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RESUMO

GIAZZI, Amanda. Caracterizacdo e estudo do perfil tecnolégico de
bactérias acido laticas isoladas de queijos tipo Minas artesanais e leite
cru. 2017. 74 p. Dissertagdo (Mestrado Profissional em Tecnologia de
Alimentos) - Universidade Tecnhologica Federal do Parana. Londrina, 2017.

Com o objetivo de estudar o potencial tecnoldgico de bactérias acido laticas
(BAL), isoladas de amostras de queijos e leite, foram realizadas as andlises de
atividade enzimética, resisténcia a antibioticos de uso clinico, atividade
antagonista e capacidade de acidificacdo. Foram identificados 14 isolados
composto por géneros Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus e Pediococcus através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase. Os isolados Bal 3 (Enterococcus sp) (37 °C) e Balll
(Enterococcus durans) (20 °C) apresentaram a melhor atividade enzimatica
frente ao Tween 20, todavia, nenhum dos isolados apresentou atividade
lipolitica para azeite de oliva nem atividade proteolitica para a caseina do leite.
Todos os isolados foram sensiveis a vancomicina e resistentes a
estreptomicina e apenas trés isolados mostraram resisténcia a gentamicina. A
maioria das BAL em estudo foi capaz de inibir o crescimento dos patégenos E.
coli enteropatogenica, Salmonella enteritides ATCC 13076, Listeria innocua
CLIP 12612 e Listeria monocytogenes CDC 4555, sendo as culturas dos
géneros Enterococcus e Lactobacillus as que apresentaram melhor atividade
antagonista para todas as bactérias patogénicas estudadas. S. aureus, E.
faecalis e E. faecium néo foram inibidos pelos isolados testados neste estudo.
Todos os isolados reduziram os valores de pH e produziram acido latico a
temperatura de 20 °C e 37 °C, com diferenca estatistica pelo método de Tukey
para todos os periodos avaliados (6, 12, 24 e 48 horas). Mediante o exposto, €
possivel concluir que as BAL isoladas apresentam potencial para uso como
culturas secundarias ou adjuntas para a fabricacédo de queijos.

Palavras-chave: Enterococcus sp. Lactobacillus. Lipdlise. Lactococcus sp.
Streptococcus sp. Atividade antagonica.



ABSTRACT

GIAZZI, Amanda. Characterization and technological profile study of acid
lactic bacteria isolated from cheeses and milk. 2017. 75p. Dissertation
(Dissertation — Professional Master's Degree in Food Technology) - Federal
Technology University - Parana. Londrina, 2017.

The objective to develop a lactic culture to elaborate a cheese with regional
characteristics, acid lactic bacterias were isolated and identified from cheese
and milk samples and evaluated to the enzymatic activity, common clinical
antibiotic resistance, antagonistic activity and acidification capacity. The
genders Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus and
Pediococcus were identified by the Polymerase Chain Reaction analysis. The
isolates Bal 3 (Enterococcus sp) (37°C) and Balll (Enterococcus durans)
(20°C) presented the best enzymatic activity to tween 20, however, none of the
isolates presented enzymatic activity to olive oil, neither to milk casein. All
isolates were sensitive to vancomycin and resistant to streptomycin and only
three isolates showed resistance to gentamicin. The most part of the studied
BAL were capable to inhibit the pathogens growth as enteropathogenic E. coli,
Salmonella enteritides ATCC 13076, Listeria innocua CLIP 12612 and Listeria
monocytogenes CDC 4555, with the cultures from genders Enterococcus and
Lactobacillus which presented better antagonistic activity. The S. aureus, E.
faecalis and E. faecium were not inhibited by the tested isolates. All the isolates
reduced the pH values and produced lactic acid at 20°C and 37°C with
significant difference to all periods evaluated (6, 12, 24 and 48 hours). By
means of the stated, it is possible to conclude that the isolated BAL has the
potential use as a secondary culture to dairy products industry.

