAT
AU UL
CRCCCTCTICAGGTCGGCTATGTATCAT CGCCTTGETGAGCCTTTACCTCACCARCTAGCT
WU O DL

AARTACARACGCGGGEATCATCTITGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARAACTTARRACTIGTIG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ARTACARCGCGEEATCATCTITGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARAACTTGT

TTTRARGTTITTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARRTSTTGTCCCCCGCTCARAGGCR
LT e e e et e et ettt e e et et ettt
TITRARGTITITATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARRTGTTIGTCCCCCGCTCARAGGCA

GATICCCCACGCGITACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACARGTACCARCCTT
PRt et ettt ettt el
GATICCCCACGCGITACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTT

CAGCGCTCARCTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC CAGGATCARD
I MU
CTICTIA 483

i

425
128
366
188
EYi]
248
245
08
188
3168
1Zs
428
11

488

[=31

Figura 11. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 38M2, e identifica¢do segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 ribosomal RNA

gene,

Zocore =

876 bits (474), Expect
Tdentities = 482/485 (%5%), Gaps

complete sedquence
Length=1511

0.0
37485 (0%)

Strand=Flus/Minus

Query
Shict
Query
Sbict
Quary
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbict
Quary
Sbict
Query

Shict

16
485
73
425
133
365
193
305
253
245
313
185
373
125
433
65
483
o

CETC-CTTGA-GAGCTTT-CACTCTCACCRARCSTTCTTCTCTACCARCAGAGTITTACGA
PEET e crrr ettt e e e e el
CGTCACTTGATGAGCTT ICCACTCTCACCARCGTTCTICTCTACCAACAGAGTITTACGA

TCCGRRAACCTITCTTICACTCACGCGGCGTTGCT TCAGACTTITCGTCCATIGCCGARAG

CGGETC
III|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCGRRARARCCTTCTTCACTCACGCGGOGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGRAAG

ATTCCCTACTGCTGCCICCCGTAGGAGTTT

GGG
PLLLELE e et
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGASTTTGGG

TCAGTCCCARTGTGGCCGAT

GTC
PELLELLEEr ettt
COTSTCTCAGTCCCAATGT GGCCGAT

CTTTACCTCACCRACTAGCT
FLLEPTLEErr el
CTTTACCTCACCRACTAGCT

||||||||||||||||||||||||||||||||||
CACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGETGAGT

ALTACARACGCGGGATCATCTITGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARARACTIGTG
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AARTACAACGCGGGATCATICTITGAGTGATGCARTTGCATCTTTICARACTTARARCTTGT

TTTARRGTTTITATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCAARTGTTGTCCOOCGCTCARAGSCR
LTttt et e ettt et el
TTTAAAGTTTITATGCGGIATTAGCATTCGTTTCCAARATGTTGTCCCOCGCTCAAAGGCA

GATICCCCACGCGTITACTCACCCGTTCGUTGCTCATCCAGTTGGTACARGTACCARCCTT

P ettt e e ettt
GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACARAGTACCARCCTT

CAGCGCTCAACTTIGCAT GTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGATCARR
Ty
CTCTR 437

g

72

426
132
368
192
i0e
252
245
312
188
372
lia
432
66

492

Figura 12. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 04M2, e identifica¢do segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 rikosomal ENA

gens,

Score =

B7¢ bits (474), Expect
Identities = 4BZ/485 (93%), Gaps

complete sedquence
Length=1511

0.0
3/485 (0%)

Strand=Flus/Minus

Juary
Sbijct
Juary
Sbijct
Juary
Sbict
Juary
Sbict
Juery
Sbict
Juery
Sbict
Juery
Sbict
Juery
Sbijct
Juery

Sbijct

17

485
74

425
134
365
194
305
254
245
314
185
374
125
434
65

494

CGETC-CTTGA-GAGCTTTCC-CTCT CACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA

P e e et bt e e e e e e et e e et
CEICACTIGATGAGCTTTCCACTCT CACCARCGTTCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACGA

TCCGARRACCTTCTITCACTCACGCGGCGTTGCTCGETCAGACTTTCGTCCATIGCCGAAG

FETEET ettt e e e et et et ety
TCCGAARRRCCTTCITCACTCACGLGGCGTTGCTCGETCAGACTTTCGTCCATIGUCGARG

ARTTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGEGCCGTG
PLLLLEI e e et el
ARITCCCTACTGCTIGCCTCCCGTAGGAGTITGEGCCGTG

TCAGTCCCAATGTGGCCGAT

PLTEEL L Ity
TCAGTCCCAATGTGGCCGAT

— 0

CRCCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTGAG
PEPELEETE TP ettt e e et
CRACCCTCTICAGGICGGCTATGTATCATCGCCTTGETGAG

CCTTTACCTCACCARCTRAGCT
BERRERERREAREERNEEER
CCTTTACCTCACCARCTAGTT

AL TRCARCGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCRAATTGCATCTTTCARACTTARRACTIGTG
PEEPEETE LT e e ettt e e e e e e e e ettt
BRTRCARCGCGGGATCATCITTGAGTGATSCRAATTGCATCTTTCARACTTARRACTIGTG

TITARLGTTTTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATGTTGTCCCCCGCT CARAGGCR
PR P et e et e e e e et b e ettt
TITARRAGTTTTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATGTTGTCCCCCGCTCARRGGCR

GRTTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACKRAGTACCARCCTT
LRI e e e et et et e e e e e et
GRTTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACRAGTACCARCCTT

CAGCGCTCAACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC CAGGATCARD
L L LT
CTCTA 438

iy

366
133
306
253
48
313
186
373
1is
433
L1

453

Figura 13. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria 4cido latica

bacteriocinogénica 54M2, e identificacao segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strainm RC37 165 ribosomal ENA

gensa,

Ecore

870 bits (471), Expect
Identities = 481/4E5 (23%), Gaps

complete sequence
Length=1511

0.0
47485 (0%)

Etrand=Flus/Minus

Query
Shijct
Query
Shjct
Query
Shict
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Shijct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query

Shjct

14
485
70
425
130
365
190
305
250
245
310
185
370
125
430
65
490
5

CGETC-CTTGA-GAGCTTICC-CTCTCACCARCGTTCTTCTCTACC-ACAGAGTTTTACGA
FIEE e rrre et ettt ettt et r e el
CGETCACTIGATGAGCTITICCACTCTCACCARCGTTCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACGA

TCCGAAARCCTICITCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTIGCCGAAG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCGAAAACCTICIICACTCACGCGEC GTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATIGC CGAAG

ATTCCCTACTGCIGCCTCCCGTAGGAGTTITGEGCCGTGTCTCAGTCCCARTGTGGCOGAT
|

[LLLTEE L e bttt RSN RRRNN RN NN NEN
ATTCCCTACTGCTIGCCTCCCGTAGGAGSTTITGGGCCGTGTCTCAGTCCCARTGTGGCCGAT

CRCCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGETGAG
FPELEL e e e ettt et e el
CRACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGSTGAS

CCTTTACCTCACCRACTAGCT
AR REREEREEEEEEN
CCTTTACCTCACCARCTAGCT

AATACARCGCGGGATCATCTTTGAGTSATGCAATTGCATCTTTCARAACTTARRAACTTGTG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
BATACAACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARRACTTGT

TTTARAGTTTITATIGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATGTTGTCCCCCGCTICARAGGCA
FEErr e e e e ettt ettt el
TTTARAGTTTITATIGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATGTTGTCCCCCGCTICARAGGCA

GATTCCCCACGCGITACTCACCCGTICGCTGCTCATCCAGTTGETACAAGTACCAACCTT
[Pttt ettt ettt e et e el
GATTCCCCACGCGITACTCACCCGTICGCTGCTCAT CCAGTTGETACAAGTACCAACCTT

CRGCGCTCAACTIGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGL CAGGATCARA
LA U T L L
CICTA 4324

T,

426
129
366
189
104
245
2445
09
184
369
lia
429
L1

483

L=

Figura 14. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria 4cido latica

bacteriocinogénica 22M8, e identificacdo segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 rikbosomal RMA

gens, complete sedquence

Length=1511

Score = 876 bits (474), Expect = 0.0

Tdentities = 482/485 (9%%), Gaps = 3/485 (0%)

