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RESUMO

Os gréos de Kefir sdo estruturas semelhantes a pedacos de couve-flor, constituidos por
um conjunto complexo de bactérias e leveduras firmemente aderidas e encapsuladas por
uma trama de polissacarideos insoluveis, utilizados para a producdo de uma bebida
fermentada, acida, levemente alcoodlica, denominada Kefir. Originalmente os grédos eram
cultivados apenas em leite, mas atualmente outros substratos tém sido utilizados como
meio de cultivo (solucdo aquosa de aglcar mascavo, leite de soja, dentre outros), o que
pode alterar a microbiota dos mesmos. Diante disso, este trabalho pretende identificar e
caracterizar as bactérias do acido latico de graos de Kefir, utilizando métodos dependentes
e independentes de cultivo. Para tanto, foram obtidas oito amostras de graos provenientes
de Vicosa (MG), Belo Horizonte (MG), Salvador (BA), Curitiba (PR) e Divinopolis (MG),
sendo quatro cultivadas em agua com acglUcar mascavo e quatro em leite. Dez gramas de
cada amostra foram diluidas e plagueadas em agar MRS modificado e agar M-17. Apos
identificacdo preliminar, 117 isolados, sugestivos de Lactobacillus, foram submetidos a
identificacdo por PCR-ARDRA, obtendo-se as seguintes espécies: L. crispatus, L. casei, L.
kefiri, L. diolivorans, L. perolens, L. mali, L. satsumensis e L. parafarraginis. Foram ainda
isolados e identificados Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis e Oenococcus
oeni. Posteriormente, o DNA total extraido de dez gramas de quatro amostras de grao de
Kefir foi submetido a reacdo de PCR do gene 16SrRNA e os amplicons obtidos foram
clonados e transformados. Aleatoriamente, foram selecionadas 80 colénias que foram
analisadas por PCR utilizando primers especificos do vetor TOPO 2.1. Os amplicons
gerados de 50 colbnias transformantes foram digeridos separadamente com as enzimas
Tagl e Sau3Al, para agrupamento das amostras e posterior sequenciamento. Através
desta metodologia, independente de cultivo, foram identificadas as seguintes espécies: L.
kefiranofaciens, L. kefiri, L. satsumensis, L. hilgardii, L. mali, L. paracasei, L. nagelii, L.
casei, Oenococcus Kkitaharae, Oenococcus oeni, Enterobacter ludwigii e Klebsiella
pneumoniae, sendo também identificados dois microorganismos nao cultivaveis:
Uncultured bacterium clone y-OTU2 e Uncultured Lactobacillus. Algumas espécies de
Lactobacillus ndo puderam ser cultivadas, mas foram detectadas pelo método
independente de cultivo. Outras foram cultivadas, porém ndo detectadas pelo método
independente de cultivo. Este resultado sugere ser importante a utilizacdo de ambos os
métodos para o conhecimento da diversidade de bactérias do acido latico em graos de
Kefir. Além disso, o substrato onde o grao de Kefir é cultivado e o local de origem parecem

interferir na diversidade de bactérias laticas presentes no mesmo.

Palavras chave: Gréaos de Kefir, Lactobacillus spp., Isolamento, PCR-ARDRA



ABSTRACT

The Kefir grains are similar in structure to pieces of cauliflower, composed by a variety of
bacteria and yeast which are firmly bonded and encapsulated by an insoluble
polysaccharide matrix,, that are used to produce a sour, slightly alcoholic fermented
beverage, called Kefir. Although Kefir grains were originally cultured in milk, other
substrates have been used as culture medium (agueous solution of brown sugar or soy
milk). Thus, the aim of this study was to identify and characterize the lactic acid bacteria of
kefir grains, using culture-dependent and culture- independent methods. For this purpose,
eight samples of kefir grains were obtained from Vicosa (MG), Belo Horizonte (MG),
Salvador (BA), Curitiba (PR) and Divinépolis (MG), four grown in water with brown sugar
and four in milk. Ten grams of each sample were diluted and plated on modified MRS
agarand M-17 agar. After preliminary identification tests, 117 isolates suggestive of
Lactobacillus were submitted to identification by PCR- ARDRA and the species identified
were: L. crispatus, L. casei, L. kefiri, L. diolivorans, L. perolens, L. mali, L. satsumensis and
L. parafarraginis. Leuconostoc mesenteroides, Oenococcus oeni and Lactococcus lactis
were also isolated and identified by the culture-dependent method. Ten grams of four
samples of Kefir grains were treated to obtain total DNA, being submitted to PCR and 16S
rRNA gene amplicons obtained were cloned and transformed. Eighty colonies were
randomly selected and analyzed by colony PCR using specific primers of the TOPO 2.1
vector. The amplicons of fifty transformant colonies were separately digested with
restriction enzymes Tagl and Sau 3Al, for grouping of the samples and subsequent
sequencing. Through this culture-independent method, species were identified as follows:
L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. satsumensis, L. hilgardii, L. mali, L. paracasei, L. nagelii, L.
casei, Oenococcus kitaharae, Oenococcus oeni, Enterobacter ludwigii and Klebsiella
pneumoniae, and two non-cultivable microorganisms were also identified: uncultured
bacterium clone-y OTU2 and uncultured Lactobacillus. Some species of lactobacilli were
not recovered by culture-dependente methodbut were detected by culture-independent
method. One the other hand, some lactobacilli were cultivated but not detected by culture-
independent method. These results suggest that bothculture-independent and culture-
dependent methods areimportant to understand the diversity of lactic acid bacteria in Kefir
grains. Besides, food matrix and origin place might interfere with lactic acid bacteria

diversityof Kefir grains.

Keywords: kefir grains, Lactobacillus spp., Isolation, PCR-ARDRA.



1- INTRODUCAO

1.1- Graos de Kefir

Os gréos de Kefir sdo semelhantes a pedacos de couve-flor constituidos por um conjunto
complexo de mais de 40 espécies de bactérias do acido latico e leveduras que se
encontram firmemente aderidas e encapsuladas por uma trama de polissacarideos
insolUveis que sdo secretados por algumas destas espécies (Marshall, 1993). Essa matriz
polissacaridica, também chamada de kefirano, retém uma comunidade relativamente

estavel e constante de microrganismos (Marshall, 1993).

A partir dos gréos de Kefir,obtém-se uma bebida fermentada, acida, levemente alcodlica,
denominada Kefir. (Guzel-Seydim et al., 2011). As leveduras e bactérias do acido latico
coexistem em uma associagdo simbiotica responséavel pelas propriedades do Kefir (Leroi e
Pidoux, 1993; Zhou et al., 2009). Este termo se originou do eslavo “keif” que significa
“bem-estar” ou “bem-viver”. O Kefir tem sido consumido ha milhares de anos na regido das
montanhas do Caucaso, de onde € originario, e somente no final do século XIX é que se
popularizou fora da Russia, sendo atualmente definido como o iogurte do século 21
(Schneendorf e Anfiteatro, 2004). Existem no mercado produtos comerciais a base de Kefir
disponiveis em alguns paises como, por exemplo, Kefir liquido,comercializado nos Estados
Unidos, Kefir pastoso com cereais, comercializado na Franca e sorvete de Kefir,
comercializado na Polbnia (Gorsek e Tramsek, 2008; Zhou et al., 2009; Miguel et al.,
2010).

No Brasil, de acordo com a Instrugdo Normativa n° 46 de 2007 do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), Kefir é o produto da fermentacédo do leite pasteurizado
ou esterilizado obtido com cultivos acido-lacticos elaborados com gréos de Kefir,
Lactobacillus kefiri, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com
producdo de 4cido lactico, etanol e didxido de carbono. Os grdos de Kefir sdo constituidos
por leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras nao
fermentadoras de lactose (Saccharomyces omnisporus,Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp. e Streptococcus

salivarius subsp. thermophilus.

No entanto, os graos de Kefir também podem ser cultivados em aclUcar mascavo, leite de

soja ou sucos de frutas sendo a coloracdo dos mesmos dependentes do substrato utilizado



4

para o cultivo. Os gréos sdo amarelo-claros quando cultivados em leite, ocres e pardos se
crescidos em agucar mascavo ou purpureos se cultivados em suco de uva (Guzel-Seidym
et al., 2000). O tamanho dos gréos varia de 3 a 30 mm de didametro e a composi¢do
microbioldgica dos mesmos depende da origem, das condicbes de cultivo e de

armazenamento (Garrote et al., 2001; Farnworth e Mainville, 2003; Miguel et al., 2010).

Os graos de Kefir cultivados em leite s&o compostos por um complexo
heteropolissacarideo denominado kefirano, enquanto aqueles cultivados em agua com
acucar mascavo sdo compostos por dextrano (Hsieh et al., 2012). A figura 1 mostra a

estrutura molecular destes exopolissacarideos presentes no gréo de Kefir.
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Figura 1. Estrutura molecular dos exopolissacarideos Kefirano (A) e Dextrano (B).
Fonte: A- Micheli et al. (1999) e B - Waldher et al. (2010).

Nos grdos de Kefir € encontrada uma diversidade microbiol6gica elevada que inclui
espécies de leveduras (Kluyveromyces, Pichia e Saccharomyces), bactérias do &cido latico
(Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus), bactérias do acido acético e
outros microorganismos ainda ndo descritos (Garrote et al., 1997; 2001; Guven e Gulmez,
2003; Miguel et al., 2010; Guzel-Seydim et al., 2011). A figura 2 ilustra a presenca de

bactérias e leveduras em graos de Kefir cultivados em substratos diferentes.



Figura 2. Microscopia eletronica de grdos de Kefir cultivados em agua com acucar (A) e
em leite (B). Fonte: Hsieh, H.-H., et al. (2012); doi:10.1016/j.ijffoodmicro.2012.04.014.

Varias bactérias do acido latico tém sido isoladas de graos de Kefir e identificadas por
métodos dependentes de cultivo: Lactobacillus acidophilus (Angulo et al., 1993; Sabir et
al., 2010), Lactobacillus casei (Angulo et al., 1993; Sabir et al., 2010; Magalhdes et al.,
2011), L. delbrueckii (Simova et al., 2002; Witthuhn et al., 2004), L. helveticus (Angulo et
al., 1993; Lin et al., 1999; Simova et al., 2002; Mainville et al., 2006; Miguel et al., 2010;
Sabir et. al., 2010), L. kefiri (Takizawa et al., 1998, Chen et al., 2008, Miguel et al., 2010,
Magalhaes et al., 2011), L. parakefir (Takizawa et al., 1998, Mainville et al., 2006, Miguel et
al., 2010), L. kefirgranum, L. kefiranofaciens (Takizawa et al., 1998), L. plantarum (Garrote
et al., 2001; Miguel et al., 2010), L. satsumensis (Miguel et al., 2010), L. sunkii (Miguel et
al., 2011), L. mali (Hsieh et al., 2012), L. hordei (Gulitz et al., 2011; Hsieh et al., 2012),
Leuconostoc mesenteroides (Lin et al., 1999; Garrote et al., 2001; Witthuhn et al., 2004
Hsieh et al., 2012), Lactococcus lactis (Garrote et al., 2001; Simova et al., 2002; Witthuhn
et al.,, 2004, Chen et al.,2008), Lactobacillus diolivorans (Kesmen e Kacnaz, 2011),
Streptococcus thermophilus, L. brevis L. paracasei subsp. paracasei (Simova et al., 2002),

L. nagelii, L. hilgardii e Leuconostoc citreum (Gulitz et al., 2011).

Bactérias do acido latico também tém sido identificadas por métodos independentes de
cultivo: Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus (Zhou et al., 2009), L. kefiranofaciens
(Zhou et al., 2009; Kesmen e Kacnaz, 2011), L. casei (Zhou et al., 2009; Magalhéaes et al.,
2010), Leuconoctoc mesenteroides (Zhou et. al., 2009; Hsieh et al., 2012), Leuconostoc
citreum, L. parabuchneri (Magalhé&es et al., 2010), L. kefiri (Zhou et al., 2009; Miguel et al.,
2010; Magalhées et al., 2010), L. paracasei (Miguel et al., 2010; Magalh&es et al., 2010), L.
satsumensis, L. uvarum, L. plantarum (Miguel et al., 2010), L. mali e L. hordei (Hsieh et al.,
2012).



1.2- Efeitos benéficos atribuidos ao consumo de Kef ir

Devido ao aumento do consumo da bebida Kefir em diversos paises do mundo, o Kefir,
gréos de Kefir, kefirano, e as bactérias encontradas no Kefir tém sido objeto de estudos
cientificos que visam demonstrar os beneficios potenciais dos mesmos para a saude
humana. O nimero de microorganismos no Kefir (10’ UFC/g) é alto o suficiente para
considera-lo como um probi6tico. Durante o processo de fermentacdo, metabdlitos
microbianos e/ou constituintes degradados da matriz alimentar se acumulam na bebida e

também podem produzir efeitos benéficos a saude (Farnworth & Mainville, 2003).

O efeito antitumoral do kefirano foi primeiramente relatado por Shiomi et al. (1982) pela
administracdo em camundongos do polissacarideo, isolado a partir de grdos de Kefir,
dissolvido na 4gua durante sete dias, antes da inoculacdo de células de carcinoma de
Ehrlich, e continuamente durante 24 dias. Em outro grupo, o inicio do tratamento com o
polissacarideo ocorreu no mesmo dia da inoculacdo de células tumorais e permaneceu
durante 24 dias. Quarenta a 59% de inibicdo do crescimento do tumor foi encontrado nos
camundongos que receberam 0,02 a 0,1% do polissacarideo em agua, tanto naqueles que

receberam o polissacarideo antes da inoculacdo de células tumorais ou a0 mesmo tempo.

Moreno de LeBlanc et al. (2006) induziram cancer de mama em camundongos e
observaram que camundongos que receberam alimentacdo durante 27 dias com Kefir e
com uma fracdo sobrenadante de Kefir livre de células viaveis apresentaram uma reducéo

no crescimento do tumor e aumento de células produtoras de IgA na lamina propria.

Liu et al. (2002) realizaram um experimento para avaliacdo da atividade antimutagénica do
Kefir em camundongos que foram alimentados com leite reconstituido, Kefir de leite, leite
de soja ou Kefir de soja uma semana apoés a inoculagdo de células tumorais de sarcoma
180 sob a pele abdominal. Esses autores demonstraram que a administracéo oral de Kefir
cultivado em leite ou soja resultou em inibicdo significativa do crescimento do tumor apds
30 dias.

Os efeitos protetores do Kefir e da vitamina C contra a toxicidade de azoximetano em
camundongos foi estudada por Sozmen et al. (2005), os quais verificaram que a
administracdo de Kefir foi capaz de reduzir a gravidade das lesGes no figado dos animais
provocadas por essa droga. Cenesiz et al. (2008) concluiram que o Kefir tem um efeito
antioxidante em camundongos com formacdo de cripta colbnica anormal induzida por

azoximetano. No grupo azoximetano, os niveis de malondialdeido e 6xido nitrico foram



aumentados no estébmago, figado, baco e célon enquanto que o grupo Kefir-azoximetano

apresentou niveis mais baixos destes compostos presentes nos 6rgaos.

Liu et al. (2006) relataram que a administracdo de Kefir de leite e Kefir de leite de soja

baixaram o triacilglicerol sérico e as concentracfes de colesterol total em camundongos.

Vinderola et al. (2005) investigaram a importancia da dose do Kefir e a viabilidade das
células para se obter uma resposta imune na mucosa intestinal de camundongos e foi
observado que o Kefir aumentou a atividade fagocitaria dos macrofagos peritoneal e
pulmonar. Num segundo estudo, realizado em 2006, estes mesmos autores investigaram a
capacidade imunomodulatéria do kefirano produzido pelo L. kefiranofaciens presente no
Kefir. A administracdo oral de kefirano (100 mg/kg) durante 7 dias resultou na melhora da
mucosa intestinal com um nimero aumentado de células produtoras de IgA e causou um
aumento concomitante de células produtoras de IL-4, IL-6 e IL-10no intestino delgado.

Uma proporcao significativa da populacdo mundial € intolerante a lactose, devido a
insuficiente atividade de B-galactosidase intestinal. A enzima B-galactosidase degrada
lactose em glicose e galactose. Na auséncia da enzima, a lactose intacta é transportada
para o trato intestinal aonde as bactérias coliformes irdo digeri-la e produzir diéxido de
carbono que pode causar desconforto e sintomas gastrointestinais (Guzel-Seydim, et al.
2011). Durante a fermentacdo do acido lactico, uma quantidade significativa de lactose &
utilizada e a concentracéo total de lactose diminui. De Vrese et al. (1992) investigaram o
efeito do consumo de Kefir na degradacédo de lactose. Em ensaios com animais, a equipe
relatou que os picos de galactose pos-prandial no sangue aumentaram em 30% com 0O
consumo de Kefir. Hertzler e Clancy (2003) realizaram um estudo em humanos para
determinar o efeito da bebida Kefir sobre a intolerancia a lactose em adultos com ma
digestdo da lactose e foi concluido que o consumo de Kefir reduziu a severidade da

flatuléncia em 71% dos pacientes do estudo.

Devido aos varios efeitos benéficos comprovados pela ingestdo do Kefir e por conter um
ndmero alto de microorganismos (10’ UFC/g), o Kefir € uma fonte provavel de probiéticos
de interesse. Pela definicho da FAO/WHO (2002) probidticos sdo “microorganismos
viaveis, que quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios para
a saude do hospedeiro”. Tal fato coloca este produto alimentar na categoria de “alimento
funcional”. Segundo a Portaria n°389, de 30/04/99 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude (ANVISA), “é alimento funcional todo aquele alimento ou ingrediente

que, além das suas funcBes nutritivas basicas, quando consumido como parte da dieta



8

usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos benéficos a salude humana”. Por estas
razbes, pesquisas envolvendo o Kefir tem aumentado na ultima década, tanto para
conhecimento dos microorganismos envolvidos nos potenciais beneficios como para
desenvolvimento de tecnologias que garantam a persisténcia da funcionalidade durante a

producédo e armazenamento da bebida (Guzel-Seydim et al., 2011).

1.3- Bactérias do &cido latico presentes em grdosd e Kefir

1.3.1-Género Lactobacillus

O género Lactobacillus compreende um grupo grande e heterogéneo de microorganismos
em forma de cocobacilos ou bastonetes, de baixo conteddo G+C, Gram-positivo,
geralmente catalase negativo, ndo esporulantes e anaerdébicos facultativos ou que crescem
em microaerofilia (Bernardeau et al., 2008). Taxonomicamente, os lactobacilos séo
eubactérias que pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales, familia
Lactobacillaceae (Lebeer et al., 2008). Os lactobacilos sdo fermentadores de glicose, a
maioria homofermentativa, onde o acido latico é o produto majoritario final da fermentacao;
mas ha representantes heterofermentativos, também com producdo de lactato, além de
CO, e etanol em quantidades equimolares. A conversao de agucares a acido latico, dentre
outras caracteristicas, faz dos Lactobacillus membros do grupo das bactérias laticas (BAL),
grande grupo de bactérias Gram-positivas utilizadas desde tempos imemoriais na
elaboracdo, processamento e preservacdo de diversos produtos alimenticios (Cross,
2002).