Keywords: Enterococcus sp. Lactobacillus homofermentativo. Lactococcus sp.
Streptococcus sp. Pediococcus sp.
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1. INTRODUCAO

A aplicagdo em larga escala de um namero limitado de cultura starter e
0 aumento do uso de leite pasteurizado tem resultado em pouca diversidade de
queijos (WOUTERS et al., 2002). Em contrapartida, o mercado consumidor
esta buscando por produtos diversificados e com caracteristicas regionais, o
gue vem estimulando algumas industrias a desenvolverem gueijos com sabor e
aromas diferenciados aos queijos convencionais (HOORDE et al., 2008). Este
fato tem estimulado a industria pela busca de culturas de bactérias acido laticas
non-starter com propriedades funcionais para uso na induastria de laticinios e
particularmente na producdo de queijos. Diversos estudos tém focado no
isolamento de linhagens com propriedades antimicrobianas ou potencial
hidrolitico, a fim de contribuir na qualidade, aroma e sabor dos queijos
(WOUTERS et al.,2002). Portanto, um melhor entendimento sobre a
diversidade microbiana de queijos artesanais e leite cru sdo fundamentais no
processo de inovagao tecnologica.

Bactérias acido-laticas (BAL) constituem um grupo de microrganismos
Gram-positivos comumente utilizados na indastria de laticinios na elaboracao
de produtos lacteos fermentados (MADERA et al., 2003). Produzem um grande
namero de enzimas glicoliticas, proteoliticas e lipoliticas, transformando os
nutrientes do meio em compostos com propriedades sensoriais complexas, 0s
quais, modificam gradativamente a textura e o0 aroma dos alimentos
fermentados (GORI et al., 2013). Ainda, apresentam importantes propriedades
tecnoldgicas, incluindo a acidificacdo, producdo de exopolissacarideos e
atividade antibacteriana contra patégenos e, em alguns casos, resisténcia a
antibiéticos (MARROKI et al., 2011).

As BAL correspondem de 20-30% do total de bactérias presentes no
leite cru, cujas espécies bacterianas encontradas dependem da estacdo do
ano, das condi¢des de producédo, da origem do animal e do tipo de manejo,
sendo que esta diversidade bacteriana esta diretamente relacionada as
diferencas sensoriais encontradas nos produtos laticos artesanais (CABRAL et
al., 2016; DELAVENNE et al., 2012).

Sao conhecidos o0s seguintes géneros de BAL: Aerococcus,

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
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Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella. Todavia, 0s géneros com maior importancia sdo os Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus e Weissella (DANIEL et al., 2011).

O isolamento e o conhecimento do potencial tecnoldgico de espécies
de BAL sdo de interesse industrial por revelar possiveis propriedades
funcionais em algumas linhagens. Desse modo, o presente trabalho teve como
objetivo isolar e estudar o perfil tecnolégico de BAL a partir de amostras de
gueijos artesanais e leite cru adquiridos na regido de Londrina no estado do

Parané.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Isolar e estudar o potencial tecnolégico de Bactérias Acido Laticas
enddgenas isoladas de queijos tipo Minas artesanais e leite cru da regido de

Londrina-Parana, Brasil.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Isolar BALs de amostras de queijos tipo Minas artesanais e leite cru
da regido de Londrina-Parana, Brasil;

— Proceder a caracterizacao fenotipica e genotipica dos isolados;

— Avaliar a resisténcia dos isolados a antimicrobianos;

— Auvaliar o potencial antagdnico dos isolados

— Avaliar a capacidade proteolitica e lipolitica dos isolados;

— Determinar a capacidade de acidificacéo dos isolados;



17

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. QUEIJO

O queijo € um dos alimentos mais antigos que se tem registro na
histéria da humanidade com sua producéo iniciada por volta de 10.000 a.C., a
partir da combinacdo ao acaso de temperatura ideal e bactérias acido laticas
presentes no leite. Contudo, foi a partir do Império Romano que a producdo
queijeira passou a ser aperfeicoada; as casas passaram a ter um local
separado para a maturacdo dos queijos e, os conhecimentos adquiridos eram
transmitidos de geracdo a geracado, consolidando sua producéo (SILVA, 2016
a).

O processamento do leite com decorrente producdo de queijos
possibilitou estender a vida util dos derivados laticos e facilitar seu transporte,
tornando-os um dos principais alimentos da dieta dos agricultores pré-histéricos
(SALQUE et al., 2013).

Em decorréncia da cultura autossuficiente das comunidades daquela
época, com pouca troca de informacdes entre elas, somada aos fatores
intrinsecos e extrinsecos (composicao do leite, microbiota enddgena, espécie e
raca do animal, condicbes de armazenamento e crescimento de bolores ou
outros microrganismos), é que existem hoje em torno de mil variedades de
gueijos com caracteristicas bem definidas, obtidos de uma mesma matéria-
prima (SILVA, 2016 a).