Strand=Flus/Minus
Quary 15 CETC-CTTGA-GAGCTTT-CACTCTCACCAACCTTCTTCTCTACCARCAGRASTTTITACGR
Shict 485 COTCACTTOATEAGEITTCCACTETCACCARCOTTCTTICIALGAALAGAGTIITAC A
Query 72 TCCGARRACCTTCTTCACTCACGLSGCGTTGCTCGETCAGACTTTOSTCCATTGCCGAMG
Sbjct 425 TOCCARARCCITCTTCACTEACSLGELGTTETEETEAGRLITICTE ATISE ARG
Query 132 ATTCCCTACIGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTOGECCETETCTCAGTCCCARTGTGGCCGAT
sbjct 365 ATTCCCIACIGLTSLLTEELETAGAGTTTSEEL et AbEL AT LAt
Query 192 CRCOCCICICAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTIGETGAGCCTTITACCTCACCARCTAGCT
Shict 305 CACCCICTCAGHTCOALTATETATEATCALETTAETICACCLITTAC AL AAL TAGET
Query 252 AATACAACGCGGGATCATCTITGAGTGATGCARTTGCATCTTTCARACTTIARAACTIGT G
Sbjct 245 AATACAACGCGGCATCATCTTTGAGTEATGLARTTGCATCTTICAAACTIARAACTICTE
Query 312 TITAARRGITITTATGCGGTATTAGCATTCGTITTCCAARTGTTGTCCCCCGCICARRGGCA
Sbjct 185 TITARAGIITITATGLGGTANTAGCATICATITECARRIGTICTECCE AL EARRLSLR
Quary 372 GATTICCCCACGCGITACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACARGTACCARCCTT
Shict 125 GATTCLCCACCEGTTACTEACLLETICOLTELIEATE ACTIC AL AR TA AR LTT
Query 432 CAGCGCTCAACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTICGTCCTGAGCCAGGATCARR
Shjct 65 CAGCACTCAACTICCATGTATTAGGEACGELSCEAGEETTEATE AL AddaTdana
Query 492 CTCTA  4%8

Sbjct S é%é%ﬁ 1

Z51
2448

il1

Figura 15. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 53M3, e identificacao segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 rikosomal BNA

gensa,

Score =

876 bits (474), Expect
Identities = 4B2/4B5 (23%), Gaps

complete sequence
Length=1511

0.0
37485 (0%)

Strand=Flus/Minus

Query
Shjct
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbijct
Query
Shbijct
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query

Sbijct

13
485
70
425
130
365
190
305
250
245
310
185
370
125
430
&5
490
5

CETCA-TTGA-GRAGCTTICC-CTCTCACCARCSSTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA

LT ettt bt e e e ettt el
CoTCACTTGATGAGCTTTCCACTCTCACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGR

TCCGAARACCTICTITCACTCACGOEGCGTTGCTCGETC
FEEETE e et et e e e e ettt
TCCGAARACCTICTITCACTCACGCEGCGTTGCTCGETC

CGETCCATTGCCGARAG
BERRRNREEEENEN
CETCCATTGCCGAAG

ATTCCCTACTGCTIGCCTCCCGTAGGAGTTTGEG

[ATLLE L L el
ATTCCCTACTGCTIGCCTCCCGTAGGAGTTTGGG

CCG GICCCAATGTGGCCGAT
L L)
CACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGOCTTGGTGAG
I

CCTTTACCTCACCAARCTAGCT
FLELEr el
CCTTTACCTCACCAACTAGCT

ARTACARCGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARRARCTTIGTG

IIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIII
AATACAACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARRRCTTGT

TTTAARAGTTTTITATGCGGTATTAGCAT TCGTTTCCAAATGTTSTCCCCCGCTCARAGGCA

FETEEEET e e e e e e et e et e el
TTTAAAGTTTTTATGCGGTAT TAGCAT TCGTTTCCARATGTTGTCCCCCGCTCARAGGCA

GATTCCCCACGCGITACTCACCCGTICGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTT
FEEETEEr ettt e et ettt et et e e et
GATTCCCCACGCGITACTCACCCGTICGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTT

CAGCGCTICAACTIGCAT GTATTAGGCACGOCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC CAGGATCARA
LA T T
CICTA 454

o

LE]

424
129
366
182
i0a
243
245
0%
188
369
lis
429
11

483

o

Figura 16. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria 4cido latica

bacteriocinogénica 51MS, e identificacdo segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain R0O37 165 rikbosomal ENA

gene, complete sequence

Langth=1511

Score = 865 bits (468), Expect = 0.0

Identities = 4B0/485 (28%), Gaps = 4/485 (0%)

Strand=Flus/Minus
Quary 14 CETC-CTIGA-GAGCTTT-CACTCTCACCARCGTTCTTCTCTACC-ACAGAGTTITACGR
Sbjct 485 COTCACTICATEAGCTTICCACTCICACCAMEITEITLICTAC ARLACAGTTITALEA
guery 70 TCCGARRRCCTTCTTCACT CACGCGGCGTTGCTCGETCAGACTTTCSTCCATTIGCCGRAG
Sbict 425 TCCCARMACCTTCITCACTCACALSGLTTOTLEACALITIL T AT TE L dARS
guery 130 ATTCCCTACTSCTGCCTCCCGTAGSASTTTGGSCCGTSTCTCAGTCCCAATGTGGCCGAT
sbjct 365 ATTCCLTALTELTSCLTEEETALGACTTICEELL TSI AT L LAAT S dd AT
Query 190 CACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGSTGAGCCTTTACCTCACCARCTAGCT
Shict 305 CACCCTCICAGETESGLIATSIATLATEAL TSI ARL I TIAL A AL TAG T
fuery 250 ARATACAARCGCGGGATCATCTITTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARRACTIGTG
Shjct 245 AATACAACGEAGCATCATEITTEACTEATCLARTTEATITIEARACITARAAC TG TS
Query 310 TTTRAAAGTITTITATGCGGGATTAGCATTCGTTTCCARRTGTTGTCCCCCGCTCARAGGCA
Sbjct 185 TTTAAAGTITITATGCGGTATTAGCATICATTI AR STTOTEL L T ARRELA
guery 370 GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCARCCTT
Sbict 125 GATTCCCCACGESTTACTCACLEETTESCTCLTEATECACTTATACAAGTACLARCETT
Query 430 CAGCGCTCRACTTIGCATGTATTAGSCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGATCARR
Sbict 65  CAGCACTEAACTTACATOIATTAGGCACGLLSLLAGLT A AL AdtAT AR
Query 490 CTCTA 4%4

Shjct 5 é}é}g 1

L3

425
128
366
18%
308
245
£48
10
186
269
126
425
L1

489

Figura 17. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 46M6, e identificacao segundo banco de dados BLAST.
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>dbj |AB3T6347.1|

clone: meguid

Length=531

Score = 874 bits (473), Expect = 0.0
Identities = 481/484 (39%), Gaps = 3/484 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Shijct

Figura 18. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica
bacteriocinogénica 03M3, e identificacao segundo banco de dados BLAST.

13

484
70

424
130
364
190
304
250
244
310
184
370
124
430
64

490

CGTC-CTTIGA-GAGCTTITCC-CTCT CACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA
FIET et ettt e e e et el
CGTCACTTIGATGAGCTTTCCACTCT CACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGRAGTTTTACGA

TCOGARRACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGETCAGACTTITCSTCCATTIGCCGARG
UL T R e e et e et e e e et e e et
TCCGARRACCTTCTICACTCACGCGGCGTTGCTCGETCAGACTTTCGTCCATTIGCCGAAG

ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTT

G
[T E e el
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTRAGGAGTTITS

TCTCAGTCCCRATGTGGCCGAT

[LLTEEEEE el
TCTCAGTCCCAATGTGGCCGAT

— Gl
— Gl
— 0
— 0

CARCCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCOCCTTGETGAGCCTTTACCTCACCARCTAGTT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CARCCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCOCCTTGETGAGCCTTTACCTCACCARCTAGET

BRTACARCGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCAAACTTARRACTIGTG
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H|
ARTACARCGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTAARLMCTTGT

TTTARAGTTGTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATGTTGTCCCCCGCTCARAGGTR

[Tt et e e et el
TTTAARAGTTGTITATGCGGTATTAGCATTCSTTTCC TGETTGTCCCCCGCTCARRGGCA

GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTCGGTACAAGTACCARCCTT
PEIETTTET R e e e ettt e e e et e et e e e et
GATTCCCCACGCGTITACTCACCCGT TCGETGCTCATCCAGTCGGTACAAGTACCARCCTT

CAGCGCTCARCTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC CAGGATCALL
U L L L L
CICT 453

an

L)

425
12%
365
189
i0s
245
245
i0s
185
369
125
425
a5

489

Uncultured kbacterium gene for 165 riboscmal RNA, partial segquence
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 rikbosomal ENA

gens,

Zocore

876 bits (474), Expect
Identities = 4827485 (9%%), Gaps

complete sequence
Length=1511

0.0
37485 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Quary
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Quary
Sbict
Query
Shijct
Query
Shict
Query
Shijct
Query

Sbict

14
485
71
425
131
365
181
305
251
245
311
185
371
125
431
3]
481
5

CETC-CTTGAT-AGCTTT-CACTCTCACCARCGSTTCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACGA

P e Frr ettt e et et et rrrrrrnl
CGTCACTTGATGAGCTTTCCACT CTCACCAACGTTCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACGA

TCCGARAACCTTICTTICACT CACGCGGUGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATIGCCGAAG
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
COGARRACCTTCTICACT CACGCGECGTTGUTCGETCAGACTTTCGTCCATIGCCGAAG

ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGG

PLLL L ettt
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTITGS

GCCGT
LLEL
GCC

GT

TCTCAGTCCCRATGTGGCCGAT
PLELT L el
TCTCAGTCCCAATGTIGGCCGAT

01— 01

CRCCCICTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGETGAG
FERTETE e et et ettt
CRCCCICTCAGGTCGGCTATGTATCAT CGCCTTGGETGAG

CCTTTACCTCACCARCTAGCT
FEETETL ettt
CCTTTACCTCACCAACTAGCT

ARTACAACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTITCARACTTARRACTIGTG
PEETEERET e e e e et e e ettt ettt reinnl
AARTACAACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTITCAAACTTARRACTIGTG

TTTARRGTTITTATGCGGTATTAGCATICGTITCCAARTGTTGTCCCCCGCTCARAGGCA
PPttt et et et e e ettt
TTTAAAGTITTITATGCGGTATTAGCATICGTITCCAAATGTTGTCCCCCGCTCARAGGCA

GRTTCCCCACGCGTITACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACRAGTACCARCCTT

FETTTEEE et e e e et e e ettt ettt
GRTTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACARGTACCARCCTT

CRGCGCTCAACTTGCATGTATTAGSCACGSCCGCCRGT
FELTEL e e e e ettt
CAGCGCTCAACTTGCATGTATTAGGCACGCCECCAGT

GTTCGTCCTEAGCCAGGATCALA
LT et rrrrrrnd
GITCGTCCTGAGC CAGGATCARR

CICTR 4595

Il
CTICTA 1

at
=1
(=]

b3
(=21

Figura 19. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria 4cido latica

bacteriocinogénica 19M3, e identificacdo segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 1635 ribosomal ENA

gens,

Score =

785 bits (425), Expect
Identities = 4&6/485 (%2¢%), Gaps

complete sedquence
Length=1511

0.0
5/485 (1%)

Strand=Plus/Minus

Juery
Sbict
Juery
Sbict
Juery
Sbict
Juery
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query

Sbijct

14

485
69

425
129
365
189
308
249
245
309
185
369
125
429
65

489

CGTC-CTTIGAT-AGC-TT-CACTCTCACCARCGTTCTTCTCTA-CARCAGAGTTTTACGA

PEE e e e et ettt ettt e rrrer e
CGTCACTIGATGAGCTTTCCACTCT CACCARCGTTCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACGA

TCCGARRRCCTTCTITCACTCACGCGGCGTTGCTCGETCAGACTTTCCTCCATIGCCGARG

FEErrrrr et ettt ettt ettt crrerr e
TCCGARAACCTTCTTCACT CACGLGGCGTTGCTCGGETCAGACTTTCGTCCATIGCCGARG

ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGAT

PO I L e e ety ey
ATTCCCTACTGCIGCCTCC CGTAGGAGTT TGO CGTGTCTCAGTCCCARTGTGGCCGAT

GGTGAG
I
GGETGE

|
TGAG

CCTTTACCTCACCRAACTAGCT
BERRERRERNAREEREEEEE
CCTTTACCTCACCARCTAGCT

CRCCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTT
PEELEEIL ettt
CRCCCTCTICAGGICGGCTATGTATCATCGCCTT

B TRCARCGCGGGAT CATCTTTGAGTGATGCAATTGCTTCTTTCARACTTARRACTTGIG
PP EETE e e e et e et et et ettt
AL TRCARCGCGGGAT CATCTTTGAGIGATGCRAATTGCATCTTTCARACTTARRACTTIGIG

TTITARRLGTTIGTTATGCGETATTAGCATTCGTTTCCARATGTTGTCCCCCGCT CARAGGCR
PRt et e e e e et e e e et
TITARAGTITTTAT GCGGTATTAGCATTCGTTTCCARATGTTGTCCCCCGCTCARAGGCR

GRTTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCTTCCTGTTGGTACKRAGTACCTACCTT
PEELEErr e et e et et ter e reitd
GRTTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACRAGTACCARCCTT

CRCCGCTCARCTTIGTATGT GTTATGCACGCCGOCAGCGTTCGTCCTGAGC CACGAGCTCA
Ghctit1eaadtTicAleTal TAGLLACSLLEE A dLeTT T TR GE A s AT nA
CTICTA 4533

Gém 1

L]
426
128
366
188
306
248
Zds
08
186
368
128
428
L1

488

L3

Figura 20. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 24M2, e identificacao segundo banco de dados BLAST.
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>gb|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 165 ribosomal ENA

genea,

Eocore =

776 bits (420}, Expect
Identities = 464/485 (95%), Gaps

complete sequence
Length=1511

a.4a
4/485 (0%)

Strand=Flus/Minus

Query
Shbict
Query
Shjct
Query
Sbict
Query
Shiet
Query
Shbict
Query
Shbict
Query
Shjct
Query
Sbict
Query

Sbjct

12
485
&8
425
128
3685
188
305
248
245
308
185
368
125
428
=]
488
5

CGETC-CTTGAT-AGCTTT-CACTCTC- CCAACGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA
PR e rrerr e rrer ettt et ettt et
CETCACTTGATGAGCTTTCCACTCTCACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGR

TCCGARARRCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGETCAGACTTTCCCCCATTIGCCGAMG
R U LB D
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTITGGGCCGTGTCTCAGTCCCARTGTGGCCGAT
A UL OGO UL AU
CACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCT
UL AL L

ARATACAARCGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCTTCTTTCARACTIARRACTIGTIG
PEEPEE Rt r e e et e e e et e ettt
AATACAACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCRAATTGCATCTTTCARACTTIARRACTIGTG

TTTRARAGTTTTITATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCARARTGTTGTCCCCCGCTCCRAAGGCR

PRttt e e e ettt e il
TTTARAGTTTITATGCGGTATTAGCATTCSTTTCCARATGTTGTCCCCCGCTCARRAGGCR

GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCTTCCTGTTGGTACARGGACCARCCTT
FEEErrerr e e e e et e e ettt et
GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACARGTACCARCCTT

CTCCGCTCAACTIGTATGTGTTATGCACGCCCCCAGCGTTCGTCCTGTGCCACGAGCTAR
LAGE L TCARCTTECATTATTAGGEALGELGLCAGCETTCOTEL TR ChGEATCARA
CICTA 432

Gén 1

478
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igs
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1Zs
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ag
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o

Figura 21. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria 4cido latica

bacteriocinogénica 52MS, e identificacao segundo banco de dados BLAST.
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>gk|AF515226.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain RO37 1635 rikbosomal ERHNA

gene,

Socore =

815 bits (441), Expect
Identities

complete sedquence
Length=1511

g.a
47485 (0%)