Atualmente o género Lactobacillus apresenta 182 espécies e 27 subespécies (Euzéby,
2012%. Ocupam diversos nichos em que carboidratos fermentaveis encontram-se
disponiveis, como o trato gastrointestinal e vaginal, a pele e os pulmdes dos animais, além
da matéria organica dos solos e associados aos vegetais (Felis e Dellaglio, 2007). Estéo
presentes em muitos tipos de alimentos como cereais, bebidas fermentadas, queijos e

produtos lacteos, carnes e derivados, dentre outros (Hammes e Hertel, 2006).

Bactérias pertencentes ao género Lactobacillus sdo muito frequentemente empregadas
como probidticos por serem consideradas seguras para a saude do hospedeiro (GRAS -
“generally recognized as safe”), uma vez que ndo sdo patogénicas e nem capazes de

transmitir os fatores de resisténcia a antimicrobianos para bactérias patogénicas, o que
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dificultaria a cura de infec¢Bes, um aspecto importante em relacdo aos riscos para a saude

publica e seguranca dos produtos (Gomes e Malcata, 1999; Oliveira et al., 2002).

Muitos grupos de pesquisa descrevem a atividade imunomodulatéria de espécies de
Lactobacillus. Driessen e de Boer (1989) demostraram que uma cepa de L. casei inibiu o
crescimento de cepas patogénicas de Pseudomonas aeruginosa e Listeria em
camundongos provocando um aumento nos niveis de macréfagos. Malin et al. (1996)
investigaram o efeito da ingestdo de L. rhamnosus GG sobre a barreira imunolégica
intestinal em pequeno estudo de 14 criangas com Doenga de Crohn e sete pacientes
controles (hospitalizados para investigacdo de dor abdominal, mas sem evidéncia de
doenca intestinal). A Cepa GG foi administrada a pacientes e controles & 10"°°UFC, duas
vezes ao dia, misturadas em liquido e foi observado um aumento significativo na producao

de IgA nos pacientes com Doenca de Crohn, mas ndo para os controles.

O efeito de microrganismos probidticos na modulacdo do colesterol sanguineo ja foi
demonstrado por diversos trabalhos, como o de Gillland (1990) que utilizando suinos
alimentados com dieta rica em colesterol suplementada com L. acidophilus, mostraram
uma reducdo significativa nas concentracdes de colesterol sérico no grupo que recebeu a
suplementacdo, em relacdo ao grupo controle. Outros estudos demonstraram que 0s
niveis de colesterol no plasma sanguineo sdo mais baixos em camundongos axénicos
colonizados com L. acidophilus (Grunewald, 1982; Zacconi et al., 1992; Fukushima e
Nakano,1996; Tortuero, 1997). Taranto et al. (2000) mostraram que a administracdo de L.
reuteri CRL 1098 (10" células/dia) a camundongos durante 7 dias foi capaz de evitar a
hipercolesterolemia. Observou-se um aumento de 17% na propor¢do entre lipoproteina de
alta densidade e lipoproteina de baixa densidade e o colesterol total no soro e os niveis de
triglicérides diminuiram 22 e 33%, respectivamente, em camundongos que receberam o L.

reuteri.

L. acidophilus, L. casei e L. helveticus isoladas de Kefir na Turquia apresentaram
propriedades probibticas potenciais, como demonstrado por Sabir et al. (2010). Estes
realizaram testes in vitro avaliando fatores como a producéo de peréxido de hidrogénio,
producdo de &cido latico, resisténcia a sais biliares e a suco gastrico, quantificacdo de

exopolissacarideos e resisténcia a antibioticos.
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1.3.2- Género Lactococcus

O género Lactococcus € um grupo pequeno de microrganismos em forma de cocos, Gram
-positivo, catalase negativo e ndo esporulantes (Cassalta e Montel, 2008).
Taxonomicamente, o0s lactococos séo eubactérias que pertencem ao filo Firmicutes, classe

Bacilli, ordem Lactobacillales, familia Streptococcaceae (Euzéby®, 2012).

Atualmente o género Lactococcus apresenta 7 espécies e 4 subespécies, sendo
Lactococcus chungangensis, Lactococcus fujiensis, Lactococcus garvieae, Lactococcus
lactis, Lactococcus lactis subsp. cremonis, Lactococcus lactis subsp. hordniae,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. tructae, Lactococcus piscium,
Lactococcus plantarum e Lactococcus raffinolactis (Euzéby, 2012°). Este género é
encontrado em plantas e em pele de animais, sendo que a espécie Lactococcus garvieae
foi isolada de peixe, Lactococcus plantarum de plantas e Lactococcus piscium de salmao
(Cassalta & Montel, 2008).

As espécies Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremonis sdo
mais frequentemente encontradas em queijo, leite e produtos fermentados apresentando a
funcdo de acidificacdo principalmente pela producédo de acido latico. Contribuem para o
desenvolvimento da textura, pela producdo de exopolissacarideo, e para o sabor pela
producdo de compostos aromaticos como alcoois, cetonas e aldeidos. Também podem ser
usadas para a conservagdo de alimentos devido sua producdo de acidos orgéanicos
(Cassalta & Montel, 2008).

Os lactococcus sdo homofermentadores de glicose, onde o acido latico é o produto final
majoritario da fermentacdo. As bactérias pertencentes ao género Lactococcus podem ser
empregadas como probidticos sendo consideradas seguras (GRAS - “generally recognized
as safe). A espécie Lactococcus lactis ndo pode ser considerado como um patégeno
oportunista, uma vez que apenas dois casos de endocardite foram relatados na literatura

médica ao longo de um periodo de 50 anos (Cassalta & Montel, 2008).

Um artigo recente de Samar et al. (2012) demonstrou uma nova bacteriocina produzida por
Lactococcus lactis BMG6.14 que apresentou atividade antimicrobiana contra varias

bactérias lacticas e cepas patogénicas incluindo Listeria monocytogenes.

Li et al. (2012) demonstraram que uma cepa recombinante de Lactococcus lactis MG1363

com atividade de 3- galactosidase, comprovou aliviar os sintomas de diarreia induzida por
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lactose em camundongos BALB/c modelo para intolerancia a lactose, com o provavel
mecanismo de colonizacdo predominante da comunidade microbiana intestinal, o que

torna esta cepa um probidtico promissor para uso em pacientes com intolerancia a lactose.

1.3.3- Género Leuconostoc

O género Leuconcotoc € um grupo de microorganismos em forma de cocos ou
cocobacilos, dispostos em pares ou cadeias, Gram-positivo, catalase negativo, nao
esporulante e anaerébio facultativo (Ogier et al., 2008). Taxonomicamente, 0s
leuconostocs sdo eubactérias que pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem

Lactobacillales, familia Leuconostocaceae (Euzéby®, 2012).

Atualmente o género Leuconostoc apresenta 23 espécies e 3 subespécies (Euzéby,
2012%. Este género é encontrado em plantas frescas e a partir deste habitat natural
disseminaram para varios nichos incluindo leite e produtos alimentares refrigerados (Ogier
et al.,, 2008). Desempenham um importante papel em processos industriais e na
fermentacdo de alimentos, tais com embutidos, produtos vegetais, cereais e lacteos (Ogier

et al., 2008).

As espécies Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc lactis desempenham um papel
importante na formacdo do aroma, sabor e textura dos produtos lacteos por produzir

compostos aromaticos como diacetil e cetonas (Ogier et al., 2008).

Os leuconostocs sao heterofermentadores de glicose, com a producéo de &cido latico, D-
lactato, além de CO, e etanol como produtos da fermentagdo. As bactérias pertencentes
ao género Leuconostoc podem ser empregadas como probidticos sendo consideradas
seguras (GRAS - “generally recognized as safe). Alguns casos clinicos de infec¢Bes
humanas por estes microorganismos tem sido relatados na literatura, levando a sua
classificacdo como agentes patogénicos oportunistas. No entanto, estes casos relatados

ocorreram apenas em pacientes imunodeprimidos (Ogier et al., 2008).

Vérias linhagens de Leuconostoc isoladas de carne sao produtoras de bacteriocina sendo
elas Leuconostoc gelidum UAL 187, Leuconostoc paramesenteroides-La7a, Leuconostoc
carnosum - Talla e Leuconostoc carnosum - Lab4a. Todas produzem bacteriocinas que
sdo ativas contra Listeria monocytogenes e outras bactérias laticas causadoras de

deterioracdo da carne (Hastings et al.,1994). Parente et al. (1996) demonstraram a
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presenca de uma bacteriocina, Leucocin F10, produzida por uma estirpe de Leuconostoc
carnosum, isolado a partir de fermentado de carne, capaz de inibir Enterococcus faecalis,
Lactobacillus sakei,, algumas cepas de Listeria monocytogenes e Streptococcus

thermophilus.

1.4- Operon de RNA ribossdmico

Os RNAs ribossdmicos (rRNA) sdo moléculas antigas, constituintes importantes do
ribossomo, responsavel pela sintese proteica de todos os organismos, e de amplo
interesse evolutivo tanto em procariotos como em eucariotos. Nos procariotos esta
organela é formada por duas subunidades ribossémicas: a subunidade 30S, composta por
proteinas e 0 16S rRNA, e a subunidade 50S, composta por proteinas e pelos rRNAs 5S e
23S (Woese, 1987). Para garantir a producdo dos trés tipos de RNA em quantidades
iguais, os genes que dao origem aos rRNAs de ambas as subunidades, 5S (120 pb), 16S
(1542 pb) e 23S (2904 pb), estdo organizados em um operon como ilustrado na Figura 3.
Apesar da maioria das espécies de procariotos possuirem no maximo duas cépias do
operon ribossdmico, algumas espécies podem conter multiplas copias em seu genoma

variando de trés a oito e, em poucas espécies, chegando a 15 copias (Tourova, 2003).

A escolha dos genes de rRNA para os estudos de caracterizacdo da microbiota é
decorrente de diversas caracteristicas: 0os rRNAs sdo fundamentais para a maquinaria de
sintese proteica e, portanto, sdo funcionalmente e evolutivamente homadlogos para todos
0S seres Vivos; estes genes ndo sofrem transferéncia lateral; os genes de rRNA possuem
sequéncias extremamente conservadas, porém com fragmentos varidveis possibilitando a

diferenciacéo de géneros diferentes (Olsen et al., 1986; Woese,1987; Tourova, 2003).

Dentre os trés genes ribossémicos, 0os genes dos RNAs 16S e 23S possuem regides
altamente variaveis, permitindo o alinhamento das sequéncias, com variabilidade suficiente
para a diferenciacéo de procariotos no nivel de género e até mesmo de espécie. O gene
16S rRNA vem tendo destaque nos estudos de diversidade, evolucdo e ecologia dos
procariotos por ter o tamanho adequado para ser estudado por sequenciamento e por

possuir regides filogeneticamente informativas em sua sequéncia (Pontes et al., 2007).
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n Regido
Regido ITS2 TegnMador

Promotor ITS1
rRNA 23S

Figura 3. Representacdo esquematica de um operon ribossémico tipico de procariotos;
ITS representam regides espacadoras intergénicas. As setas representam onde 0s primers

se anelam para realizagédo da PCR 16S-23S rRNA.

1.5- Metodologias dependentes e independentes de cu ltivo para caracterizacdo de

microbiotas associadas a diferentes ecossistemas

A descoberta, o cultivo e o isolamento de novos microrganismos vém sendo um dos
objetos de estudo dos microbiologistas desde os primérdios da bacteriologia. O cultivo de
microorganismos foi de extrema importancia para a consolidacdo da Microbiologia e as
informacfes contidas atualmente em livros-texto vieram do estudo de organismos em
cultura pura (Handelsman, 2004). Entretanto, o surgimento das técnicas moleculares e de
métodos independentes de cultivo demonstrou que o cultivo ndo detectava a real

diversidade dos microrganismos (Shapiro & Dworkin, 1997).

A metodologia dependente de cultivo consiste no isolamento e cultivo de microrganismos e
sua identificacdo de acordo com as suas caracteristicas morfolégicas ou bioquimicas
(Zhou et al., 2009). Nesta metodologia, as espécies que se apresentam em numero
reduzido competem pelo crescimento com as espécies microbianas numericamente mais
abundantes (Hugenholtz et al., 1998) e algumas espécies podem ser incapazes de crescer
in vitro (Head et al., 1998). Como alternativa a utilizacdo dos varios testes fenotipicos,
técnicas moleculares tem sido aplicadas com sucesso para andlise filogenética, estudo de
ecologia microbiana de ecossistemas e identificagdo dos diversos géneros de BAL
(Floresta, 2003).

Por muitos anos, as pesquisas da microbiota dos graos de Kefir tém sido realizadas pelo
método convencional, dependente de cultivo, com identificacdo fenotipica e/ou genotipica

dos isolados selecionados. Recentemente, métodos moleculares independentes de cultivo
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provaram ser ferramentas poderosas pois fornecem a mais completa realidade da

diversidade microbiolégica em amostras de alimentos (Giraffa 2004).

Alguns estudos mostraram que gréos de Kefir contem microorganismos que n&do podem
ser cultivados e que séo vidveis somente no complexo ambiente do gréo (Witthuhn, et al
2005). Por esta razédo, também é necessério que o estudo da populacdo dos graos seja
realizado por técnicas que ndo requerem isolamento de microorganismos (Kesmen e
Kacnaz, 2011).

Dentre as abordagens moleculares, a técnica conhecida como ARDRA (andlise de
restricdo do DNA ribossémico amplificado), que se utiliza das caracteristicas dos operons
ribossémicos (rrn), € uma das mais recomendadas na determinacdo de géneros de BAL
(Junior et al., 2004). De acordo com Nour (1998), os genes dos operons rrn estao
organizados na seguinte ordem: 5’ -16S - ITS1 - 23S - ITS2 - 5S - 3’ (ITS - sigla em inglés
para “espacador interno transcrito”), sendo que a regido ITS1 pode apresentar a insercao
de um gene de tRNA-Ala (espacador médio), dos genes tRNA-Ala e tRNA-lle (espacador
longo) ou nenhuma insercdo (espacador curto) (Magalhdes et al., 2005). A regido 16S-23S
do DNA (ITS1) é bastante variavel entre as espécies de microorganismos, porém, bastante
conservada em microorganismos da mesma espécie, sendo entdo utilizada em pesquisas
de identificacdo microbiana, em nivel de género e espécie, sendo pouco informativo para
diferenciagcéo de subespécies . Assim, a amplificacéo da regido entre os genes 16S e 23S
presentes no operon rrn permite a distingdo entre os géneros Leuconostoc, Lactococcus,
Streptococcus (uma Unica ITS1 — um amplicon apenas), Enterococcus e Oenococcus
(duas ITS1 diferentes — dois amplicons de tamanhos diferentes) e Lactobacillus,
Carnobacterium, Weissella e Pediococcus (trés ITS1 diferentes — trés amplicons de

tamanhos diferentes) (Moreira et al., 2005).

ApOs esta separagdo de géneros bacterianos pelo nimero de amplicons, pode-se realizar
a digestdo dos amplicons com um conjunto de endonucleases de restricido para
identificacdo das espécies (ARDRA), sendo que um conjunto de 12 enzimas deve ser
usado para distinguir as espécies de Lactobacillus (Moreira et al., 2005). Caso nao haja um
perfil de restricdo no banco de dados, os microrganismos podem ser identificados pelo

sequenciamento do gene 16S do rRNA (Viegas, 2008).

O emprego de metodologia convencional para isolamento e identificacdo geralmente torna
a analise microbioldgica de produtos probidticos relativamente demorada e os resultados

podem ser influenciados pela pobre viabilidade ou pela baixa densidade de um
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determinado microrganismo (Miguel et al., 2010). Ambos os métodos, dependentes e
independentes de cultivo, tém algumas limitacdes e estao sujeitos a viés. Por esta razdo, o
método independente de cultivo tem sido utilizado como uma complementagdo para
medidas de controle de qualidade de produtos probidticos e para determinar a real

microbiota de comunidades (Temmerman et al., 2004).

Estudos recentes que tratam da identificacdo da microbiota dos grédos de Kefir e da bebida
Kefir mostraram a importancia de usar as ferramentas de biologia molecular para a real
caracterizacdo dos microorganismos presentes nestes tipos de produtos (Farnworth e
Mainville, 2003). A associacdo dos métodos dependente e independente de cultivo foi
utilizada para identificar e caracterizar a microbiota presente nos graos de Kefir de diversas
origens como Taiwan (Chen, et. al. 2008), Tibet (Zhaou, et. al. 2009), o estado brasileiro de
Minas Gerais (Magalhaes, et. al. 2010), outros estados brasileiros, 0 Canada e os Estados
Unidos da América (Miguel, et. al. 2010).
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2- RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA DA REALIZACAO DO PROJ ETO

Dada a importancia dos probiéticos para a manutencdo da salde humana e de outros
animais, diversos grupos de pesquisa que trabalham com o tema no Brasil e no mundo
estdo constantemente buscando novas estirpes microbianas que possam reunir o maior
namero de propriedades probidticas possivel. Nesse contexto, destaca-se o isolamento de
Lactobacillus e outras bactérias do acido latico de diversas fontes devido ao potencial

probidtico apresentado por espécies deste grupo bacteriano.

Os graos de Kefir sdo fonte em potencial de bactérias do &cido latico e, em especial, de
Lactobacillus sp., uma vez que este género microbiano perfaz aproximadamente 80% da
microbiota total destes gréos. Por outro lado, acredita-se que o substrato no qual os gréos
de Kefir sdo cultivados pode interferir na composicdo da microbiota associada aos mesmos
e, consequentemente, na capacidade funcional dos microorganismos presentes. Por este
motivo, € importante o isolamento de microorganismos de interesse de graos cultivados

em substratos diferentes.

Técnicas tradicionais de isolamento e identificacdo de microorganismos (dependentes de
cultivo) sdo importantes, uma vez que nos permitem obter os isolados, conserva-los e
propaga-los em laboratério para uso futuro. No entanto, essas técnicas ndo nos permitem
conhecer a totalidade da microbiota associada a um determinado ecossistema, pois
existem microorganismos ndo cultiviveis nas condi¢cdes disponiveis em laboratorio, que

podem ser detectados pela técnica independente de cultivo.
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OBJETIVOS

O objetivo geral da pesquisa foi identificar e caracterizar as bactérias do acido latico de
grdos de Kefir cultivados em substratos diferentes, utilizando técnicas dependentes e

independentes de cultivo.

Os objetivos especificos foram (1) isolar bactérias laticas de gréos de Kefir cultivados em
agua com acuUcar mascavo e em leite, (2) identificar bioquimica e molecularmente os
isolados obtidos de graos de Kefir utilizando-se a técnica de ARDRA para Lactobacillus e o
agrupamento molecular seguido de sequenciamento do gene 16S rRNA para outras
bactérias lacticas, e (3) obter e analisar, por método independente de cultivo, a
composicao bacteriana dos graos de Kefir cultivados em 4gua com aglcar mascavo e em

leite por sequéncias de fragmentos do gene 16S rRNA.