Atualmente, estima-se que 30% da producdo mundial de leite séo
destinados a elaboragcdo de queijos, sendo os holandeses, suicos, de massa
filada, Cheddar e Parmeséo, responsaveis por 80% da producdo mundial.
Todavia, destacam-se, também, o0s queijos considerados artesanais,
representando cerca de 40% do volume total dos queijos produzidos no Brasil,
com destaque para o queijo Minas artesanal, responsavel pelo maior volume
de producéo do pais e pela geracdo de renda de pequenos produtores rurais
(SILVA, 2016 a).

No Brasil, as técnicas de elaboracdo de queijos foram introduzidas
pelos colonizadores portugueses nos primeiros anos da colonia e sua producao

teve inicio na regido do Serro, em Minas Gerais, com a fabricagdo de um queijo
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tipo caseiro, semelhante ao queijo serra-da-estrela de Portugal. Todavia, do
ponto de vista industrial, 0 queijo passou a ser produzido a partir da década de
20, através de imigrantes dinamarqueses e holandeses, em Minas Gerais
(FURTADO, 2010).

A producdo de queijos € caracterizada como um processo de
concentracdo do leite, no qual, parte dos componentes sélidos sé&o
concentrados na coalhada, enquanto as proteinas do soro, a lactose e 0s
sélidos soluveis sdo removidos no soro. A denominacao artesanal € atribuida
de acordo com o modo de producdo dos queijos, caracterizado pela nao
utilizacdo de tratamento térmico ou adicdo de cultura iniciadora comercial
(SEBRAE, 2008).

Os processos de acidificacdo e fermentacdo ocorrem em decorréncia
do metabolismo das bactérias do acido latico (BAL) presentes no leite cru, no
soro e no ambiente das queijeiras, assim como sao estas bactérias as
responsaveis por conferir um sabor, aroma e textura peculiares ao produto final
(SEBRAE, 2008).

3.2. BACTERIAS ACIDO LATICAS

BAL compreendem um grupo bastante diverso de microrganismos que
se encontram amplamente distribuidos na natureza e podem ser isolados de
solos, &gua, plantas, silagens, ou mesmo do trato intestinal de animais e
humanos (SETTANNI; MOSCHETTI, 2010).

Compreendem um grupo morfologicamente heterogéneo de cocos e
bacilos, que podem estar dispostos em cadeia ou individualmente, Gram
positivas, ndo esporuladas, catalase negativas e anaerobicas facultativas. S&o
essencialmente mesdfilas, porém, sdo capazes de crescer num intervalo de
temperaturas de 5 a 45 °C (JAY et al., 2005).

Produzem &cido lactico como o principal produto final da fermentacao
dos acucares, estando envolvidas na acidificagcdo dos produtos alimentares
destinados a humanos e animais. Tém a capacidade de crescer em pH de 3,8
e produzem grande numero de enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas,
gue transformam os nutrientes fundamentais do leite e do queijo em compostos

com propriedades sensoriais desejaveis (SILVA, 2010).
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Além de produzirem o &cido latico, as BAL também podem gerar
diversos outros compostos, como o peroxido de hidrogénio, o diéxido de
carbono, o diacetil, 0 acetaldeido e substancias antimicrobianas de natureza
proteica, assim como, algumas linhagens também podem produzir um grande
ndamero de enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas que transformardo os
nutrientes presentes no leite em compostos com caracteristicas sensoriais
desejaveis, como por exemplo, formacao de textura, reducdo do pH e retencdo
de umidade na massa de queijos, decorrentes da degradacéo da caseina pelas
proteinases e peptidases (SILVA, 2010).

Pertencem ao grupo de BAL o0s microrganismos dos géneros
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacilus, Lactococcus, Lactosphaera,
Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella. Estes microrganismos podem ser
divididos em homofermentativos, se produzirem somente o acido latico ou em
heterofermentativo se produzirem &cido latico e outros compostos, como o
diéxido de carbono, o acido acético e o alcool (SILVA et al, 2016).

Em diferentes variedades de queijos, o0s lactobacilos
homofermentativos Lactobacillus casei, L. plantarum e L. curvatus e os
heterofermentativos L. brevis sdo classes dominantes de BAL n&o starter,
todavia, cepas de Enterococcus faecalis e Lactococcus lactis subsp. cremoris
sdo comumente utilizados como cultura starter na industria de alimentos.
Cepas autéctones tem sido usadas como cultura iniciadora por produzirem
mais enzimas conversoras de aminoacidos que as culturas comerciais e,
consequentemente, desenvolvem novos sabores aos queijos (SILVA, 2010).