= 471/485 (%7%), Gaps

Strand=Plus/Minus

Query
Shict
Query
Sbict
Query
Shict
Qquery
Sbict
Query
Sbict
Qquery
Sbict
Qquery
Shjct
Query
Shbict
Query

Shict

12
485
&8

5

CGTC-CTTGAT-AGCTIT-CACTCTCACCARCGTTCTTCTCTACC-ACAGAGTTITTACGA
PEEE e prr e ettt et et et et rerr ettt
CGTCACTTGATGAGCTTTCCACTCTCACCARCGTTCTTCTCTACCARCAGAGTTTTACGA

TCCGRRARCCTTCTTCACTCACGOGGCGTTGCTCGGETCAGACTTITCCTCCATTGCCGARG
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| BERERRERREEE
CCGRRR A CCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGSTCAGACTITCGTCCATTGCCGRAG

ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGSASTTT

GGG
PLLLT e et
ATTCCCTACTIGCTGCCTCCCGTAGGASTTTGES

CC CCARATGTGGCCGAT
LIt
CCRATGTGGCCGAT

GTGETC GTC
PLLLLELLErl
CCGTGTCTCAGTC
CACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGETGAG
PEELTEIL ettt ettt
CACCCTICTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTIGETGAG

CCTTTACCTCACCARCTAGCT
LTl
CCTTTACCTCACCARCTAGCT

ARTRCAACGCGGGAT CATCTTTGAGTSATGCAATTGCTTCTTTCARACTTARARCTTGTG

[T ettt rrrnd IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AATACARCGCGGGAT CATCTITGAGTGATGCAATTGCATCTTTCARACTTARRLRCTTGT

TTTCAAGTTITTATGCGGTATTAGCAT TCGTITCCARATGTTGTCCCCCGCTCARAGGCA

P T e et e e e et e ettt
TTTARAGTITITATGCGETATTAGCAT TCGTTITCCARATGTTGTCOOCCGCTCARAGGCA

GATTICCCCACGCGTTACTCACCCGTICGCTGCTCTTCCTGTTGGTACRAGTACCRARACCTT

FPTLEEEr e ettt e ettt e e el
GATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGOTGCTCATCCAGTTGETACAAGTACCARCCTT

CRACCGCTCARCTTIGTATGTIGTTATGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC CACGATCARR
LTttt bt et rrrrnnl
CRAGCGCTCRAACTTGCATGTATTAGSCACGCCGCCAGCGTTOGTCCTGAGC CAGGATCARD

CTICTIA 482
[
CTCTIa 1

426
127
366
187
306
247
248
07
188
367
lia
427
1]

487

=3

Figura 22. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica

bacteriocinogénica 32M3, e identifica¢do segundo banco de dados BLAST.
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»emb |AL935261.1| [] Lacteobacillus plantarum strain WCFS1l complete genome; segment

10/11
Length=298050

Features in this part of subject sequence:
rRNA-165 r-RNA

Score = 88% bits (481) Expect
4a8/505 (9 %J, Gaps

Identities =

0.0
5/505 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 11
Shjct 239990
Query 6o
Sbjct 240050
Query 12é
Sbjct 240110
Query 18&
Sbjct 240170
Query 24s
Shijet 240230
Query 208
Shijct 240290
Query 388
Sbijct 240350
Query 426
Sbijct 240410
Query 486

Sbict 240470

Figura 23.

CGTC-AT-CCTG-ACAGTT-CTCTCAGATATGTTCTICTTITAAC-ACAGRGTTTTACGAG
N N N R NN N RN N AN NN
CGTCAATACCTGARCAGTTACTCTCAGATATGTTCTICTITAACARACAGRGTTTTACGAG

COGRAACCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGC TCCATCAGACTTITCGTCCATTGTGGARGA

FEEEEErr et et et ettt e il
CCGARACCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTITCGTCCATT GTGGARGR

TTCCCTACTGCTGCCTCCOGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCARTGTGGCCGATT

IIIIIIIIIIIIIIII FELLLEE L L L L L
TTCCCTACTGCTGCCTCCOGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCARTGTGGCCGATT

ACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCCCACCATCTAGCTA
FIETTTTT Rttt e e e e e ettt bttt
ACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCCCACCATCTAGCTA

ATACGCCGUGGGACCATCCARRAGTGATAGC CGARGCCATCTTTCAAGCTCGGACCATGE
FIETTETTErrr et et e e e ettt et
ATACGLCGUGEGACCATCCARRAGTGATAGC CGARGCCATCTTITCARGCTCGGACCATGE

GETCCARGTTGITATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGGGTTATCCCCCGCTTICTGEGE

FEETTrrr ettt et e et et el
GETCCARAGTTGITATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCCGCTTICTGEGE

AGGTTTCCCACGTGTITACTCACCAGTTCGCCACTCACTCARATGTARATCATGATGUARG
FEETTTTEEr ettt et e ettt e riirrd
AGGTTICCCACGTGTITACTCACCAGTTCGCCACTCACTCARATGTARATCATGATGUAAG

CRACCAATCAATACCAGACTTCGTTCGACTTGCATCTATTAGCGCACGCCGCCAGCGTTCGT

FEEErrr et et et et ettt
CACCRATCRAATACCAGAGTTICGTICGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGT

CCTGRAGCCRAGGATCARACTCTRARRE 510

FEETIELEEE et
CCTGAGCCAGGATCRRACTCTCARAE 240494

685
240049
125
240109
185
240169
245
240229
305
240289
3865
240249
425
2404009
485
240469

Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria 4cido latica

bacteriocinogénica 43M3, e identifica¢do segundo banco de dados BLAST.
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>gb|DQ239698.1|

sequence
Length=1532

Score = 893 bkits (483), Expect

Identities

0.0
= 4%6/501 (99%), Gaps 5/501 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query 13
Skijct 501
Query 68
Skijct 441
Query 128
Shict 381
Query 188
Shict 321
Query 248
Shict 261
Query 308
Shict 201
Query 368
Shict 141
Query 428
skijct 81
Query 488

skict 21

Figura 24. Sequéncia do gene 16S rRNA da cultura de bactéria acido latica
bacteriocinogénica 53M6, e identifica¢do segundo banco de dados BLAST.

CoTC-AT-CCTG-ACAGTT-CTCTCAGATATGTICTTICTTTAAC-ACAGAGTTTTACGAG
POt rerert bttt et et b
CoTCARATACCTGRAACAGTTACTC TCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAG

COGARACCCTTCTTICACTCACGCGGUGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGRE

FEEET et et et ettt e b e e et e el
CCGRAARCCCTTCTTCACTCACGLGGLGTTGCTCCATCAGACTTTCGTC CATTGTGGAAGR

TTCCCTACTGCTGOCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGECCGATT

PELETE T e e e et er el
TTCCCTACTGCTGOCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGECCGATT

ACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTIGCCATGGTGAGCCGTTACCCCACCATCTAGCTA
PEErrrrrrrrrrrrrr ettt et
ACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTIGCCATGGTGAGCCGTTACCCCACCATCTAGCTA

TACGCCGCGEGACCATCCAARA GTGATAGCCGARGCCATCTTTCARGCTCGGACCATGE

ATA
[Pttt et e bbbl
ATACGCCGCGGGRACCATCCAARAGTGATAGCCGARGCCATCTTTCARGCTCGGACCATGE

GGETCCARGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCCGCTTCTGGEE

ettt e e
GGTCCAAGTTGTTATGCEGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCCGCTTCTGGEE

AGGTTTCCCACGTGTTACTCACCAGTICGCCACTCACTCARATGTARATCATGATGCARAG
PRttt el
AGGTTTCCCACGTGTTACTCACCAGTICGCCACTCACTCARATGTARATCATGATGCAAG

CRACCARTCAATACCAGAGT TCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGUCAGCGTTCGET

FEEEE L e e e e bbb e e el
CRACCARATCAATACCAGAGT TCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGUCAGCGTTCGET

CCTGAGCCAGGATCARARCTCT 508
LTl
CCTGAGCCAGGATCAAACTCT 1

Lactcocbacillus plantarum strain L5 165 ribosomal RNA gene,

partial

442
127
382
187
322
247
262
307
202
367
142
427
82

487
22
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