18
4- MATERIAL E METODOS

4.1- Amostras de Kefir

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadas oito amostras de grdos de Kefir,
provenientes dos seguintes locais: (1) Salvador - Bahia; (2) Curitiba - Parana (3) Vigosa —
Minas Gerais; (4) Belo Horizonte — Minas Gerais, e (5) Divinépolis — Minas Gerais. De Belo
Horizonte foi utilizada apenas uma amostra cultivada em agua com acgucar mascavo e de
Divinopolis apenas uma amostra cultivada em leite. Das outras trés localidades foram
analisadas uma amostra de grédo de Kefir de agua com acucar mascavo e uma amostra de

grao de Kefir de leite, totalizando oito amostras disponiveis para o estudo.

As amostras de grao de Kefir foram descritas como KLSA - Kefir de Leite de Salvador;
KASA - Kefir de agua de Salvador; KLCU- Kefir de leite de Curitiba; KACU - Kefir de agua
de Curitiba; KLVI - Kefir de leite de Vicosa; KAVI- Kefir de 4gua de Vicosa; KABH - Kefir de

agua de Belo Horizonte e KLDI - Kefir de Leite de Divinopolis.

4.2- Cultivo dos graos de Kefir

Os graos de Kefir foram mantidos em leite desnatado 10% estéril (250 mL) ou em agua
com acgucar mascavo 5% estéril (250 mL), a temperatura ambiente por 24 h. Foram feitos
repasses diarios nos substratos citados até que fosse atingida uma massa de grdos com
peso minimo de vinte gramas, sendo que dez gramas foram usadas para 0 processamento
e realizacdo do estudo e os outros dez gramas foram congelados a -80°C no meio de

cultivo acrescido de 30% de solugé&o de glicerol a 80%.

4.3- Isolamento e identificacdo de bactérias latic  as de gréos de Kefir

O isolamento dos microorganismos dos grdos de Kefir foi realizada no Laboratério de
Ecologia e Fisiologia de Microorganismos, localizado no Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Dez gramas de grdos de Kefir provenientes dos
diferentes cultivos (leite ou dgua com acucar) foram suspensos em 90 mL de solucéo
salina (NaCl 0,9%) e triturados no Triturador de Tecidos Ultra Turrax® T18 Basic por 10

minutos ou até ndo serem observadas particulas do gréo, a velocidade de 5.000 rpm. Para
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cada amostra foram feitas diluicdes seriadas de 10" a 10" em salina estéril. Algumas
diluicdes (10°, 10°®, 107) foram plaqueadas em agar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe,
Merck) modificado pela adicdo de soro de leite desnatado ao invés de &gua destilada
(segundo Toba et al., 1988, ajustando-se o pH para 5,5), contendo 200 ppm de
cicloheximida, para inibicdo de leveduras, e incubadas a 30°C em anaerobiose (camara
anaerobia - Forma Scientific Inc., Marietta, USA - atmosfera de 85% N,, 10% H, e 5% CO,)

a temperatura ambiente.

ApoGs sete dias de incubacdo, as colbnias isoladas foram classificadas em diferentes
morfotipos. De cada morfotipo observado, foram selecionadas trés colbnias e estriadas em
meio MRS (De Man, Rogosa and Sharpe, Merck, Sdo Paulo) modificado com soro latico
para obtencdo de cultura pura e em seguida foi realizada a identificagdo morfoldgica,
através de esfregacos em laminas por coloracdo de Gram e teste da catalase. Em seguida,
os isolados foram congelados a -80°C (em MRS modificado com soro latico suplementado
com 30% de glicerol a 80%). Todo este procedimento foi repetido para as demais placas

que permaneceram incubadas por 14 dias.

Diluicdes seriadas (10°, 10°, 107) também foram plaqueadas em Agar M-17 (Oxoid, S&o
Paulo), contendo cicloheximida (100mg/L) para inibicdo de leveduras, e suplementado com
solucdo de lactose (10%), e foram incubadas a 30°C em aerobiose. Apés cinco dias de
incubacao, as col6nias isoladas foram classificadas em diferentes morfotipos. Para cada
morfotipo observado, foram selecionadas duas coldnias que foram estriadas em meio M-17
para obtengdo de uma cultura pura e em seguida foi realizada a identificacdo morfolégica,
através de esfregacos em laminas por colora¢do de Gram e teste da catalase. Em seguida,
os isolados foram congelados a -80°C (em M-17 suplementado com 30% de glicerol a
80%).

Utilizando o mesmo gréo triturado para o isolamento de bactérias, as diluicbes seriadas
(103, 10® 107°) foram plaqueadas em agar YPG (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona e 2% de glicose), para isolamento de leveduras, contendo cloranfenicol
(100mg/L), para inibicdo de bactérias, e incubadas a 30°C em aerobiose. Apos 2 dias de
incubacao, as coldnias isoladas foram classificadas em diferentes morfotipos. Para cada
morfotipo observado, foi selecionado apenas uma colénia que foi estriada em meio YPG
para obtencdo de uma cultura pura e em seguida foi realizada a identificacdo morfoldgica,
através de esfregacos em laminas por coloracdo de Gram. Em seguida, os isolados foram

congelados a -80°C (em caldo YPG suplementado com 30% de glicerol a 80%), para
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conservacdo. Estes isolados foram encaminhados ao Laboratério de Ecologia e

Biotecnologia de Leveduras da UFMG para identificacdo molecular.

4.3.1- Extracdo do DNA dos isolados crescidos em meio MRS modificado e M-17

O DNA foi extraido de culturas puras de 18 h crescidas em 10 mL de meio MRS
modificado com soro latico. Antes da extragdo do DNA gendébmico com o Kit Wizard
Genomic da Promega, as bactérias foram submetidas a um pré-tratamento, no qual os
isolados bacterianos foram centrifugados, lavados com 1 mL de &gua deionizada e
ressuspendidos em 1 mL de LiCl 5M sob agitacéo por uma hora. Depois disto, foi realizada
outra centrifugacdo, seguida do descarte do sobrenadante, lavagem com 1 mL de agua
deionizada e o pellet ressuspendido em tampéo TES (50mM de Tris-HCI pH 8.0, 10mM de
EDTA e 25mM de Sacarose) contendo lisozima (10 mg/mL) e mantido a 37<C durante uma
hora. Com o objetivo de visualizar a quantidade de DNA extraido de cada isolado na etapa
anterior, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose; 5 uL de cada
amostra de DNA extraido foram misturados a 1uL de tampéo (glicerol 30% adicionado de
azul de bromofenol 1%) e entdo encaminhados a eletroforese em gel de agarose (1%),
adicionado de 10uL de brometo de etideo (10 pg/mL), utilizando 100V, durante 1 h.
Paralelamente, no mesmo gel foi utilizado também o marcador de peso molecular de
100pb (Invitrogen). Ao término da corrida, os géis foram fotografados, em equipamento de

fotodocumentacéo, sob luz ultravioleta (BioAgency Transiluminador EasyDoc 200).

4.3.2- ldentificacdo dos isolados do género Lactobacillus por ARDRA

A identificacdo molecular das bactérias laticas isoladas dos gréos de Kefir foi realizada no
Laboratério de Genética Molecular de Protozoarios Parasitas (LGMPP), localizado no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os isolados que
apresentaram as caracteristicas fenotipicas do género Lactobacillus foram submetidos a
uma identificacdo, em nivel de espécie, por Analise de Restricdo do DNA Ribossémico
Amplificado (ARDRA), das regifes intergénicas 16S-23S dos operons de rRNA (ITS1),

conforme descrito por Moreira et al. (2005).

O espagcador interno transcrito 1 (ITS-1) foi amplificado utilizando-se um par de iniciadores
que se anelam a regibes conservadas dos genes 16S e 23S do rRNA, 16-1A (5
GAATCGCTAGTAATCG 3’) e 23-1B (5 GGGTTCCCCCATTCGGA 3) (Tilsala-Timisjarvi e

Alatossava, 1997). O programa utilizado para amplificacéo foi: 1 ciclo (95°C por 2 minutos),
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35 ciclos (95 por 30 segundo, 55T por 1 minuto e 72T por 1 minuto) e o ultimo ciclo
(72°C por 5 minutos).

Apo6s a amplificacdo, de todos isolados que apresentaram 3 bandas, os amplicons foram
digeridos utilizando 12 enzimas de restricdo (Sphl, Ncol, Nhel, Sspl, Sful, EcoRV, Dral,
Vspl, Hincll, EcoRlI, Hindlll e Avrll), sendo em seguida submetidos a eletroforese em gel de
agarose (1,4%) e visualizados em transiluminador de UV, apos coloragdo com brometo de
etidio (Moreira et al., 2005). O perfil de digestdo obtido era comparado com um perfil de
digestao teorico de sequéncias depositadas no GenBank e/ou das geradas no laboratorio a

partir de espécies-tipo de Lactobacillus (Apéndice A).

Os isolados que ndo apresentaram perfil compativel com o existente no Apéndice A foram
encaminhados para sequenciamento no Nucleo de Analise de Genoma e Expressao
Génica (NAGE), localizado no Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade
Federal de Minas Gerais. Estes isolados tiveram o gene 16S rRNA sequenciado pelo
método de Sanger, utilizando-se um sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE
HealthCare). Os primers usados foram o 27F (5° AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3)) e
1492R (5" GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) (Reysenbach et al., 2000). Para a analise das
sequéncias, utilizou-se o programa BLAST nucleotideo-nucleotideo (BLASTn) verséo
2.215 do BLAST 2.0 (Basic Locus Alignment Search Tool) disponivel no portal NCBI (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), para a comparagdo com as sequéncias depositadas no
GenBank.

4.3.3 - Identificagdo Molecular dos isolados — Outras bactérias do acido latico

Os isolados que apresentaram as caracteristicas do género Lactococcus e Leuconostoc
foram submetidos a um agrupamento molecular por digestéo das regides ITS-1 (ARDRA
ITS1) e do gene 16S do rRNA (ARDRA 16S) pelas enzimas de restricdo Taql e Sau3Al e
visualizacdo dos perfis de restricdo apds eletroforese em gel de agarose (2,0%) em
transiluminador de UV, apos coloracdo com brometo de etidio. A partir da digestdo destas
regides com estas enzimas sao gerados amplicons com tamanhos diferentes e o padrao de

restricdo obtido permite o agrupamento molecular dos isolados.

Os isolados foram agrupados de acordo com o perfil de digestéo obtido apés a digestao de
cada regido por cada uma das enzimas de restricdo. Foram selecionados trés isolados de

cada grupo formado, sendo estes encaminhados para sequenciamento no Nudcleo de



22
Andlise de Genoma e Expressdo Génica (NAGE), localizado no Departamento de
Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Estes isolados tiveram
0 gene 16S rRNA sequenciado pelo método de Sanger, utilizando-se um sequenciador
automético MegaBACE 1000 (GE HealthCare). Os primers usados foram o 27F (5
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3) e 1492R (5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3)
(Reysenbach et al., 2000).

4.4 - Técnicas independentes de cultivo para caract  erizacdo da microbiota dos graos
de Kefir

4.4.1 - Extracdo do DNA total

Dez gramas de cada amostra de grdos de Kefir provenientes das diferentes formas de
cultivo (leite e acucar) foram suspensos em 90 mL de solucdo salina (NaCl 0,9%) e
triturados por dez minutos no Triturador Ultra Turrax®T18 Basic, sendo esta etapa realizada
para as seguintes amostras de grdos de Kefir: KLSA, KLCU, KASA e KACU. De cada
solucdo de triturado do grdo foi retirado 1 mL para o pré- tratamento no qual foram
centrifugados, lavados com 5 mL de agua deionizada e ressuspendidos em 5 mL de LiCl
5M sob agitagéo por uma hora. Depois disto, foi realizada outra centrifugagéo, seguida do
descarte do sobrenadante, lavagem com 5 mL de agua deionizada e ressuspensdo do
“pellet” em 5mL de solucdo tampao TES (50mM de Tris-HCI pH 8.0, 10mM de EDTA e
25mM de Sacarose) contendo lisozima (10 mg/mL) o qual foi mantido a 37 durante uma
hora. Apés tratamento com estas solugbes, foi utilizado 5mL do reagente DNAzoI®

(Invitrogen), para extragdo do DNA de cada amostra de gréo de Kefir.

Com o objetivo de visualizar a quantidade de DNA total extraido de cada grédo na etapa
anterior, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose. Cinco pL de
cada amostra de DNA extraido foram misturados a 1pL de tampéo (glicerol 30%
adicionado de azul de bromofenol 1%) e entdo encaminhados a eletroforese em gel de
agarose (1%), adicionado de 10pL de brometo de etidio (10 pg/mL), utilizando 100V,
durante 1 hora. Paralelamente, no mesmo gel foi utilizado também o marcador de peso
molecular de 1Kb (Invitrogen). Ao término da corrida, os géis foram fotografados, através

de equipamento de fotodocumentacéo com luz ultravioleta.



4.4.2 - Amplificacdo por PCR do gene 16S rRNA

As amostras de DNA total de cada grédo de Kefir foram submetidas a reacdo de PCR,
visando amplificar os fragmentos dos genes de 16S rRNA. As reac¢des foram conduzidas
com os iniciadores 27F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3) e 1492R (¥
GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) (Reysenbach et al., 2000). O programa utilizado para
amplificagédo foi: 1 ciclo (95°C por 2 minutos), 35 ciclos (95T por 30 segundo, 55T por 1
minuto e 72T por 1 minuto) e o ultimo ciclo (72°C por 5 minutos). Os amplicons foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,4% e visualizados em transiluminador de

UV (BioAgency Transiluminador EasyDoc 200), ap6s coloragdo com brometo de etidio.

4.4.3 — Purificacdo e Adenilacdo dos amplicons

Os amplicons obtidos foram purificados utilizando o Gene Jet™ PCR Purification Kit, de
acordo com as especificacbes do fabricante. O amplicon purificado foi submetido a

adenilac&o utilizando o método descrito no TOPO TA Cloning®Kit (Invitrogen).

4.4.4 - Clonagem do gene 16S rRNA

Os amplicons purificados e adenilados do gene 16S rRNA foram clonados no vetor TOPO
2.1 utilizando TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen), de acordo com as instru¢des do
fabricante, e transformados em bactéria Escherichia coli DH5a quimiocompetente, também
segundo especificagbes do fabricante, sendo estas semeadas em placas contendo meio
agar LB, suplementado com ampicilina (100 yg/mL) as quais foram incubadas a 37°C por
18 horas.

Apbés o periodo de incubacdo, foram selecionadas 80 colbnias, aleatoriamente, e
transferidas para uma placa contendo meio 4gar LB com ampicilina (100ug/mL), para
crescimento isolado, as quais foram incubadas a 37°C por 18 horas. ApGs este periodo, as
coldnias foram tratadas com 30 uL de solucéo de lise (Triton x100: 1% (p/v); Tris HCI 9pH
8,0): 20mM e EDTA (pH 8,0): 2mM) e colocadas no termociclador utilizando o programa de

1 ciclo a 95°C por 5 minutos, para o rompimento da parede celular.

A andlise das coldnias transformantes foi realizada por PCR de colénia (Kim, 2005),

utilizando todas as 80 col6nias juntamente com os iniciadores especificos do vetor TOPO
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2.1, o M13 Forward (-20) (5-GTAAAACGACGGCCAG-3) e M13 Reverse (5-
CAGGAAACAGCTATGAC-3"). O programa utilizado para amplificacéo foi: 1 ciclo (95°C
por 3 minutos), 30 ciclos (95T por 1 minuto, 57T por 30 segundos e 72T por 1 minuto) e
0 ultimo ciclo (72°C por 10 minutos).O amplicon foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% e as bandas visualizadas em transiluminador de UV (BioAgency

Transiluminador EasyDoc 200), apés coloragdo com brometo de etidio.

4.4.5- Perfil de restricdo do amplicon do gene 16S rRNA

Os amplicons do gene de 16S rRNA de cinquenta colbnias, das 80 colbnias selecionadas
para a PCR de colbnia, que apresentaram sucesso na transformacédo foram digeridos
separadamente com as enzimas de restricdo (Tagl e Sau3Al), sendo incubados a 37°C por
18 h. No total foram selecionadas 200 colbénias transformantes, sendo 50 para cada
amostra de grdo de Kefir. Ap6s o periodo de incubacdo, os amplicons digeridos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,0% e os fragmentos resultantes
visualizados em transiluminador de UV, apos coloracdo com brometo de etidio. As colénias
transformantes foram congeladas a -80°C (em caldo LB suplementado com ampicilina
50uL e 30% de glicerol a 80%,) para conservacdo. Os perfis de ARDRA obtidos foram
analisados visualmente e em seguida foi realizado o agrupamento dos clones, de cada

amostra de gréos de Kefir, de acordo com o perfil de digestado observado.

4.4.6 - Sequenciamento do gene 16S rRNA

De cada grupo de perfil de ARDRA formado, foram selecionados, sempre que possivel,
trés clones representantes, sendo esta etapa realizada para cada amostra de grdo de
Kefir. O produto obtido da PCR de colbnia transformante de cada clone selecionado foi
submetido a purificagdo com etanol 70% e EDTA 125mM. Este produto purificado foi
submetido a reacdo utilizando os primers 27F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3)) e
1492R (5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) (Reysenbach et al., 2000), e em seguida
encaminhados para sequenciamento no Nucleo de Analise de Genoma e Expresséo
Génica (NAGE), localizado no Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade
Federal de Minas Gerais. Estes clones tiveram o gene 16S rRNA sequenciado pelo
método de Sanger, utilizando-se um sequenciador automéatico MegaBACETM 1000 (GE

HealthCare).
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As sequéncias obtidas foram verificadas utilizando o programa BLAST nucleotideo-
nucleotideo (BLASTN) versdo 2.215 do BLAST 2.0 (Basic Locus Alignment Serch Tool)

disponivel no portal NCBI (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), para a comparacdo com as

sequéncias depositadas no GenBank.



5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Isolamento e caracteriza¢do morfofisioldgica de bactérias do acido latico de Kefir

As oito amostras de Kefir de leite e 4gua com agucar mascavo foram processadas e 0s
microorganismos constituintes cultivados em trés diferentes meios de cultura, MRS para
bactérias laticas especialmente Lactobacillus, M-17 para as demais bactérias laticas, e YPG
para leveduras. ApGs o cultivo a temperatura ambiente por 2, 5, 7 ou 14 dias, das placas de
agar foram selecionadas colénias morfologicamente distintas de cada amostra de gréo de
Kefir. Diversos autores tém trabalhado com metodologias de isolamento de bactérias e
leveduras de gréos de Kefir e da bebida Kefir, sendo que a temperatura de incubacéo para
isolamento de bactérias varia de 25 a 37°C e para isolamento de leveduras sdo utilizadas
temperaturas entre 25 e 30°C (Simova et al., 2002; Witthuhn et al., 2004; Chen et al., 2008;
Miguel et al., 2010; Magalhdes et al., 2010; Miguel et al., 2011; Magalhdes et al., 2011).
Esses mesmos autores utilizam tempos de incubacgéo para bactérias entre dois e sete dias
e para leveduras, dois a cinco dias. Portanto, os tempos e temperaturas utilizados nesse
trabalho estdo adequados ao isolamento dos microorganismos comumente encontrados

nos graos de Kefir .