Dentre as linhagens pertencentes ao grupo das BAL, a espécie
Lactococcus lactis, tem sido utilizada na industria alimenticia com o objetivo de
inibir ou reduzir a contaminacdo por microrganismos deteriorantes e/ou
patdbgenos, uma vez que se apresenta capaz de produzir bacteriocinas, sejam
proteinas ou peptideos, com acdo bactericida ou bacteriostatica. Culturas
mesofilas, como Lactococcus spp., também sdo usadas na elaboracdo de
produtos lacteos em uma variedade de queijos maturados e nao-maturados
(DE DEA LINDNER, 2008).

Embora estejam presentes em muitos produtos cuja matéria-prima

7

principal é o leite, algumas espécies dos géneros Streptococcus e
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Enterococcus ndo estdo entre os microrganismos de grande importancia para
aplicacdo de industria, por serem considerados patogénicos, ou seja, agentes
causadores de doencas infecciosas tanto em animais quanto em humanos.
Todavia, Streptococcus termophilus € amplamente utilizada para a fabricacéo
de muitos queijos e atua na acidificacdo do meio e no desenvolvimento de
propriedades sensoriais desejaveis, através de metabolizagdo da lactose
(GALIA et al., 2009).

3.2.1 Propriedades tecnologicas das BALs para a producao de queijos

A microbiota dos alimentos € composta por diferentes microrganismos
de acordo com sua composicdo, etapas de producdo, armazenamento e
processamento. Para a industria queijeira, os microrganismos desempenham
funcdes importantes que contribuem para a maturacdo do queijo e influenciam
na textura, sabor e aroma do produto final; e podem ser divididos em culturas
iniciadoras (starter) ou culturas adjuntas, também denominadas de culturas
secundarias (TAMANINI et al., 2012).

As BALs iniciadoras séo responsaveis pela producéo de &cidos durante
a elaboracdo do queijo e contribuem para o0 processo de cura,
consequentemente, inibem o crescimento de bactérias indesejaveis,
proporcionando ao produto final segurangca microbiolégica com propriedades
sensoriais e estruturais reproduziveis. As culturas iniciadoras mais comumente
utilizadas pertencem aos géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc e Enterococcus (COELHO, 2013).

A selecdo da cultura iniciadora tem por base a sua agdo na
fermentacdo e nas propriedades pretendidas do produto, além da estabilidade
durante a producédo. Os principais atributos sdo a capacidade de acidificacdo e
a producédo de enzimas proteoliticas, responséveis pelo aroma e textura dos
gueijos. Os lactococos possuem um sistema proteolitico que, juntamente com a
gquimosina e outras enzimas, convertem as caseinas em peptidios e
aminoacidos, e séo utilizados para a producdo de uma grande variedade de
gueijos, manteiga e leites fermentados (COELHO, 2013; VON WRIGHT, 2012).

Por sua vez, as culturas adjuntas podem ser definidas como linhagens

selecionadas de bactérias laticas ou de outros microrganismos, com o objetivo
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principal de melhorar a qualidade sensorial do produto. S&o culturas capazes
de acelerar o processo de maturacdo, produzir o aroma pretendido e eliminar
ou mascarar alguns possiveis defeitos de producdo. De modo geral, a
presenca de culturas adjuntas resulta em um aumento da protedlise secundaria
e da atividade da aminopeptidase, enzima responsavel pela redugcédo do sabor
amargo e pelo aumento da concentracdo de peptideos de sabor desejavel
(BARROS et al. 2006).

No decorrer do processo de maturacdo, o numero de bactérias
presentes na cultura iniciadora é reduzido enquanto as culturas adjuntas,
adicionadas ou originarias do leite, crescem até atingirem numeros superiores
aos iniciadores. Sao consideradas culturas adjuntas os géneros Lactobacillus e
Pediococcus, sendo as espécies mais comuns Lb. casei/paracasei, Lb.
plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. curvatus, Pediococcus acidilactici e P.
pentosaceus (COELHO, 2013; BARROS et al., 2006).

3.3. BIODIVERSIDADE MICROBIANA EM QUEIJOS ARTESANAIS

Queijos artesanais séo caracterizados por serem produzidos a partir de
leite ndo tratado termicamente, desse modo, 0s microrganismos autéctones
exercem a funcéo de cultura iniciadora com formacdo de acidos organicos,
durante a fermentagcdo. Também, atuam como culturas adjuntas, sendo
responsaveis pelo processo de maturacdo e pelo desenvolvimento de sabor,
odor e textura (SETTANI, MOSCHETTI, 2010).