De acordo com o estabelecido para a selecdo dos morfotipos, 0 numero total de colénias
obtidas a partir do cultivo em MRS modificado com soro latico foi 133, em agar M-17 foi 62
e em agar YPG foi 29, conforme mostrado na tabela 1. Todos os morfotipos selecionados
foram submetidos a coloracdo de Gram e teste de catalase. De 133 col6nias crescidas em
meio MRS, modificado com soro latico, 117 microorganismos eram Gram positivo e catalase
negativo, a maioria em forma de bacilo ao microscépio Optico (Tabela 1) e 16
microorganismos se apresentaram como Gram positivo e catalase positivo, em forma
ovalada, sugestivo de levedura. Das 62 coldnias crescidas em meio M-17, 32 se
apresentaram como Gram-positivo e catalase negativo, 24 em forma de cocos e 8 em forma
de bacilos ao microscopio éptico; as outras 30 eram Gram-positivo e catalase positivo, 11
com forma ovalada e 19 em formato de cocos. Os morfotipos sugestivos de levedura foram

encaminhados para identificacéo e os isolados em forma de cocos n&do foram identificados.

A recuperacgdo de bactérias do acido latico foi maior a partir dos grédos de Kefir cultivados
em leite quando comparada aquela obtida a partir dos grdos cultivados em agua com
acucar mascavo (Figura 4). Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que

originalmente esses grdos eram cultivados em leite e somente apouco tempo foram
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adaptados a outros substratos, o que pode ter comprometido o crescimento e/ou a

permanéncia de certas espécies menos adaptaveis a outras matrizes alimentares.

Tabela 1. Numero total de colénias selecionadas de cada amostra de grao de Kefir, a partir

do cultivo em meio MRS modificado com soro latico, M-17 e YPG.

Amostra de MRS modificado
) _ M-17(*) YPG
Kefir/substrato com soro latico (*)
Leite
KLSA 18 (89%) 06 05
KLCU 26 (73%) 13 04
KLVI 14 (100%) 02 03
KLDI 25 (100%) 08 03
Agua com acucar
KASA 21 (91%) 07 02
KACU 11 (91%) 09 02
KAVI 11 (64%) 08 06
KABH 07 (100%) 09 04
Total 133 (88%) 62(51%) 29

* Percentagem de isolados Gram-positivo e catalase negativo, sugestivo de BAL.

@ Agua com agucar

m Leite

37%

63%

Figura 4. Percentagem relativa de bactérias laticas (BAL) isoladas de grdos de Kefir

cultivados em leite e agua com acglcar mascavo



5.2 - Identificagdo molecular dos isolados

Ha um consenso na comunidade cientifica de que métodos fenotipicos ndo séo suficientes
para permitir uma classificacdo acurada em nivel de espécie das bactérias do &cido latico
(Tannock , et al., 1999; Saarela, 2000; Oliveira et al., 2002).

Portanto, os 117 isolados de bactérias laticas em potencial, obtidos do cultivo em meio
MRS, modificado com soro latico, e pré-selecionados na caracterizagdo morfofisioldgica,
foram submetidos a identificagdo molecular por PCR dos espagadores 16S-23S do rRNA
(ITS1) (Apéndice B). A distingdo entre os diferentes géneros de bactérias laticas é possivel
devido as duplicaces e insercdes de sequéncias de tRNA presentes no espacador interno
transcrito 1 (ITS 1) da regido intergénica 16S-23S (Nour, 1998; Magalhaes et al., 2005).

Esta abordagem metodolégica permite separar as bactérias laticas em trés grupos: os
géneros Leuconostoc, Lactococcus e Streptococcus apresentam operons de rRNA com
ITS1 de mesmo tamanho, dando apenas um amplicon na PCR; Lactobacillus, Weissella,
Pediococcus e Carnobacterium possuem operons de rRNA com trés tamanhos diferentes,
obtendo-se um padrdo de trés amplicons na PCR; e Enterococcus e Oenococcus possui
operons de rRNA com dois tamanhos diferentes, dando duas bandas de amplificacdo na
PCR.

Assim, como mostrado na tabela 2 e figura 5, 55 isolados do total de 117 apresentaram trés
bandas de amplificagdo (~500-750 pb); 8 isolados apresentaram 2 bandas (~600-700 pb);
17 isolados apresentaram uma Unica banda maior (~700 pb); 36 isolados apresentaram
uma unica banda menor (~600 pb) e 1 isolado ndo apresentou bandas, provavelmente

devido a um baixo rendimento na extracdo do DNA.

As amostras possivelmente pertencentes ao género Lactobacillus (Figura 5, trés amplicons)
tiveram seus amplicons tratados com doze enzimas de restricdo e o perfil obtido foi
comparado com um perfil de digestao tedrico de sequéncias depositadas no GenBank e/ou
das geradas no laboratério a partir de espécies-tipo de Lactobacillus (Apéndice A), a fim de
identifica-los em nivel de espécie (Moreira et al., 2005). A digestdo enzimética mostrou trés
espécies de lactobacilos (identificadas - L. crispatus, L. casei e possbilidade de ser- L. kefiri
/L. hilgardii /L. ferintoshensis) e cinco grupos que ndo apresentaram perfis de restricdo
compativeis com nenhum perfil do banco de dados disponivel em nosso laboratério, e que
foram denominados P1, P2, P3, P4 e P5.
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Tabela 2. Namero total de isolados selecionados de cada amostra de gréo de Kefir, a partir

do cultivo em meio MRS modificado com soro latico, separados pelo numero de amplicons
de ITS-1 (regido intergénica 16S e 23S do rRNA).

Amostra de Trés Dois Um amplicon Um amplicon
Kefir/substrato amplicons amplicons maior menor

Leite

KLSA 5 0 11

KLCU 13 1

KLVI 0 1 13

KLDI 4 4 15
Agua com agucar

KASA 15 1 0 2

KACU 1 0 3

KAVI 0 0 0

KABH 7 0 0 0
Total 55 8 17 36

7%

47%

B 3 amplicons
B 2 amplicons
B 1 amplicon maior
H 1 amplicon menor

Figura 5. Percentagem de isolados sugestivos de bactérias laticas (BAL) com o0s

respectivos numeros de amplicons de 16S-23S do rRNA (ITS-1).
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Os isolados com os perfis de restricdo nao identificados por PCR-ARDRA (P1 a P5) e os
isolados que apresentaram perfil de Lactobacillus kefiri idéntico ao perfil de L. hilgardii e L.
ferintoshensis, foram encaminhados para sequenciamento do gene 16S do rRNA, no

Nucleo de Analise de Genoma e Expressédo Génica (NAGE/UFMG).

As sequéncias do gene 16S rRNA obtidas pelo sequenciamento de DNA foram comparadas
com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank utilizando o algoritmo BLASTnN
(Apéndice C). A andlise dos isolados com perfil de Lactobacillus kefiri idéntico ao perfil de L.
hilgardii e L. ferintoshensis demonstrou que os isolados 24P3l, 4P3ll, 3P2, 4P3I, 3U2, 4P2I,
7P2 e 3P3 sdo pertencentes a espécie Lactobacillus kefiri, e os isolados 12P e 16P s&o
pertencentes a espécie Lactobacillus parafarraginis. Apds esta analise, observou-se que
Lactobacillus parafarraginis tem o mesmo perfil de ARDRA da regido ITS-1 que as espécies

Lactobacillus kefiri, L. hilgardii e L. ferintoshensis.

Os isolados do perfil de restricdo P1, por apresentarem um padrdo de digestdo sugestivo
de mistura de espécies bacterianas, foram submetidos novamente aos testes morfo-
fisiol6gicos iniciais e constatou-se que eram Gram-positivo, porém catalase positivo, e em
forma de cocobacilos. Pelo sequenciamento de DNA foram identificados como

Staphylococcus epidermidis. Desta forma, estes foram excluidos.

A andlise também demonstrou que os isolados descritos como P2 sdo pertencentes a
espécie Lactobacillus perolens, os descritos como P3 sdo Lactobacillus satsumensis, os
descritos como P4 sdo Lactobacillus mali e o descrito como P5 € Lactobacillus diolivorans.
A figura 6 ilustra os perfis de restricdo dos isolados. A relacdo dos isolados pertencentes ao

género Lactobacillus e sua respectiva identificacdo encontra-se na tabela 3.

O substrato de cultivo dos grdos parece influenciar na diversidade das espécies de
lactobacilos presentes. Trés espécies de Lactobacillus (L. parafarraginis, L. perolens e L.
diolivorans) foram encontradas somente em graos cultivados em agua. Em contraste, duas

espécies (L. kefiri e L. crispatus) foram encontradas somente em graos cultivados em leite.

As espécies L. satsumensis, L. casei e L. mali foram isoladas de graos de Kefir cultivados
em ambos substratos, dgua e leite. Das espécies de Lactobacillus isolados pelo método
dependente de cultivo, trés ainda ndo haviam sido descritas na literatura como sendo

isolados de graos de Kefir sendo eles: L. parafarraginis, L. perolens e L. crispatus.
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P2 — L. perolens P3 — L. satsumensis

P4 — L. mali P5 — L. diolivorans
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Figura 6. Géis de agarose a 1,4% dos perfis de restricdo da regido intergénica do 16S e
23S rRNA (ITS-1) dos isolados bacterianos de gréos de Kefir presuntivos do género
Lactobacillus (trés amplicons). As enzimas de restricdo 1 a 12 correspondem a Sphl, Ncol,
Nhel, Sspl, Sful, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRlI, Hindlll e Avrll. Na esquerda de cada gel

esta o marcador de peso molecular.
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L. diolivorans foi uma espécie de crescimento mais fastidioso cuja col6nia foi isolada apés
14 dias de incubacéo. O trabalho de Kesmen e Kacnaz (2011) é o Unico que descreve 0
isolamento desta espécie a partir de grédos de Kefir de leite na Turquia. Diferentemente,
neste trabalho isolamos a espécie de gréos de Kefir cultivados em 4gua com acgucar. Como
descrito por Endo e Okada (2007), o Lactobacillus parafarraginis € uma bactéria latica
anaerodbia facultativa, heterofermentativa, que foi isolada de uma bebida destilada de
origem japonesa denominada “shochu”. Back (1999) descreve o Lactobacillus perolens
como uma bactéria latica, heterofermentativa, que foi isolada de refrigerantes deteriorados
e em cervejarias. O nome deste microrganismo se deve ao sabor causado pelas grandes
guantidades de diacetil produzidas, tornando esta bebida imprépria para a ingestao. Este
microrganismo possui a caracteristica interessante de ser acido-tolerante, o que torna

possivel seu crescimento em refrigerantes.

Tabela 3: Identificagéo dos isolados de grdao de Kefir, a partir do cultivo em meio MRS

modificado com soro latico, por ARDRA do ITS-1 ou sequenciamento do 16S rRNA.

Amostra de Kefir Isolado Identificacéo
Leite
KLSA 22P2 L. casei
23P L. mali
23P3 L. satsumensis
24P3lI L. kefiri
25P L. casei
KLCU* 1P L. crispatus
1P3 L. crispatus
2P2 L. crispatus
2P3 L. satsumensis
3P2 L. kefiri
3P3 L. kefiri
4P2I L. kefiri
4P3| L. kefiri
4P3lI L. kefiri
6P L. crispatus
7P2 L. kefiri
KLDI 3U2 L. kefiri
L. crispatus
8u




Amostra de Kefir Isolado Identificacdo
Agua com agucar

KASA 8P L. casei
8P2 L. caseli
8P3 L. casei
9P2 L. casei
10P L. satsumensis
10P2 L. satsumensis
11P L. perolens
11P2 L. perolens
11P3 L. perolens
12P L. parafarraginis
13P L. perolens
13P2 L. casei
13P3 L. casei
14P L. casei
14P2 L. perolens

KACU 16P L. parafarraginis
16P3 L. perolens
17P L. casei
17P2 L. perolens
18P L. satsumensis
19P L. perolens

KAVI 19U L. mali
20U L. casei
20U1 L. casei
20U2 L. casei
21U1 L. mali
21U2 L. mali
22U L. mali

KABH 1z L. diolivorans
15U L. casei
15U1 L. caseli
1502 L. casei
16U L. casei
17U L. caseli
18U L. casei

*|solados 1P2 e 4P da amostra KLCU foram excluidos por serem Staphylococcus

epidermidis
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Em trabalhos prévios, as espécies L. kefiri, L. satsumensis, L. mali e L. casei ja foram
isoladas de graos de Kefir cultivados em dgua com acgucar, como descrito por Magalhdes et
al. (2011). A espécie L. satsumensis foi isolada de gréos de Kefir de Goias, Bahia e Distrito
Federal; ja L. kefiri foi isolada de gréos de Kefir de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Distrito
Federal, Alagoas e S&o Paulo; e L. casei foi isolada de gréos de Kefir do Rio de Janeiro,
Distrito Federal, Alagoas, S&o Paulo e Bahia. Segundo Hsieh et al. (2012), a espécie L. mali
foi isolada de gréos de Kefir cultivados em agua com acgucar originados de Taiwan, China,.
Este era o Unico trabalho com grdos de Kefir que descrevia o isolamento deste

microrganismo pelo método dependente de cultivo.

As espécies L. kefiri, L. satsumensis e L. casei também ja foram isoladas de graos de Kefir
cultivados em leite, como no trabalho de Miguel et al. (2010), onde L. kefiri foi isolada de
graos de Kefir de Alagoas, Minas Gerais, Espirito Santo, Santa Catarina e Sédo Paulo. L.
kefiri também ja foi isolada de grdos de Kefir de leite em Taiwan (Chen et al., 2008). L.
satsumensis foi isolada de grdos de Kefir dos Estados Unidos da América, sendo este o
primeiro trabalho a descrever o isolamento da espécie em Kefir. L. casei foi isolada de
graos de Kefir de leite do noroeste da Espanha (Angulo et. al., 1993) e de Minas Gerais
(Magalhaes et. al., 2011).

As amostras pertencentes a outros géneros de bactérias do acido latico foram submetidos a
um agrupamento molecular por digestdo das regides ITS-1 e 16S do rRNA pelas enzimas
de restricdo Taqgl e Sau3Al. Conforme mostrado na tabela 4, um total de 18 grupos foi
formado de acordo com o perfil de digestdo composto pelas duas enzimas. De cada grupo
foram selecionados, no minimo, trés isolados de amostras de graos de Kefir diferentes, que

foram encaminhados para sequenciamento do gene 16S do rRNA no NAGE.

As sequéncias de DNA obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no banco
de dados do GenBank utilizando o algoritmo BLASTn (Apéndice D). A andlise demonstrou
que os isolados com perfil de restricAo dos grupos 1 a 7 sdo pertencentes a espécie
Lactococcus lactis, os isolados com perfil de restricdo dos grupos 8 a 11 sé@o pertencentes a
espécie Leuconostoc mesenteroides e o isolado com perfil de restricdo do grupo 12 é
pertencente a espécie Oenococcus oeni. Os isolados dos grupos 13 a 18 ndo obtiveram
sequéncias satisfatérias, mesmo apos repeticao, provavelmente por estarem misturados. O
namero de isolados identificados pelo sequenciamento encontra-se na tabela 5 e a relacao
dos isolados pertencentes aos grupos e sua respectiva identificagdo encontra-se no

Apéndice E.
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Tabela 4. Agrupamento molecular dos isolados bacterianos sugestivos de BAL com um e

dois amplicons do ITS-1 do rRNA, obtidos do meio MRS modificado com soro latico.

Perfil de Digestdo (bandas - pb): Regido/ Enzima

No. De
Grupo 16S/ Taql 16S/Sau3Al ITS/Taql ITS/Sau3Al )
isolados
1 ~200, ~380, ~720 ~150,~250,~900 ~270,~350,~600 ~300, ~200 28*
5 ~200, ~380, ~720 ~150,~250,~900 ~270,~350,~600 ~300,~250, ~200 1
4 ~200, ~380, ~720 ~150,~250,~900 ~270,~350,~600 ~250, ~200 1
~200,~350,
6 ~150,~250,~900 ~270,~350,~600 ~250, ~200 1
~550,~750,~800
~200,~350,
7 ~150,~250,~900 ~270,~350,~600 ~300,~250, ~200 1
~550,~750,~800
2 ~200, ~380, ~720 ~200,~320,~550,~800 ~270,~350,~600 ~300, ~200 3
3 ~200, ~380, ~720 ~200,~320,~550,~800 ~270,~350,~600 ~250, ~200 3
12 ~200, ~380, ~720 ~150,~250,~900 ~300,~400,~650 ~300,~250, ~200 1
<100, ~100,~150,
9 ~200, ~380, ~720 ~150,~250,~900 ~300,~400,~650 1
~250
10 ~200, ~380, ~720 ~150,~250,~900 ~300,~400,~650 ~300, ~200 3
8 ~200, ~380, ~720 ~200,~320,~550,~800 ~300,~400,~650 ~300, ~200 11*
~200,~350, ~150,
13 ~300,~400,~650 ~300,~250, ~200 1
~550,~750,~800 ~300,~580,~620
~270, ~300,
~200,~350,
11 ~150,~250,~900 ~350,~400, ~600, ~300,~250, ~200 1
~550,~750,~800
~650
~200,~350, ~270, ~300,~350,
14 ~150,~250,~900 ~250, ~200 1
~550,~750,~800 ~400,~600,~650
~300,~350,~550,~
18 ~200, ~380, ~720 N&o digeriu ~300,~250, ~200 1
650
~200,~350, o
15 N&o digeriu ~550 ~300,~250, ~200 1
~550,~750,~800
~200,~350, 1
16 ~150,~250,~900 ~500,~600,~650 ~300,~250, ~200
~550,~750,~800
~300, ~350,~400,
17 ~200, ~380, ~720 Né&o digeriu ~300,~250, ~200 1
~600,~650

* Trés isolados selecionados para o sequenciamento do gene 16S do rRNA.
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Tabela 5. Sequenciamento do gene 16S do rRNA dos isolados bacterianos sugestivos de

BAL com um e dois amplicons de ITS-1, obtidos do meio MRS modificado com soro latico.

Gréo de Espécie N°. de
Kefir P isolados
Leite
KLSA Lactococcus lactis 11
KLCU Lactococcus lactis 5
KLVI Leuconostoc mesenteroides 13
Lactococcus lactis 17
KLDI
Leuconostoc mesenteroides 3

Agua com agucar

Lactococcus lactis 2
KASA

Oenococcus oeni 1
KACU Lactococcus lactis 3

A diversidade de espécies de bactérias laticas isoladas de cada amostra de grédo de Kefir
esta mostrada na figura 7 e a diversidade total de espécies de BAL obtidas do cultivo nos

dois diferentes substratos € mostrada na figura 8.

Das espécies de bactérias laticas isoladas por método dependente de cultivo, Oenococcus
oeni ainda ndo havia sido descrito na literatura como sendo isolado de graos de Kefir. O
isolado aqui identificado foi de crescimento fastidioso, pois necessitou de 14 dias de

incubacao para a colbnia ser discriminada no agar MRS.



Grao de Kefir KLSA

Grao de Kefir KASA

m Lactococcus lactis m L casel m L kefiri m L mali m L satsumensis

6%

B L casei m L perolens W L. satsumensis

m Lactococceus lactis + Oenococcus oeni W L. parafarraginis
1% % 5%

el

37%

26%

Grao de Kefir KLCU

Grao de Kefir KACU

m L. kefiri m Lactococcus lactis L. crispatus W L. satsumensis

6%

25%
38%

<

31%

m L perolens m Lactococceus lactis m L. satsumensis
m Lcasel B L parafarraginis

1% 11%

A%

33%

Grao de Kefir KLVI

Grao de Kefir KAVI

@ Leuconostoc mesenteroides

100%

mL mali mL casei

5%

Grao de Kefir KLDI

Grao de Kefir KABH

m Lactococcus lactis B Leuconostoc mesenteroides
L. crispatus m L. kefiri

5%

5%

14%

6%

m L casel mL. didivorans

14%

Figura 7. Percentagem de isolados de BAL de amostras de grdo de Kefir cultivados em leite

(graficos a esquerda) ou agua com acucar mascavo (graficos a direita).
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Varios autores isolaram Lactococcus lactis e Leuconostoc mesenteroides de graos de Kefir
de leite do Tibet, China (Yu et al., 2009), Africa do Sul (Witthuhn et al., 2004; Witthuhn et
al., 2005); Taiwan (Chen et al., 2008; Hsieh et al., 2012) e Argentina (Garrote et al., 2001).
A espécie Lactococcus lactis, segundo Simova et al. (2002) foi isolada de gréo de Kefir de
leite da Bulgaria e a espécie Leuconostoc mesenteroides, segundo Lin et al. (1999) foi

isolada de gréao de Kefir de leite de Taiwan.

O agrupamento molecular utilizando a técnica de ARDRA pode identificar espécies de
BAL, entretanto os isolados de um mesmo grupo apresentaram diferentes linhagens de
uma mesma espécie, ou seja, o perfil de digestéo de isolados de uma mesma espécie foi

igual, mesmo sendo de linhagens diferentes.

A espécie mais frequente de bactérias laticas obtidas do meio MRS modificado com soro
latico, das diferentes amostras de grdos de Kefir, foi Lactococcus lactis com 33% de
abundancia, seguida por Lactobacillus casei com 18% e Leuconostoc mesenteroides com
16% (Figura 8). Em relacdo as amostras de grdos de Kefir, observou-se uma maior
porcentagem de BAL isoladas de graos cultivados em leite em relagdo aos cultivados em

agua.

Neste trabalho, os Lactobacillus estdo presentes em sete amostras de graos de Kefir, ndo
sendo isolados apenas na amostra de Kefir de leite de Vigosa (KLVI), indicando a
importancia deste grupo bacteriano para a producdo da bebida Kefir. Estudos anteriores
mostraram o isolamento e identificagdo de Lactobacillus e outras bactérias do laticas em
gréos de Kefir. Chen et al. (2008) descreveram que o L. kefiri foi a espécie com maior
frequéncia identificada em gréos de Kefir de leite de Taiwan, seguido pela espécie L.
kefiranofaciens, e com menor frequéncia foram identificados Leuconostoc mesenteroides e

Lactococcus lactis.
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Lactococcus lactis m Lactobacillus casei m Leuconostoc mesenteroides

Lactobacillus kefiri m Lactobacillus perolens m Lactobacillus satsumensis

Lactobacillus crispatus m Lactobacillus mali m Lactobacillus parafarraginis
m Lactobacillus diolivorans Oenococcus oeni

5o, 2%1%1%

5%
5%
33%
7%

7%

16%

18%

Figura 8. Percentagem total de espécies de BAL obtidas das amostras de gréos de Kefir

cultivados em leite ou agua com acglcar mascavo.

Hsieh et al. (2012) identificaram trés espécies de BAL, Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus mali e Lactobacillus hordei, em grdos de Kefir cultivados em agua com
acUcar, e as espécies Leuconostoc mesenteroides e Lactococcus lactis em graos de Kefir
de leite. Ja no trabalho de Magalhdes et al. (2011), sete espécies de Lactobacillus foram
identificadas em graos de Kefir de agua com acucar de diferentes estados do Brasil, sendo
L. casei, L. sunkii, L. helveticus, L. buchneri, L. paracasei, L. satsumensis e L. kefiri. As
espécies Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides e L. kefiri foram identificadas
com maior frequéncia em gréos de Kefir de leite da Turquia, segundo Kesmen e Kacnaz.
(2011).

Analisando os dados da literatura em relagédo as espécies identificadas em gréos de Kefir
correlacionada com o substrato utilizado no cultivo, foi possivel observar que em amostras
de graos de Kefir crescidas em leite, as espécies mais encontradas foram Lactococcus
lactis, Leuconostoc mesenteroides, L. kefiri e L. kefiranofaciens, enquanto em amostras de
grdos de Kefir crescidas em &gua com agucar, as espécies mais encontradas foram
Leuconostoc mesenteroides, L. mali, L. hordei, L. casei, L. sunkii, L. helveticus, L.

buchneri, L. paracasei, L. satsumensis e L. kefiri.

Nas quatro amostras de graos de Kefir de leite e em trés amostras de gréos de Kefir de

agua com acucar (KASA, KABH e KAVI) deste estudo, a espécie predominante em cada
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uma esta dentre as ja descritas na literatura e somente na amostra KACU foi observada a
predominancia da espécie L. perolens, ainda ndo descrita como sendo isolada de gréo de
Kefir.

Cada espécie isolada de grao de Kefir € importante para a construcdo de uma cultura
iniciadora para a producgdo industrial de Kefir. Algumas caracteristicas de espécies
isoladas de grdos de Kefir ttm sido descritas na literatura. Toba et al. (1991) concluiram
gue a viscosidade da bebida fermentada é diretamente proporcional a quantidade de

polissacarideo kefirano produzido pelos microrganismos produtores deste polissacarideo.

A espécie Lactococcus lactis é capaz de degradar a lactose em acido lactico e participa da
degradacdo do acido citrico com produtos finais do metabolismo sendo o acido acético,
diacetil e dioxido de carbono, que contribuem para o sabor final desenvolvido em produtos
fermentados (Samarzija et al., 2001, Beshkova et al., 2003). A espécie Leuconostoc
mesenteroides degrada a lactose em 4cido lactico, acido acético, etanol e diéxido de
carbono e o &cido citrico a diacetil, por isso sendo utilizada por indUstrias de laticinios para
melhorar o aroma e sabor do leite fermentado (Zhou et al., 2009; Hsieh, et al. 2012). O
sabor do Kefir é devido a producdo de metabdlitos secundarios, principalmente acetaldeido
e diacetil, produzidos pelas bactérias laticas (Farnworth e Mainville, 2003; Beshkova et al.,
2003). Pouco se sabe sobre a importancia do Lactobacillus diolivorans para a manutencao
dos graos de Kefir e producdo da bebida Kefir. Esta é uma espécie heterofermentativa,
com crescimento em pH 4,7 e em presenca de 1,2-propanodiol, produzindo propanol e
acido propiodnico (Krooneman. et al., 2002). Sabe-se que a producéo de propanol influencia

no aroma do Kefir (Farnworth & Mainville, 2003)

Estudos utilizando as bactérias isoladas de grédos de Kefir devem ser realizados para
avaliar a importancia de cada espécie na elaboracdo de uma cultura iniciadora para
producédo industrial de Kefir. Na literatura ainda ndo foram descritos estudos para as
espécies L. satsumensis, L. perolens, L. diolivorans, Oenococcus oeni, L. crispatus, L.

mali, L. parafarraginis. L. casei e L. kefiri.

O potencial probidtico das espécies por noés isoladas pode ser inferido comparando as
caracteristicas e funcdes descritas na literatura para algumas destas espécies. O L. kefiri
foi descrito na literatura como carreador de proteinas de superficie (proteina S) que podem
desempenhar um papel na adesao a células intestinais (Garrote et al., 2004). Castagliuolo

et al. (2005) evidenciou o efeito protetor de L. crispatus durante a inflamacao intestinal, por
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inducdo de colite em camundongos, pela atividade de co-agregacdo desta espécie.
Kekkonen et al. (2008) demonstraram, em estudo in vitro, que Leuconostoc mesenteroides
€ indutora das citocinas da resposta imune tipo Thl. Bravo et al. (2009) demonstraram a
habilidade de Lactococcus lactis de inibirem patégenos pela produgdo de bacteriocinas.
Foligné et al. (2010) evidenciou o potencial anti-inflamatério de Oenococcus oeni, por
inducdo de colite em camundongos. L. casei tem potencial probiético como mostrado por
Sabir et al. (2010) em testes in vitro como a producao de peroxido de hidrogénio, producdo
de acido latico, resisténcia a sais biliares e suco gastrico, quantificacdo de
exopolissacarideo e resisténcia a antibioticos. Sobre L. mali sabe-se que s&o produtores
de EPS, mas sao necessérios estudos futuros para avaliagcdo dos efeitos probidticos desta

espécie (Hsieh et al., 2012).



5.3 - lIdentificacdo molecular da microbiota dos gr& os de Kefir pelo método

independente de cultivo

Técnicas moleculares tém sido aplicadas com sucesso para analise filogenética, estudo de
ecologia microbiana de ecossistemas e identificagcdo de microrganismos dos diversos
géneros de BAL (Floresta, 2003). Os grdos de Kefir contem, além de BAL cultivaveis,
microrganismos que ndo podem ser cultivados e que séo viaveis somente no complexo
ambiente do grdo (Witthuhn et al., 2005). Por estas razfes, é importante que o estudo da
composicdo dos mesmos seja realizado por técnicas que avaliam a microbiota total em

associacdo com as técnicas de isolamento microbiano (Kesmen e Kacnaz, 2011).

Quatro amostras de graos de Kefir foram submetidas ao método independente de cultivo
(KLSA, KASA, KLCU, KACU). Cinquenta clones transformantes de cada amostra foram
agrupados de acordo com o perfil de restricdo do gene de 16S rRNA com as enzimas Taq|
e Sau3Al. Foram obtidos 51 perfis de ARDRA das quatro amostras de grdos de Kefir,
sendo 24 perfis do KASA, 6 perfis do KLSA, 16 perfis do KACU e 5 perfis do KLCU. Um
perfil de restricdo foi 0 idéntico entre as amostra KLSA e KLCU (cultivo em leite) e dois
perfis de restricdo foram idénticos entre as amostras KASA e KACU (cultivo em agua).
Observou-se um numero maior de perfis de ARDRA nas amostras cultivadas em agua com

acucar que em leite.

De acordo com os grupos de perfis foram selecionados os clones para o sequenciamento
do gene 16S rRNA, sendo 38 clones para a amostra KASA, 28 clones para KACU, 10
clones para KLSA e 10 clones para KLCU. O resultado da analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA dos clones selecionados de cada amostra dos diferentes padrbes de
ARDRA esta descrito na tabela 6. ApGs andlise das sequéncias de DNA dos clones, por
alinhamento com as sequéncias do 16S rRNA contidas no Genbank, foi possivel
estabelecer a diversidade de microrganismos presentes nas amostras de grao de Kefir a

partir da utilizacdo do método independente de cultivo (Figura 9).

Estudos de caracterizacdo da microbiota utilizando o método independente de cultivo
relatam a diversidade de microorganismos presentes nos gréos de Kefir. O trabalho de
Zhou et al. (2009) demonstrou a presenca de Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactococcus lactis, Lactobacillus kefiri e
Lactobacillus casei em graos de Kefir de leite do Tibet. O trabalho de Magalhdes et al.
(2010) demonstrou a presenca de L. kefiri, L. paracasei, L. parabuchneri, L. casei e

Leuconostoc citreum em grdos de Kefir de agua com acucar de Minas Gerais. O trabalho
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de Miguel et al. (2010), utilizando graos de Kefir de leite dos Estados Unidos, do Canada e

de estados do Brasil, demonstrou a presenca de Uncultured bacterium FJ 838427.1,
Uncultured bacterium AM 921620.1, Uncultured bacterium EF 014703.1, Lactobacillus

satsumensis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus kefiri,

Lactobacillus paracasei.

Lactobacillus uvarum e

Tabela 6. Descri¢cdo das espécies obtidas apds analise do sequenciamento do gene 16S do

rRNA dos clones das amostras de gréaos de Kefir

Amostra Perfil de . N° clones / Total
de Kefir ARDRA =specie de clones

pP1* 24/50

p2* 22/50

KLSA P Lactobacillus kefiranofaciens 1/50
P4 1/50

P5 1/50

P6 1/50

P7* Lactobacillus kefiranofaciens 24/50

pP8* Lactobacillus kefiranofaciens 22/50

KLCU P9 Lactobacillus kefiri 2/50
P10 Lactobacillus kefiranofaciens 1/50

P11 Oenococcus oeni 1/50

pP12* Lactobacillus hilgardii 9/50

P13* Lactobacillus hilgardii 8/50

P14* Lactobacillus casei 3/50

pP15* Lactobacillus paracasei 3/50

P16 Lactobacillus hilgardii 2/50

P17 Lactobacillus casei 2/50

P18 Lactobacillus satsumensis 2/50

P19 Lactobacillus hilgardii 2/50

P20 Lactobacillus hilgardii 2/50

P21 Lactobacillus nagelii 2/50

KASA P22 Lactobacillus casei 1/50
P23 Lactobacillus casei 1/50

P24 Lactobacillus casei 1/50




P25 Lactobacillus casei 1/50
P26 Lactobacillus satsumensis 1/50
P27 Lactobacillus paracasei 1/50
P28 Oenococcus oeni 1/50
P29 Oenococcus oeni 1/50
P30 Lactobacillus kefiranofaciens 1/50
P31 Uncultured Lactobacillus 1/50
P32 Lactobacillus hilgardii 1/50
P33 Lactobacillus casei 1/50
P34 Lactobacillus casei 1/50
P35 Lactobacillus casei 1/50
P36* Lactobacillus satsumensis 10/50
pP37* Lactobacillus hilgardii 9/50
P38* Lactobacillus hilgardii 7/50
P39* Lactobacillus satsumensis 6/50
P40* Lactobacillus kefiranofaciens 5/50
P41 Klebsiella pneumoniae 2/50
P42 Lactobacillus mali 2/50
P43 Lactobacillus mali 1/50
KACU P44 Oenococcus kitaharae 1/50
PAaS Uncultured bacterium clone y- 1/50
oTu2
P46 Lactobacillus satsumensis 1/50
P47 Lactobacillus hilgardii 1/50
P48 Lactobacillus satsumensis 1/50
P49 Enterobacter ludwigii 1/50
P50 Klebsiella pneumoniae 1/50
P51 Lactobacillus kefiranofaciens 1/50

* Trés clones selecionados ao acaso para o sequenciamento do gene 16S do rRNA.

Kesmen e Kacnaz (2011) demonstraram a presenca de Lactobacillus kefiranofaciens em
trés amostras de grdos de Kefir de leite da Turquia. O mais recente trabalho de
caracterizacdo da microbiota por método independente de cultivo, de Hsieh et al. (2012)
utilizando grdos de Kefir de origem de Taiwan, demonstrou a presenca de Leuconoctoc
mesenteroides e L. hordei em gréos de Kefir de aglcar e Leuconostoc mesenteroides e L.

mali em gréo de Kefir de leite.
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Grao de Kefir KLSA Grao de Kefir KASA
Lactobacillus hilgardii M Lactobacillus casei Lactobacillus paracasei
B Lactobacillus satsumensis B Lactobacillus nagelii Oenococcus Oeni
p L kefiranofaciens Uncultured Lactobacillus u Lactobacillus kefirancofaciens
3% 3%

5%

35%

11%

100%

Grao de Kefir KLCU Grao de Kefir KACU
B L. satsumensis L. hilgardii
m L kefiranofaciens L. kefiri Oenococcus Oeni m L kefiranofaciens L mali
Klebsiella pneunmoniae Oenococcus kitaharae

10% Uncultured bacterium clone y-OTWUZ2 m Enterobacter ludwigii

P

28%
11%

11% \ '
14%

24%

Figura 9. Diversidade de espécies bacterianas nas amostras de graos de Kefir, identificadas por
método independente de cultivo.

A diversidade de microorganismos identificados, pelo método independente de cultivo, foi
maior nas amostras KACU e KASA, sendo 8 espécies em cada uma. Nos trabalhos
descritos na literatura, a maior diversidade de microorganismos foi descrita em graos de
Kefir cultivados em leite, diferindo do observado neste estudo. Este fato pode ser explicado
devido a presenca de um maior nimero de trabalhos utilizando gréos de Kefir cultivados em
leite pois s a pouco tempo estes grados sdo cultivados em outros substratos tendo um
namero reduzido de estudos na literatura utilizando agua com acucar com substrato de
cultivo dos graos.
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Pelo método independente de cultivo foi possivel identificar na amostra KLCU trés espécies
de BAL e, em comparacdo ao método dependente de cultivo, foi possivel identificar duas
espécies que ndo foram isoladas no método dependente de -cultivo, Lactobacillus

kefiranofaciens e o Oenococcus oeni.

Oenococcus foi identificado primeiramente por Kowalczyk et al. (2011) pelo método
independente de cultivo, em grédos de Kefir de leite da Polénia. A espécie Leuconostoc
oenos foi mudada a um novo género por Dicks et al. (1995) recebendo o nome de
Oenococcus oeni. Esta mudanca ocorreu pois dentre as espécies pertencentes ao género
Leuconostoc, esta é a Unica aciddfila, de ocorréncia natural em viniculturas, apresentando
crescimento inicial em pH 4,8 em meios contendo 10% de etanol. O Oenococcus oeni é
uma espécie de interesse comercial, pois apresenta destaque na producdo de vinhos por
atuar na segunda etapa da fermentacéo, denominada fermentacdo malolatica, convertendo
0 &cido malico em acido latico, promovendo uma diminuicdo na acidez total do vinho
(Nielsen & Richelieu, 1999). O estudo recente de Foligné et al. (2010) evidenciou o
potencial anti-inflamatério de uma cepa de Oenococcus oeni, sugerindo uma possivel

utilizacdo deste como probidtico.

Na amostra KLSA foi identificada apenas uma espécie de BAL dominante, Lactobacillus
kefiranofaciens, diferindo de todas as espécies isoladas no método dependente de cultivo.
Apesar disto, aparentemente haviam cinco linhagens diferentes de L. kefiranofaciens nos
graos devido aos diferentes padres de ARDRA observados. Sabendo que esta amostra
possui em sua microbiota dominante o Lactobacillus kefiranofaciens, € de interesse que
seja realizado uma nova tentativa de obtencdo deste microrganismo isolado, tendo em vista
sua capacidade de produzir o kefirano, um exopolissacarideo que constitui de 24 a 25% do
grao de Kefir e de interesse por suas propriedades funcionais descritas na literatura,
anticolesterolémico e antihipertensivo, e também atividade imunomodulatéria, com
mecanismo ainda pouco conhecido (Fujisawa et al, 1988; Furuno e Nakanishi, 2012; Chen
et al., 2012).

O kefirano é produzido no interior do grdo de Kefir por Lactobacillus kefiranofaciens sob
condicGes anaerdbicas e em presenca do etanol produzido por leveduras e do acido latico
produzido por lactobacilos (Badel et al., 2011). Toba et al. (1991) avaliaram a producéo de
leite fermentado utilizando Lactobacillus kefiranofaciens isolado de grdos de Kefir e
concluiram que devido ao kefirano produzido por esta espécie, havia um aumento na

viscosidade do leite fermentado.



47

O kefirano também pode ser usado como aditivo alimentar para produtos fermentados a
fim de realcar as propriedades reologicas de leites fermentados, aumentando sua
viscosidade aparente e a estabilidade desses durante o armazenamento (Wang et. al.,
2008). Abraham & Rimada (2006) demonstraram que as propriedades de viscosidade e
viscoelasticidade dos géis &cidos foram melhoradas pela adicdo de kefirano, sugerindo
uma possivel aplicacdo deste polissacarideo natural como um agente viscosante para

produtos lacteos.

Kesmen e Kacnaz (2011) identificaram pelo método independente de cultivo PCR-DGGE,
Lactobacillus kefiranofaciens em trés amostras de gréos de Kefir de leite da Turquia, sendo
esta espécie dominante nos trés graos, e também n&o obtiveram esta espécie por
isolamento pelo método dependente de cultivo. A explicacdo para este fato é que os
ingredientes necessarios para o crescimento desta espécie ndo foram suficientes no meio

de cultura utilizado para isolamento (Kesmen e Kachaz, 2011).

A constatacdo da presenca de Lactobacillus kefiranofaciens pelo método independente de
cultivo demonstra a necessidade de adequacdes a técnica de cultivo empregada para se
obter sucesso no isolamento deste microrganismo, devido o seu interesse como probidtico.
O meio de cultivo empregado para o isolamento e as condi¢cdes de pH foram descritas por
Toba et al. (1988) obtendo-se este microrganismo isolado. Novas tentativas de isolamento
podem ser realizadas empregando uma porcentagem maior de leite desnatado ao soro de

acido latico e aumentando o teor alcodlico do meio de cultivo.

A diversidade de microrganismos identificados pelo método independente de cultivo foi
maior nas amostras KACU e KASA, cultivadas em &gua com acglUcar mascavo,

apresentando oito espécies de bactérias em cada uma.

Comparando com as espécies isoladas da amostra KACU, apenas o Lactobacillus
satsumensis foi identificado pelas duas técnicas, sendo possivel identificar sete espécies
dominantes na comunidade ndo encontradas pela metodologia dependente de cultivo.
Ainda nesta amostra foi observada a presenca de uma OTU correspondente a bactéria ndo
cultivhvel e de duas OTUs correspondentes a bactérias potencialmente patogénicas,
Klebsiella pneumoniae e Enterobacter Iludwigii, coliformes pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, possivelmente introduzidas na amostra por praticas de manuseio e

asseio precarias da fonte fornecedora.
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O Enterobacter ludwigii foi isolado da urina de um paciente internado em um hospital da
Alemanha, com infecgdo urinéria. Esta espécie possui as caracteristicas gerais do género
Enterobacter de ser causadora de infec¢cbes hospitalares, devido sua capacidade de
resisténcia a antimicrobianos, acometendo o trato respiratério e urinario de pacientes
imunocomprometidos e infectando feridas (Hoffmann et al., 2005). Espécies do género
Klebsiella sdo mais comumente responsaveis por infecgbes hospitalares (Sanders, Jr e
Sanders, 1997). Ha relato na literatura da identificacdo de Enterobacter sakazakii pelo
método independente de cultivo PCR-DGGE, de grao de Kefir de leite de Taiwan (Hsieh et
al., 2012).

No estudo de Miguel et. al. (2010) observou-se a presenca de trés bactérias nao cultivaveis,
utilizando o método independente de cultivo PCR-DGGE, sendo elas Uncultured bacterium
FJ 838427.1 (grao de Kefir de leite de Santa Catarina), Uncultured bacterium AM 921620.1
(gréo de Kefir de leite de Alagoas) e Uncultured bacterium EF 014703.1 (grao de Kefir de
leite de Sdo Paulo). Magalhdes et. al, (2011) também relata a presenca de bactéria ndo
cultivhvel em amostras de graos de Kefir de leite de Sdo Paulo e Goias, Uncultured
bacterium EF014703.1, utilizando o método PCR-DGGE.

Na amostra KACU também foram identificados L. hilgardii, L. satsumensis e L. mali. Miguel
et al. (2010) foram os primeiros a relatar a presenca de L. satsumensis em graos de Kefir

de leite, utilizando um método independente de cultivo, o PCR- DGGE.

O Lactobacillus hilgardii parece desempenhar um importante papel na formacéo dos graos
de Kefir de 4gua. No trabalho de Waldherr et. al. (2010), a glicosiltransferase (GTF)
responsavel pela producéo do dextrano a partir da quebra de sacarose em glicose e frutose
foi purificada de uma linhagem de Lactobacillus hilgardii. Na literatura ndo ha relatos de
identificacdo em gréos de Kefir de L. mali, sendo este trabalho o primeiro a identificar por

método independente de cultivo esta espécie em grao de Kefir de agua.

Na amostra KASA foi possivel identificar, pelo método independente de cultivo, sete
espécies de BAL e uma bactéria ndo cultivavel do género Lactobacillus. Em comparacao
ao método dependente de cultivo, quatro espécies que nao foram isoladas, o Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus nagelii.
Miguel et. al. (2010) identificou Lactobacillus paracasei em duas amostras de graos de
Kefir de leite originadas de Minas Gerais e do Parana por PCR-DGGE. Gulitz et al. (2011)

isolaram Lactobacillus nagelii em gréos de Kefir de agua.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo a composicdo da microbiota de quatro das oito amostras de gréos de Kefir,
obtidas de diferentes estados do Brasil, foi analisada utilizando métodos dependente e

independente de cultivo.

Os resultados obtidos neste estudo permitiram o isolamento e identificacdo de 55 isolados
sugestivos de pertencerem ao género Lactobacillus das diferentes amostras de grédos de
Kefir, sendo identificadas ao final do processo o total de 11 espécies de bactérias do acido
latico (Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp e Oenococcus spp.). Com o
resultado da analise pelo método independente de cultivo, realizado com quatro amostras,
14 diferentes espécies foram identificadas.

Para a caracterizagcdo da microbiota de grdos de Kefir, € importante a associacdo de
métodos dependentes de independentes de cultivo. Com a técnica tradicional, dependente
de cultivo, foram obtidos diferentes isolados que serdo mantidos no laboratério para
estudos posteriores de possiveis caracteristicas probidticas. Além disso, esses isolados
poderdo ser utilizados na composicao de culturas iniciadoras para producdo de Kefir em
escala industrial. A utilizacdo da técnica molecular, independente de cultivo, nos permitiu
identificar microorganismos ndo detectados pela outra técnica, permitindo comparar a
diversidade de microorganismos presentes nos diferentes graos de Kefir, cultivados em
substratos variados, e ainda identificar bactérias ndo cultivdveis e bactérias potencialmente

patogénicas.

Isso demonstra que o isolamento de um espécime microbiano € dependente de diversos
fatores e, portanto, o uso da metodologia padrdo pode ndo ser suficiente para garantir o
crescimento de todas as células presentes numa amostra. Por outro lado, a constatagéo
da presencga de um dado espécime por técnicas independentes de cultivo demonstra que
devem ser feitas adequacdes a técnica de cultivo empregada para se obter sucesso no

isolamento daquele microorganismo, caso ele seja de interesse.
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Apéndice A: Perfis de dioestdo esperado para a determinacdo das espécies de Lactobacillus
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S | Neo | Nne | Sl | Sl | EcoRy | Dral | Ve | Al | o1 | indil | Awl | IDENTIFICAGAD

L. agilis

L. animalis

L. camelliae

L. colechominis

L. delbrueckii

L. ferintoshensis

L. fructivorans

L. gasseri

L. hilgardii B

L. johnsonii

L. murinus

L. panis

L. paralimentarius

L. pentosus

L. plantarum A

L. pontis

L. reuteri B

L. ruminis

L. salivarius

L. vaginalisA

( +)digestdes positivas da regido ITS-1 do gene 16-23S do rRNA para os espacadores
maiores, intermediarios e menores encontrados em Lactobacillus.
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Apéndice B: Gel de agarose a 1% da identificacdo molecular por PCR dos espacadores
16S-23S do rRNA (ITS1) dos 117 isolados de bactérias laticas em potencial
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Apéndice C — Alinhamento das sequéncias obtidas pelo sequenciamento do gene rRNA
16S com as sequéncias depositadas GenBank, utilizando o algoritimo BLASTn.

Al2 (anostra 4P2l Reverse) Placa_011_Seq_121211 RunOl1 C marron 3.12
721

CCGAAAGGT TACTCACCGECT TTGGGTGT TACAAACT CTCATGGT GT GACGEECGGT GTGTACAAGG
CCCGGGAACGT AT TCACCGT GGCATGCTGATCCACGAT TACTAGCGAT TCCAACT TCATGCAGGCGA
GTTGCAGCCTGCAATCCGAACT GAGAACGCECTTTAAGAGAT TAGCT TGACCT CGCGGT TTCGCGACT
CGITGTACCGT CCATTGTAGCACGT GTGTAGCCCAGGT CATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGT TTGT CACCGGCAGI CTTGCTAGAGT GCCCAACTGAAATGCTGGECAACTAAC
AATAAGGGT TGCGCT CGT TGCGGGACT TAACCCAACAT CTCACGACACGAGCT GACGACACCATGCA
CCACCTGTCATTTCTGI CCCCGAAGGGGAACGCCTAATCCTCTTAGGT TTGGCCAGAAGATGTCAAA
GAACTGGTAAAGGT TCTTCGCGTAGCATCGAAATTAAACACAT GCTCCAACCCT TGTGCGEECCCCC
GTCAATTCCTTTGAGI TTCAACCT TGCGGT CGTACT CCCCAGCCGGAGTGCTTAATGCGT TAAGCTG
CAGCACT GAAGGGCGGAAAACCCT CCAACACT TAGCACTCATCGT TTTACAGGCAT GGGACTACCAG
GGTAATCTAATCCTGI TCGCTACCCATGCT TTCGAGECCTCCAGCGITCAG

dbj|AB682294.1| Lactobacillus kefiri  gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NBRC 105757
Length=1499

Score = 1184 bits (641), Expect=0.0

Identities = 700/724 (97%), Gaps = 22/724 (3%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 CCGAAAGGTTA- CTCACCGGCTTTGGGTGT TACAAACTCTCATGGTGTGACGGECGGTGT - 59

R AR R AR R R R AR
Sbj ct 1459 COG AAGGT TACCTCACCGGCTTTGGGTGT TACAAACTCTCATGGT GTGACGGGOGGTGT 1401

Query 60 GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGT GGCATGCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCA 119

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 1400 CAAGGCCOGGGAACGT AT TCACCGT GGCATGCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCA 1341

Query 120  ACTTCATGCAGGCGAGT TGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGC 179

AR R R R A R AR A AR
Sbj ct 1340 ACTTCATGCAGGCGAGT TGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGC 1281

Query 180  TTGACCTCGCGGTTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGT 239

R R R A R A RN A AR
Sbj ct 1280 TTGACCTCGOGGT TTCGOGACTCGT TGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGT 1221

Query 240 CATAAGGGGCATGATGATTTGACGT CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTC 299

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 1220 CATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCT TCCTCCGGT TTGTCACCGGCAGTC 1161

Query 300  TTGCTAGAGTGCCCAACTGAAATGCTGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGEG 359

R R R AR RN AR
Sbjct 1160 TTGCTAGAGTGCCCAACTGAA- TGCTGGCAACTAACAATAAGGGT TGOGCTCGTTGCGGG 1102

Query 360 ACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT GACGACA- CCATGCACCACCTGTICATTTCTG 418

R AR R AR A ARy
Sbjct 1101 ACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATT- CTG - 1043

Query 419 TCCCCGAAGGGGAACGCCTAATCCTCTTAGGT TTGGCCAGAAGATGTCAAAGAACTGGTA 478

R AR RN R AR |||||||||||| || ||||||
Sbjct 1042 TCCCCGAAGGG AACGCCTAATC- TCTTAGGT T- GGC- AGAAGA 988

Query 479 AAGGT TCTTCGCGTAGCATCGAAATTAAAC- ACATGCTCCAACCCTTGTGCGEECCCCCG 537

R R R AR R A AR Ay
Sbjct 987  A- GGTTCTTCGCGTAGCATCGAA- TTAAACCACAT GCTCCACCGCT TGTGOGGEGCCCCCG 930

Query 538 TCAATTCCTTTGAGI TTCAACCT TGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGIGCTTAATCCGIT 597

R R AR R R A RN A A
Sbjct 929  TCAATTCCTTTGAGITTCAACCTTGOGGTCGTACT COCCAGGOGGAGTGCTTAATGCGTT 870
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Query 598 AAGCTGCAGCACT GAAGGGCGGAAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTITTTACAGEC 657

AR AR ||||||||||||||||||||||||||| L |||
Sbjct 869 A GCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAA- CCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTT- AC- 814

Query 658 ATGCGACTACCAGGGTAATCTAATCCTGI TCGCTACCCATGCTTTCGAGGCCTCCAGCGT 717

COCE Tt e e e e e et ey ey
Sbjct 813  ATGG ACTACCAGGGTA- TCTAATCCTGT TCGCTACCCATGCTTTCGAG CCTC- AGCGT 758

Query 718 TCAG 721

[11
Sbjct 757 -CAG 755

EO8 (Anpstra 4R2 Reverse) Placa 011 Seq 121211 Run0l1 G nmarron 3.12
845

GGCTTTAAGTAGCCAAGCGACT TTGGGTACT TCCGACT CCCATGGT TTGACGGGECGGTGTGTACAAG
ACCCGGGAACGTATTCACCGCGACATGCTGATTCGCGAT TACTAGCGATTCCGCCTTCGTGGAGT CG
AGTTGCAGACT CCAGT CCGAACTGAGAGAAGT TTTAAGAGATTAGCTTACCGT CGCCGGT TTGCGAC
TCGTTGTACTTCCCATTGGT TACCACGGT GTGT TTGCCCAGGT CATAAGCGGCATGATGATCTGACG
TCGTCCCCACCTTCCTCCGGT TTATCACCGGCAGT CTCATTAGAGT GCCCAACTAAATGCTGGCAAC
TTAATAACAAGGGT TGCGCTCGT TGCGGGACT TAACCCAACAT CTCACGACACGAGCTGACGACGAC
CATGCACCACCTGTATCCAATGT TCCGAAGAAAAGCT TTCATTACAAAAGCGATCATTGGTATGT CA
AGACCTGGTAAGGTTTTTTCGCGTATCT TCGAAT TAAACCACAT GCTCCACCGCT TGTGCGEGTCCC
CGTCAAATTCCTTTAAAGT TTTAGCCT TGCGGECCGTACT CCTCAGGCGGEEGTGCTTAATGCGTTTGC
TACGT CACTAGGAGGCGGAAACCT CTTAACAACTAGCACCCATCGT TTACGGGTATGGACTACCGEG
GTATCTAATCCCGT TTGCTACCCATAACT TTCGAGCCTCAACGT CGTTACGATCTAGGCAAGCCCGC
TTTTCGGCCAACTGEGTGITTCTTTCCCACATTTCTACGCATTTCACCGGGT CACCATGGGANGTTC
CCNCACTTTGGCCNTCTTATTCGCACACTCCAGGT CACAAT

dbj|AB681195.1] Oenococcus oeni gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NBRC 100497
Length=1489

Score = 1201 bits (650), Expect =0.0

Identities = 679/691 (98%), Gaps = 10/691 (1%)

Query 426 AAG TAGCCAAGCGACTTTGGGTACTTCCGACTCCCATGGT TTGACGGGCGGTGTGTACA 484

[1] ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||
Sbj ct 1446 AAGTTAGCCAAGCOGACTTTGGGTACTTCOGACT CCCATGATTTGACGGGCGGTGT 1387

Query 485 AGACCCGCGGAACGTATTCACCCCGACATCCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGCCTTC 544

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1386 AGACCCGGGAACGTATTCACCGCGACATGCTGATTCGCGAT TACTAGCGATTCCGCCTTC 1327

Query 545 GTGGAGT CGAGT TGCAGACTCCAGT CCGAACTGAGAGAAGT TTTAAGAGATTAGCTTACC 604

AR R R A R A R AR A A AR
Sbj ct 1326 GTGGAGTCGAGT TGCAGACT CCAGTCCGAACTGAGAGAAGT TTTAAGAGATTAGCTTACC 1267

Query 605 GTCGCCGGTTTGCGACTCGTTGTACTTCCCATTGGT TACCACGGTGTGTTTGCCCAGGTC - 664

R R AR R R A A A A R AN
Sbj ct 1266 GTCGCOGGT TTGCGACTCGT TGTACTTCCCATT- G- TAGCAC- GTGTG- TTGCCCAGGTC 1211

Query 665  ATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTICT 724

AN R A R R R R A AR N AR AR
Sbj ct 1210 ATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCT TCCTCOGGT TTATCACCGGCAGTCT - 1151

Query 725 CATTAGAGT GCCCAACTAAATGCTGGCAACTTAATAACAAGGGT TGCGCTCGTTGCGGGA 784

N R R A R R AR A AR
Sbj ct 1150 CATTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAAC- TAATAACAAGGGTTGOGCTCGTTGOGGGA 1092

Query 785 CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTATCCAATGT 844

AR AR R AR R AR R A R AR AN
Sbj ct 1091 CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT GACGACGACCATGCACCACCTGTATCCAATGT 1032



Query 845 TCCGAAGAAAACCTTTCATTACAAAAGCGATCATTGGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTTT 904

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1031 TCOGAAGAAAAGCTTTCATTACAAAAGCGATCATTGGTATGICAA 972

Query 905 TTTCGCGTATCT TCGAATTAAACCACATGCTCCACCCCTTGTGCGGGTCCCCGTCAAATT 964

RN AR R AR R AR AR AR
Sbjct 971  TT- CGOGTATCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT TGTGOGGGTCCOOGTCAA- TT - 914

Query 965 CCTTTAAAGI TTTAGCCT TGCGECCGTACTCCTCAGGCGEGGTGCTTAATGCGT TTGCTA 1024

R AR AR AR A R AR R RNy
Sbjct 913  CCTTTAA- GTTTTAGCCTTGOGGCOGTACT CCTCAGGCGGGGTGCTTAATGOGTTTGCTA 855

Query 1025 CGICACTAGGAGGCGGAAACCTCTTAACAACTAGCACCCATCGTTTACGGGTATGGACTA 1084

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||
Sbjct 854 GGAGGCGGAAACCT GCACCCATCGTTTACGG TATGGA 796

Query 1085 CCGGGGTATCTAATCCCGTTTGCTACCCATA 1115

AR AR AR R AR
Sbjct 795  COGGGGTATCTAATCCOGITTGCTACCCATA 765

>C01 (anobstra 2P3 Forward) CO1 Placa_33_Seq 170212 RunOl Cimarron
3.12 591

CNGT TACCGAGGAAACT GAGT GGCGAACGGEGT GAGT AAGCAGCGT GGGTAACCT GCCCAAAAGAGT G
GGGATAACACT TGGAAACAGGT GCTAATACCGCATAACAACAAAAACCGCCTGGT TTTTGI TTAAAA
GATGGT TTCGGCTATCACT TTTGGAT GGACCCGCGECGT AT TAGCTAGT TGGTAAGGTAATGECTTA
CCAAGGCAGT GATACGT AGCCGAACT GAGAGGT TGAT CGGCCACAT TGCGACT GAGACACGGECCCAA
ACTCCTACGGGAGGECAGCAGT AGGGAAT CT TCCACAAT GGACGCAAGT CTGAT GGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAACT CTGT TGT TAGAGAAGAACGT GT GTGAGAGTAACTGT
TCATGCAGT GACGGT AT CT AACCAGAAAGCCACGGEGECT GACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGT TGT CCGGATTTAT TGGEGCGT AACAGGGAACGCACGECGGT CTTTTAAGICTGA
TGTGAAAGCCT TCGECT TAACCGAAGT CGGT GCACT TGGAAACT GCGAGACTTGA

dbj|AB289300.1| Lactobacillus satsumensis  gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: JCM 12392
Length=652

Score = 1014 bits (549), Expect=0.0

Identities = 575/586 (98%), Gaps = 8/586 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query 6 ACCGAGGAAACT GAGT GGCGAACGGGT GAGTAAGCAGCGT GGGTAACCTGCCCAAAAGAG 65

R R AR IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 39  ACCGAAGAAACTGAGTGGOGAACGGGTGAGTAA- CA- CGTGGGTAACCTGCCCAAAAGAG 96

Query 66  TGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAACAAAAACCCCCTGGITTT 125

A R R AR AR Ry
Sbjct 97 - GGGGATAACACT TGGAAACAGGT GCTAATACCGCATAACAACAAAAACCGCCTGGTTTT - 155

Query 126 TGITTAAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTTTGGATGGACCCGCGGECGTATTAGCTAGITG 185

AR R R R R AR AR A A A
Sbjct 156 TGTTTAAAAGATGGTTTCGGCTATCACT TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGI TG 215

Query 186 GTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCAC 245

R AR AR A AR AR RN N
Sbjct 216 GTAAGGTAACGGCT TACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGOCAC 275

Query 246 ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACT CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAA 305

RN R AR A A AR A AR AR AR A
Sbj ct 276  ATTGGGACT GAGACACGGOCCAAACT CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAA - 335

Query 306 TGGACGCAAGICTGATGGAGCAACGCCGCGT GAGTGAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAAC 365

R R R R AR R R AR A AN
Sbjct 336 TGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGOCGOGT GAGT GAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAAC 395

68



Query 366 TCTGITGITAGAGAAGAACGTGTGTGAGAGTAACTGTTCATGCAGTGACGGTATCTAACC 425

RN A A AR R A AN AN
Sbj ct 396 TCTGITGITAGAGAAGAACGT GTGTGAGAGT AACTGT TCATGCAGTGACGGTATCTAACC 455

Query 426 AGAAAGCCACGGGCTGACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTITG 485

AR R R R A AR AR RN
Sbj ct 456 AGAAAGCCACGG CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT TG 514

Query 486 TCCGGATTTATTGGGCGTAACAGGEGAACGCACGGECGGTCTTTTAAGICTGATGTGAAAGC 545

RN R AR A A A R A AR A
Sbjct 515 TCOGGATTTATTGGGCGTAA- AGGGAACGCA- GGOGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGC 572

Query 546 CTTCGGCTTAACCGAAGTCGGTGCACTTGGAAACTGGGAGACTTGA 591

AR AR A A R R R
Sbj ct 573 CTTCGGCTTAACCGAAGTCG TGCA- TTGGAAACTGGGAGACTTGA 616

CO02 (anostra 2P3 Reverse) Q02 Placa_33_Seq_170212 Run01 G rmarron
3.12 440

CCCAGGT TCANTAAGGGGCATGATGATTTGACGT CATCCCCACCT TCCTCCGGT TTGT CACCGGCAG
TCTCACTAGAGT GCCCAACTAAAT GCTGGCAACTAGT AATAAAGGGT TGCGCT CGT TGCGGGACT TA
ACCCAACAT CTCACGACACGAGCT GACGACAACCAT GCACCACCT GT CATTTTGT CCCCGAAGGGAA
CGCCTGATCTCTCAGGT TAGCAAAAGAT GT CAAGACCTGGTAAGGT TCTTCGCGT TGCTTCGAATTA
AACCACAT GCTCCACCGGCT TGIGCGGECCCCCGT CAATTTCCTTTGAGI TTCAACCT TGCGGT CGT
AACT CCCCAGGCGGAAT GCTTAAT GGCGT TAAACT GCAGCACT TGAAAGGGECNGAAAACCT CCAACA
CTTAGCATTCATCGT TTACAGGCGT GGACTACCAGEGEG

dbj|AB289300.1| Lactobacillus satsumensis  gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: JCM 12392
Length=652

Score = 824 bits (446), Expect=0.0

Identities = 463/470 (99%), Gaps = 5/470 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTTTGTTTAAAAGATGGT TTCGGCTATCACTTTTGGATGGACCCGCGECGTATTAGCTA 60

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 152 TTTTTGTTTAAAAGATGGT TTCGGCTATCACT TTTGGATGGACCOGCGECGTATTAGCTA 211

Query 61 GITGGTAAGGTAATGCECT TACCAAGGCAGT GATACGTAGCCGAACTGAGAGGT TGATCGG 120

AR R AR R AR AR RN RN
Sbjct 212 GITGGTAAGGTAACGGCT TACCAAGGCAGT GATACGTAGCCGAACTGAGAGGT TGATCGG 271

Query 121 CCACATTGGGACTGAGACACGGECCCAAACT CCTACGCGAGGCAGCAGTAGCGAATCTTCC 180

R RN R AR R AR R AR R AR AR AR
Sbj ct 272  CCACATTGGGACT GAGACACGGOCCAAACT CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC 331

Query 181 ACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCCGCGT GAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTA 240

R R AR R R R R A AR AN
Sbjct 332 ACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGOCGOGT GAGT GAAGAAGGT TTTCGGATCGTA 391

Query 241 AAACTCTGITGITAGAGAAGAACGT GTGTGAGAGTAACTGI TCATGCAGTGACGGTATCT 300

R R A R AR RN AN RN
Sbjct 392 AAACTCTGITGITAGAGAAGAACGT GTGTGAGAGTAACTGT TCATGCAGTGACGGTATCT 451

Query 301 AACCAGAAAGCCACGGGCTGACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC 360

R R A A R AR AR RN R RN RRA AR
Sbj ct 452 AACCAGAAAGCCACGG CTAACTACGTGOCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC 510

Query 361 GITGICCGGATTTATTGGGCGTAACAGGGAACGCACGGECGGTCTTTTAAGICTGATGTGA 420

RN R A AR A A A A A AN
Sbjct 511 GTTGTCOGGATTTATTGGGCGTAA- AGGGAACGCA- GGCGGTCTTTTAAGTCTGATGIGA 568

69



Query 421 AAGCCTTCGGCTTAACCGAAGTCGGTGCACTTGGAAACTGGGAGACTTGA 470

AR RN AR R R A A AR A AR
Shjct 569 AAGCCTTCGGCTTAACCGAAGTCG TGCA- TTGGAAACTGGGAGACTTGA 616

C04 (isolado 1Z Reverse) Placa 011 Seq 121211 Run0l1 Cinmarron 3.12
654

GTTACCTCATCCGGCTTTGGGTGNT TNACAAACT CTCAT GGT GT GACGEGECGGT GT GTACAAGGECCC
GGGAACGT AT TCACCGT GGCATGCTGATCCACGAT TACTAGCGATTCCAACTTCATGTAGECGAGT T
GCAGCCTACAAT CCGAACT GAGAACGCECTTTAAGAGAT TAGCT TGACCT CGCGGT TTCGCGACT CGT
TGTACCGT CCATTGI AGCACGT GT GTAGCCCAGGT CATAAGGGGCATGATGATTTGACGT CATCCCC
ACCTTCCTCCGGT TTGT CACCGGECAGI CTTGCTAGAGT GCCCAACTAAAT GCTGGCAACTAACAATA
AGGGT TGCGCTCGT TGCGGEGACAT TAACCCAAGCAT TCT CACGACACGAGCT GACGACAACCATGCA
CCACCTGI CATTCTGT CCCCGAAGGGAACGCCTAATCTCT TAGGT TGGCAGAAGAT GTCAAGACCT G
GITAAGGT TCTTCGCGTAGCAT CGAAT TAAACCNNACAT GCTCCACCGCT TGT TGCAGEECGCCCCGT
TTCAATTCCAATTTGAGI TTCATACTCTTGCGGTACGT ACT GCCCCAGGCGGAGT TGCTTAATGICC
GI'TAGCCT GCAGCACT GAAGGEGCGGAAACCCT CCCAACACT TAGCACT CAT

agb|HM218814.1| Lactobacillus diolivorans  strain NM197-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1412

Score = 1059 bits (573), Expect=0.0

Identities = 631/654 (96%), Gaps = 23/654 (4%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 GTTACCTCATCCGGCTTTGGGTGNTTNACAAACTCTCATGGT GTGACGGECGGTGTGTAC 60

LV Ty 1l IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1411 GTTACCTCA- CCGGCTTTGGGTG TT- ACAAACTCTCA GACGGGCGGTGT! 1355

Query 61 AAGGCCCGCGAACGT ATTCACCGT GGCATGCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCAACTT 120

R A R R R AN R
Sbj ct 1354 AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGT GGCATGCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCAACTT 1295

Query 121 CATGTAGGCGAGT TGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCTTGA 180

R R N A R A A AR AR
Sbj ct 1294 CATGTAGGCGAGT TGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCTTGA 1235

Query 181 CCTCGCGGT TTCGCGACTCGT TGTACCGT CCATTGTAGCACGT GTGTAGCCCAGGTCATA 240

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 1234 CCTCGOGGT TTCGOGACTCGT TGTACCGTCCATTGTAGCACGT GTGTAGCCCAGGTCATA 1175

Query 241  AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTGC 300

AN AN R AR A R R A AR
Sbjct 1174 AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCOCCACCT TCCTCCGGT TTGTCACCGGCAGTCTTGC 1115

Query 301 TAGAGT GCCCAACTAAATGCTGCCAACTAACAATAAGGGT TGCGCTCGT TGCGGGACATT 360

RN R AR A AR R AR
Sbjct 1114 TAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAACAATAAGGGT TGCGCTCGTTGOGGGAC- TT - 1056

Query 361 AACCCAAGCATTCTCACGACACGAGCT GACGACAACCATGCACCACCTGICATTCTGICC 420

R A A AR R AR RN RN ANy
Sbj ct 1055 AACCCAA- CAT- CTCACGACACGAGCT GACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCC 998

Query 421 CCGAAGGGAACGCCTAATCTCTTAGGT TGCCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTT 480

AR AR AN R R AN A AN AR
Sbjct 997  COGAAGGGAACGCCTAATCTCTTAGGT TGGCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTT 938

Query 481 CGCGTAGCATCGAATTAAACCNNACATGCTCCACCGCT TGT TGCAGGECGECCCCGITTCA 540

R A A R AR AN AR AR
Sbjct 937  CGOGTAGCATCGAATTAAACC- - ACATGCTCCACCGCTTGT- GC- GGGC- COCCGT- - CA - 885
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Query 541 ATTCCAATTTGAGITTCATACTCTTGCGGTACGTACTGCCCCAGECCGAGI TGCTTAATG 600

R A A R A RN AR AR A
Sbjct 884  ATTCC - TTTGAGTTTCA- AC- CTTGCGGT- CGTACT- COCCAGGCGGAGT- GCTTAATG 832

Query 601 TCCGT TAGCCT GCAGCACT GAAGGGCGGAAACCCTCCCAACACTTAGCACTCAT 654

| LT ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 831 - C GITAGC TGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCCAACACTTAGCACTCAT - 781

E12 (isolado 21U2 Reverse)Placa 011 Seq 121211 RunOl1 Cimarron 3.12
831

GCTGGCCCTATAAAGGT TACTCACCGECTTTGGEGT GT TACAAACT CTCATGGT GT GACGGEECEGT G
GTACAAGCCCGEGAACGTATTCACCGCGECATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATG
TAGGCGAGT TGCAGCCTACAAT CCGAACT GAGAACGCECT TTAAGAGAT TAGCTAAACCTCGCGGTTT
CGCGACTCGT TGTACCGT CCATTGTAGCACGT GT GTAGCCCAGGT CATAAGGGGECATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCT TCCTCCGGI TTGT CACCGECAGT CTCACTAGAGT GCCCAACT TAATGCTGGCA
ACTAATAATAAGGEGT TGCGCT CGT TGCGGGACT TAACCCAACAT CTCACGACACGAGCT GACGACAA
CCATGCACCACCTGI CATTCTGI CCCCGAAGGGAACACCTAATCTCTTAGGCT GT CAGAAGATGT CA
AGACCTGGTAAGGT TCTTCGCGT TGCT TCGAAT TAAACCACAT GCTCCACCGT TGI GCGEGECCCCCG
TCAATTCCTTTGAGI TTCAACCT TGCGGT CGTACT CCCCAGGCGGAATGCT TAATGCGT TAGCTGCA
GCACCGAAGGCGGAAACCCT CCAACACT TAGCCATTCATCGT TTACGGT GTGGACTACCAGGEGTATC
TAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTTCGGAACCT CAGCGT CGT TACAGACCAGAGAAGCGGT TTCCG
CCACTGGITGTTCTTTCCTATATTCTTTCGCATTTTCACCGGT ACACATGGGAGGTCCCACTCCTTC
CTCATTCTGGECGCTCAAGTICTTTTCCG

emb|FM878596.1| Lactobacillus mali partial 16S rRNA gene, strain LA214
Length=1429

Score = 1358 bits (735), Expect =0.0

Identities = 805/834 (97%), Gaps = 23/834 (3%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 GCTGGCCCTATAAAGGT TA- CTCACCGCCTTTGEGTGI TACAAACTCTCATGGTGIGACG 59

N R A A R R R AR AR AR A
Sbj ct 1424 GCTGGOCCCATAAAGGT TACCTCACCGGCTTTGGGTGI TACAAACTCTCATGGTGTGACG 1365

Query 60 GGCGGTGTGTACAA- GCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAG 118

AR IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 1364 GGOGGTGIGTACAAGGCCCGGGAACGT AT TCACCGOGGECATGCTGATCCGCGATTACTAG 1305

Query 119 CGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGT TGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGCTTTAAG 178

R A R AR A R A AN AR AR AN
Sbj ct 1304 CGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGT TGCAGCCTACAATCOGAACTGAGAACGECTTTAAG 1245

Query 179  AGATTAGCTAAACCTCGCGGTTTCGCGACTCGT TGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTA 238

RN AR R R A A A A A NNy
Sbj ct 1244 AGATTAGCTAAACCTCGOGGT TTCGOGACTCGT TGTACCGTCCATTGTAGCACGTGIGTA 1185

Query 239 GCCCAGGT CATAAGGGGCATGATGATTTGACGT CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCAC 298

AN R AN R A R A A AN Ay
Sbj ct 1184 GOCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGITTGICAC 1125

Query 299 CGGCAGT CTCACTAGAGT GCCCAACTTAATGCTGGCAACTAATAATAAGGGTTGCGCTCG 358

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 1124 CGGCAGT GAGTGCCCAACT TAATGCTGGCAACTAATAATAAGGGTTGOGCTCG 1065

Query 359  TTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTC 418

AR AR AR RN A RN AR RN
Sbjct 1064 TTGOGGGACT TAACCCAACATCTCACGACACGAGCT GACGACAACCATGCACCACCTGTC 1005



72

Query 419 ATTCTGI CCCCGAAGGGAACACCTAATCTCTTAGGCTGTCAGAAGATGTCAAGACCTGGT 478

R AR A A AR AR AR
Sbj ct 1004 ATTCTGTCCOCGAAGGGAACACCTAATCTCT TAGGCTGTCAGAAGATGTCAAGACCTGGT 945

Query 479 AAGGTTCTTCGCGT TGCT TCGAATTAAACCACATGCTCCACCG TTGTGCGEECCCCCGT 537

R AR R A A AR A AR
Sbjct 944  AAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGEECCOCCGT 885

Query 538 CAATTCCTTTGAGT TTCAACCT TGCGGT CGTACT CCCCAGGCGGAATCCTTAATGCGITA 597

R AR R AR AR AR AR
Sbjct 884  CAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGOGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGOGTTA 825

Query 598 GCTGCAGCACCGAAGG CGGAAACCCTCCAACACTTAGCCATTCATCGITTACGGTIGTIGG 656

COCCEEEErr et et e e e e e L e il
Sbjct 824  GCTGCAGCACCGAAGGGOGGAAACCCTCCAACACTTAGC- ATTCATCGITTACGGTGTGG 766

Query 657 ACTACCAGGGTATCTAATCCTGT TTGCTACCCACACTTTTCGGAACCTCACGCGTIC- GTTA 715

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || AR
Sbjct 765 CCAGGGTATCTAATCCTGT TTGCTACCCACA CG- AACCTCAGOGTCAGTTA 708

Query 716 CAGACCAGAGAACGCGG TTTCCGCCACTGGITGITCTTTCC TATATTCTTTCGCATTTT 773

AR A A R A R A R A A A AN
Sbjct 707  CAGACCAGAGA- GOCGCTTTC- GCCACTGGT- GTTCTT- CCATATAT- CTA- CGCATTT- 655

Query 774  CACCGGTACACATGGGAGGTCCCACTCCTTCCTCATTCTGGCGCTCAAGTCTTT 827

A A AR N A R R e A A
Sbj ct 654  CACCGCTACACATGG AGITCC- ACTC- T- CCTC- TTCTG CACTCAAGTCTTT 607

EO4 (isolado 12P Reverse)Placa 011 Seq 121211 Run0l1 Cimarron 3.12
639

CGAAAGGTI TACCTCACCGGCT TTGGEGT GT TACAAACT CTCAT GGT GT GACGEECGGT GTGTACAAGG
CCCGGGAACGT AT TCACCGT GGCATGCTGATCCACGAT TACTAGCGAT TCCAACT TCATGTAGGCGA
GTTGCAGCCTACAAT CCGAACT GAGAACGGECTTTAAGAGAT TAGCT TGACCT CGCGGT TTCGCGACT
CGITGTACCGT CCATTGTAGCACGT GT GTAGCCCAGGT CATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGT TTGT CACCGECAGI CTCGCCAGAGT GCCCAACTAAAT GCTGGCAACTGACA
ATAAGGGT TGCGCT CGT TGCGGGACT TAACCCAACAT CTCACGACACGAGCT GACGACAACCATGCA
CCACCTGI CATTCCGT CCCCGAAGGGAACGCCTAATCTCTTAGGT TAGCAGAAGATGTCNAGACCT G
GITAAGGT TCTTCGCGTAGCAT CGAAT TAAACCACAT GCTCCACCGCT TGT GCGGEECCCCCGT CAATT
CCTTTGAGI TTCAACCT TGCGGT CGTACT CCCCAGGCGGANT GCTTAATGCGT TAGCTGCAGCACT G
AAGGGCCGAAAAACCCTCCCAAACAACT TAGCAACT

NR_041468.1| Lactobacillus parafarraginis  strain NRIC 0677 16S ribosomal RNA, partial sequence
Length=1556

Score = 1118 bits (605), Expect=0.0

Identities = 624/633 (99%), Gaps = 5/633 (1%)

Strand=Plus/Minus

Query 4 AAGGT TACCTCACCGGECTTTGGGTGT TACAAACTCTCATGGTGTGACGECCGGTGTGTAC - 63

AR R R R AR AR ARy
Sbj ct 1467 AAGGTTACCTCACCGGCTTTGGGTGI TACAAACTCTCATGGT GTGACGGGOGGTGTGTAC 1408

Query 64 AAGCCCCCGEGAACGTATTCACCGT GGCATGCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCAACTT 123

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1407 AAGGCCOGGGAACGTATTCACCGT GGCATGCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCAACTT 1348

Query 124 CATGTAGGCGAGT TGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGCECTTTAAGAGATTAGCTTGA 183

N RN A AR A R AR AN
Sbj ct 1347 CATGCAGGOGAGTTGCAGCCTGCAATCOGAACT GAGAACGGCT TTAAGAGATTAGCTTGA 1288
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Query 184 CCTCGCGGT TTCCCGACTCGT TGTACCGT CCATTGTAGCACGT GTGTAGCCCAGGTCATA 243

R AR R R R R AR AR ARy
Sbj ct 1287 CCTCGOGGTTTCGOGACTCGT TGTACCGT CCATTGTAGCACGT GTGTAGCCCAGGTCATA 1228

Query 244  AGCGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGECAGTCTCGC 303

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbj ct 1227 AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCOCCACCT TCCTCCGGT TTGTCACCGGCAGT 1168

Query 304 CAGAGT GCCCAACTAAAT GCTGGCAACTGACAATAAGCGTTGCGCTCGT TGCGEGACTTA 363

RN R R R AR R A RN
Sbjct 1167 CAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACT GACAATAAGGGT TGCGCTCGTTGOGGGACTTA 1108

Query 364  ACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGICATTCCGTCCCCG 423

R R AR R AR R R R AR AR
Sbjct 1107 ACCCAACATCTCACGACACGAGCT GACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCCGTCCCCG 1048

Query 424  AAGGGAACGCCTAATCTCTTAGGT TAGCAGAAGATGTCNAGACCTGGTAAGGITCTTCGC 483

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||
Sbjct 1047 AAGGGAACGCCTAA TAGGT TAGCAGAAGA 988

Query 484  GT AGCATCGAATTAAACCACATGCT CCACCGCT TGT GCGGGCCCCCGT CAATTCCT TTGA 543

RN AR A AR ARy
Shjct 987  GTAGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGOGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA 928

Query 544 GITTCAACCTTGCGGT CGTACT CCCCAGGCGGANTGCT TAATGCGT TAGCTGCAGCACTG 603

AR R R AR A A RN
Sbjct 927  GTTTCAACCTTGOGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGT GCTTAATGOGT TAGCTGCAGCACTG 868

Query 604  AAGGGCGGAAAAACCCTCCCAAACAACTTAGCA 636

AR A
Sbjct 867  AAGGGOGGAAA- - CCCTCC- AA- CA- CTTAGCA 840

E12 (isolado 11P2 Reverse) Placa 33 Seq 170212 Run0Ol1 G marron 3.12
526

CGGTATGT CCTACCGGCTTTGGGT GT TACAAACT CTCATGGT GT GACGGEGECGGT GTGTACAAGGCCC
GGGAACGT AT TCACCGECGEGECGT GCTGATCCGCGATTACTAGCGAT TCCAGCT TCAT GTAGGCGAGT
TGCAGCCTACAATCCGAACTGAGGATGGT TTTTAGAGAT TCGCTTGACCT CGCGGTCTCGCTGCTCG
TTGTACCACCCATTGTAGCAGCGT GTGTAGCCCAGGT CATAAGGGCCATGATGATTTGACGT CATCC
CCGCCTTCCTCCGGT TTATCACCGGCAGT CTGACTAGAGT GCCCAACT GAATGCTGGCAACTAATCA
TAAGGGT TGCGCT CGT TGCGGGACT TAACCCAACAT CTCACGACAACGAGGCTGACGACAACCATGC
ACCACCCTGTCATTCTGT CCCCGNAAGGGAACGGCTGATCTCTCNAGCT TGGCATGGAACGATGTCT
AAGACCATGGT TAAGGCTTCTTGCGCGT TGCTTCGAATTAATACCACAGT GTCTCCA

dbj|AB690232.1| Lactobacillus perolens gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: JCM 8647
Length=1509

Score = 848 bits (459), Expect=0.0

Identities = 507/526 (96%), Gaps = 19/526 (4%)

Query 1 CGGTATGTCCTACCGGECTTTGGEGT GTTACAAACT CTCATGGT GTGACGGECGGTGIGTAC 60

R AR R R R AR AR AR ARy
Sbjct 1460 CGGI- TGTCCTACCGGCTTTGGGTGI TACAAACT CTCATGGT GTGACGGGOGGTGTGTAC 1402

Query 61 AAGCCCCCGEGAACGTATTCACCGECGECGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCACGCT 120

ARy |||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1401 AAGGCCCGGGAACGTATTCACC- GOGGOGT GCTGATCCGOGAT TACTAGCGATT 1343

Query 121 TCATGTAGGCGAGT TGCAGCCTACAATCCGAACTGAGGATGGTTTTTAGAGATTCCCTTG 180

R R R AR AR R AR A R NN AN
Sbjct 1342 TCATGTAGGOGAGT TGCAGCCTACAATCOGAACTGAGGATGGT TTTTAGAGATTCGCTTG 1283

Query 181 ACCTCGCGGTCTCGCTGCTCGT TGTACCACCCATTGTAGCAGCGT GTGTAGCCCAGGTCA 240

AR AR R AR A A A A AR
Sbjct 1282 ACCTCGOGGTCTCGCTGCTCGTTGTACCACCCATTGTAGCA- CGTGTGTAGOCCAGGTCA 1224



Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

241

1223

301

1163

361

1103

421

1046

481

993

TAAGGGGCATGATGATTTGACGT CATCCCCGCCTTCCTCCGGT TTATCACCGGCAGICTG

R A R R A R R AR
TAAGGGGCATGATGATTTGACGT CATCOCCGOCT TCCTCCGGT TTATCACCGGCAGTCTG

ACTAGAGT GCCCAACT GAAT GCTGGCAACT AAT CATAAGGGT TGCGCTCGT TGCGGGACT

R R R R R A AR ARy
ACT AGAGT GOCCAACT GAATGCT GGCAACT AATCATAAGGGT TGCGCTCGT TGCGGGACT

TAACCCAACAT CTCACGACAACGAGGCT GACGACAACCATGCACCACCCTGICATTCTGT

AN A A R AR R A R AR AR A
TAACCCAACATCTCACGACA- CGAG- CTGACGACAACCATGCACCACC- TGTCATTCTGT

CCCCGNAAGGGAACGGCTGATCTCTCNAGCT TGGCATGGAACGATGT CTAAGACCATGGT

AR R R R A A A AR
CCCCG- AAGGGAACGGCTGATCTCTC- AGCTTGGCA- G- AA- GATGTC- AAGACC- TGGT

TAAGGCTTCTTGCGCGT TGCTTCGAATTAATACCACAGIGICTCCA 526

R AR AR RN R
- AAGG TTCTT- CGOGTTGCTTCGAATTAA- ACCACA- TG- CTCCA 954

74

300
1164
360
1104
420
1047
480

994
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Apéndice D — Alinhamento das sequéncias obtidas pelo sequenciamento do gene rRNA

16S com as sequéncias depositadas GenBank, utilizando o algoritimo BLASTn.

D02 (isolado 11Ul Reverse) Placa_011_Seq_121211 Run0l1 G marron
3.12 560

GTCATCTGI CCTGCCTTAGACGGCT CCTTCCTAAAAGGT TAGGCCACCGECT TTGGGECATTACAAAC
TCCCATGGT GT GACGGGECGGT GT GTACAAGACCCGGGAACGT AT TCACCGCGECGT GCTGATCCGCG
ATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGT CGAGT TGCAGACTACAATCCGAACTGAGACGTACTTTAA
GAGATTAGCT CACCCT CGCGGGT TGECAACT CGT TGTATACGCCATTGTAGCACGT GTGTAGCCCAG
GTCATAAGGGGECATGATGATCTGACGT CGT'CCCCGCCTTCCTCCGGT TTGT CACCGECAGI CTCGCT
AGAGT TGCCCATCTGAAT GCTGGCAACT AACCAATAAGCGGECT TGCAGCT CGT TGCGGEGACTTAAC
CCAANCANT CT CGACGACACGAGCT GTACCGACGAGCCATGGCACCACCTGATCACT TTGTCATCCG
GGACGAACACTTNCTATGCTACTAAAACGCT TCAAAGGCATGI TCAAGACCTGGTAAGGTGTCTTCG
CGTCTAACCTTCGAATTGAAACCA

emb|HE616214.1] Leuconostoc mesenteroides partial 16S rRNA gene, strain BGVL2a-39
Length=943

Score = 850 bits (460), Expect=0.0

Identities = 532/561 (95%), Gaps = 28/561 (5%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 GICATCTGI CCTGCCTTAGACGGECTCCTTCCTAAAAGGT TAGGCCACCGGECTTTGGECAT 60

AR R R AR AR R A AR AR
Sbjct 929 GTCATCTGTCCTGCOCTTAGACGGCTCCT TCCTAAAAGGT TAGGCCACCGGCTTTGGGCAT - 870

Query 61 TACAAACT CCCATGGT GT GACGGGECGGT GTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGG 120

R R R R R A AR AR AR NN
Sbjct 869 TACAAACTCCCATGGTGTGACGGGOGGT GTGTACAAGACCOGGGAACGTATTCACCGCGG 810

Query 121 CGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGTCGAGITGCAGACTACAAT 180

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbj ct 809 GATCOGOGAT TACTAGCGATTCOGACT TCATGTAGT CGAGT TGCAGACT. 750

Query 181 CCGAACTGAGACGTACTTTAAGAGATTAGCTCACCCTCGCGGEGTTGECAACTCGITGTAT 240

AR R R R AN R AR R AR ANy
Sbjct 749 CCGAACTGAGACGTACTTTAAGAGAT TAGCTCACCCTCGOGGGT TGGCAACTCGTTGTAT 690

Query 241 ACGCCATTGTAGCACGTGIGTAGCCCAGGT CATAAGCGGCATGATGATCTGACGTCGICC 300

RN R AR AR R AN AN AR
Sbjct 689 ACGOCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGT CATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGICC 630

Query 301 CCGCCTTCCTCCGGTTTGICACCGGCAGTCTCGCTAGAGITGCCCATCTGAATGCTGGECA 360

AR R A AR R AR AR A R
Sbj ct 629 CCGOCTTCCTCCGGT TTGTCACCGGCAGT CTCGCTAGAGT- GCCCATCTGAATGCTGGCA 571

Query 361 ACTAACCAATAAGCGGCTTGCAGCTCGT TGCGGGGACTTAACCCAANCANTCTCGACGAC 420

AR A R A R A AR A e e A
Sbj ct 570 ACTAAC- AATAAG GG TTGC- GCTCGT TGCGGG- ACTTAACCCAA- CA- TCTC- ACGAC 519

Query 421 ACGAGCTGTACCGACGAGCCATGGCACCACCTGATCACTTTGICATCCGG GACGAACAC 479

R A AN A R AR A A A A
Sbjct 518 ACGAGCTG AC- GACGA- CCATG CACCACCTG- TCACTTTGTC- TCOCGAAGA- GAACAC 466

Query 480 TTNCTATGCTACTAAAACGCTTCAAAGGCATGI TCAAGACCTGGTAAGGTGICTTCGCGT 539

N AR A A A AR AR R AR A
Sbj ct 465 TT- CTAT- CT- CTAAAA- GCTTCAAAGG- ATGT- CAAGACCTGGTAAGGT- TCTTCGCGT 413

Query 540 CTAAGCTTCGAATTGAAACCA 560

Lo L
Sbjct 412 -T-- GCTTCGAATT- AAACCA 396
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D04 (Anpstra 17P3 Reverse) Placa 011 Seq 121211 RunOl1 G marron 3.12

691

AGCGCCTCCTTGCGGT TAGGCAACCTACT TCGGGTACT CCCAACT CCCGT GGT GT GACGEECGGETGI
GTACAAGGCCCGEGAACGTAT TCACCGCGECGT GCTGATCCGCGAT TACTAGCGATTCCGACT TCAT
GTAGGCGAGT TGCAGCCTACAATCCGAACT GAGAATGGT TTTAAGAGATTAGCTAAACATCACTGTC
TCGCGACTCGT TGTACCATCCATTTGGT TAGECACGT GT GTAGCCCAGGT CATAAGGGECATGATGA
TTTGACGT CATCCCCACCTTCCTCCGGT TTATCACCGGCAGT CTCGT TAGAGTGCCCAACTTAATGA
TGGCAACTAACAATAGGEGEGET TGCGCT CGT TGCGGEGACT TAACCCAAACAT CTCACGACACGAGCTGA
CGACAACCATGCACCACCT GTATCCCGT GT CCCGAAGAGGAAACTTCCTTATCTCTAGGNAATAGCA
CGAGTATGI CAAGACCTGGTAAGGTTCTTTCGCGT TGCTTCGAAT T TAACCACAT GCTCCAACCGCT
TGTGCGEECCCCCGEGET TCAATTCCTTTGAGT TTCAACCT TGCGGT CGTACT CCCCCAGGCGGAGTGC
TTATTGCGT TAGCTGCGAT TACAGAGAAACT TATAGCTTCCCTACAT TCTAAGGCAACT CCATCGGT
TATAACAGGGECGT TGEGAACT

agb|HM218810.1| Lactococcus lactis subsp. lactis strain NM196-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1450

Score = 1083 bits (586), Expect=0.0

Identities = 648/673 (96%), Gaps = 23/673 (4%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 AGCG- CCTCCTTGCGGT TAGGCAACCTACT TCGGGTACTCCCAACTCCCGTGGTGTGACG 59

AR AR R R A R AR AR AR
Sbj ct 1430 AGOGCCCTCCTTGOGGT TAGGCAACCTACTTCGGGTACTCCCAACTCOCGTGGTGTGACG 1371

Query 60 GGCGGT GT GTACAAGGCCCGGGAACGT AT TCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAG 119

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 1370 GGOGGTGIGTACAAGGCCCGGGAACGT AT TCACCGOGGECGTGCTGATCCGCGATTACTAG 1311

Query 120 CGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGT TGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAG 179

R R AR A R A AN A AR AR AN
Sbj ct 1310 CGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGT TGCAGCCTACAATCOGAACTGAGAATGGTTTTAAG 1251

Query 180  AGATTAGCTAAACATCACTGTCTCGCGACTCGTTGTACCATCCATTTGGTTAGGCACGTG 239

NN R R A A e s
Sbj ct 1250 AGATTAGCTAAACATCACTGTCTCGOGACTCGTTGTACCATCCA- TT- G- TA- GCACGTG 1195

Query 240  TGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTA 299

R R R A R R A A R A Ay
Sbjct 1194 TGTAGCCCAGGT CATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGITTA 1135

Query 300 TCACCGGCAGT CTCGT TAGAGT GCCCAACT TAATGATGGCAACTAACAATAGGGEGTTGCG 359

R R A AR A AR
Sbjct 1134 TCACCGGCAGICTCGT TAGAGTGCCCAACT TAATGATGGCAACTAACAATAGGGGTTGCG 1075

Query 360 CTCGTTGCGGGACT TAACCCAAACATCTCACGACACGAGCT GACGACAACCATGCACCAC 419

R R A R AR AR R AR AN
Sbj ct 1074 CTOGTTGCGGGACT TAACCCAA- CATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC 1016

Query 420 CTGTATCCCGT GT CCCGAAGAGGAAACT TCCTTATCTCTAGGNAATAGCACGAGTATGIC 479

R A R A A R RN AR RN
Sbjct 1015 CTGTATCCOGTGTCCCGAAG- G- AA- CTTCCT- ATCTCTAGG AATAGCACGAGTATGTC 961

Query 480 AAGACCTGGTAAGGT TCTTTCGCGI TGCT TCGAATTTAACCACATGCTCCAACCCGCTTGT 539

R R R AR AR AR A A
Sbjct 960  AAGACCTGGTAAGGITCTT- CGCGT TGCTTCGAAT TAAACCACATGCTCCA- CCGCTTGT 903

Query 540 GCGGEGECCCCCEGT TCAATTCCTTTGAGT TTCAACCT TGCGGTCGTACTCCCCCAGGCGGA 599

R N R R AR A AR AR Ay
Sbjct 902  GOGGEGOCCOCG T- CAATTCCTTTGAGT TTCAACCT TGOGGTCGTACTCCCC- AGGCGGA 846

Query 600 GIGCTTATTGCGI TAGCTGCGATTACAGAGAAACTTATAGCTTCCCTACATTCTAAGGCA 659

RN A R AR AR AN AR A AR A
Sbjct 845  GTGCTTATTGUGTTAGCTGCOGAT- ACAGAGAAACT TATAGCT- CCCTACAT- CTA- G- CA 791
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Apéndice E: Isolados bacterianos com um e dois amplicons do ITS-1 do rRNA, obtidos do

meio MRS modificado com soro latico, pertencentes aos grupos de 1 a 18. *Isolados

selecionados para o sequenciamento do gene 16S do rRNA. (NI — N&o Identificado)

Grupos Isolados Identificagcdo
12T, 13T, 3P*, 4P2Il, 5PI, 5PII, 7P3,10P3,
16P2,17P3*, 20P, 20P2, 21P, 22P3, 23P2,
24P, 24P3, 25P2, 25P3, 1U, 3U1,4U, 4U1,
1 4U2, 6U, 57, 3R, 4R1* Lactococcus lactis
2 22pP*, 2U*, 3U* Lactococcus lactis
3 1U1*, 5U*, 24p2* Lactococcus lactis
4 2U1* Lactococcus lactis
5 5U1* Lactococcus lactis
6 2U2* Lactococcus lactis
7 1R* Lactococcus lactis
9U*, 9U2, 10U1*, 10U2, 11U*, 11U1,
8 11U2, 12U, 12U1, 13U1, 13U2 Leuconostoc mesenteroides
9 10U* Leuconostoc mesenteroides
10 12U2*, 13U*, 14U* Leuconostoc mesenteroides
11 TU* Leuconostoc mesenteroides
12 4R2* Oenococcus oeni
13 2R* NI
14 QU1* NI
15 27* NI
16 47* NI
17 7P1* NI
18 3Z* NI