Diversos autores brasileiros relatam a diversidade bacteriana como
sendo fundamental para o desenvolvimento de queijo com caracteristicas
regionais (Tabela 1). Entretanto, dentre os géneros que constituem o grupo das
BAL, os Enterococcus spp., 0os Lactococcus spp., 0S Leoconostoc spp e 0s
Lactobacillus spp foram os que apresentaram maior frequéncia de isolamento
em queijos artesanais, sendo o ultimo identificado na maioria dos trabalhos
consultados, pressupondo que esse género bacteriano encontra-se presente
desde o ambiente de ordenha até o estagio de maturacdo dos queijos em

diferentes regides do Brasil.
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Tabela 1. Diversidade microbiana de queijos artesanais em funcdo da regido
produtora de leite.

Produto Regiéo Microrganismos  Referéncia
identificados
Queijo Minas Regido de E. faecalis, L. Castro (2015)
Campos das lactis, L.
Vertentes, em plantarum, E.
Minas Gerais faecium, L.
rhamnosus e L.
garvieae
Queijo Serrano Rio Grande do L. plantarum, L. Delamare et al.
Sul paracasei, L. (2012)
rhamnosus, L.
acidophilus, L.
curvatus e L.
fermentum
Queijo Minas Serra da Lactobacillus Resende et al.
Canastra, Minas  rhamnosus, L. (2011)
Gerais casei, L.
plantarum,
Weissella,

Lactococcus spp.
e Enterococcus

Spp

Queijo Minas regido de Araxa  L.brevis, L.casei, Silva (2016b)
L. plantarum e L.
rhamnosus

Todos os autores da tabela 1 atribuiram a mistura de populacfes, em
uma mesma amostra, como principal fator que contribui positivamente para o
desenvolvimento do sabor ao alimento. Os resultados descritos nos trabalhos
demonstram a biodiversidade presente em queijos artesanais brasileiros e sua
importancia no desenvolvimento de caracteristicas sensoriais Unicas para cada

produto.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ISOLAMENTO DE BACTERIAS ACIDO LATICAS

O presente estudo foi conduzido utilizando 9 amostras de queijos
artesanais produzidos na regido norte do estado do Parana-Brasil, sendo 4
amostras obtidas de feiras livres e 5 amostras de supermercados, e duas
amostras de leite cru proveniente de produtores que fornecem leite para um
laticinio em Arapongas —PR. O isolamento de BAL foi realizado conforme o
protocolo descrito por HARRIGAN (1998), com modificagbes. Adicionou-se 25
gramas de cada amostra de queijo ou 25mL de cada amostra de leite em
225mL de solucdo peptonada 0,1% (Himedia) acondicionada em frascos,
seguido de homogeneizacdo por 2 minutos. Em seguida, procederam-se
diluicbes seriadas e plagueamento, em superficie, em placas contendo meio
Man Rogosa Sharp solidificado (MRS) (Himedia). As placas foram incubadas a
30 °C por 48 horas. Colonias com caracteristicas distintas foram analisadas

quanto a caracteristicas fenotipicas e genotipicas.

4.2. CARACTERIZACAO FENOTIPICA

Para a caracterizacdo fenotipica e classificacdo presuntiva ao nivel de
género, os isolados foram submetidos a diferentes testes, de acordo com a
sequéncia de classificacdo apresentada no fluxograma proposto por Kalchne et
al.(2015) ilustrado na Figura 1. Os isolados com caracteristicas sugestivas de
BALs foram submetidos a identificacdo molecular e caracterizacdo do perfil

tecnologico.
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Colonies grown on MRS culture plates

v

(-) Gas production from glucose (+)

(C) Gram reaction (R) (C) Gram reaction (R)
(+) Catalase (-) Leuconostoc/
* ‘ Weissella
Brochothrix/ Homof.
Homof. Lactobacillus  Lactobacillus (L) Lactic acid (D / DL)
(+) Tetrad formation (-) * isomer ¢
v v (+) Growth at (-) Heterof.
(+) Growth in (-) (-) Growth at 10°C (+) ¢ pH4.5 * Lactobacillus/
* 18% NaCl l * * Weissella
; Heterof. Carnobacterium
Tetragenococcus Streptococcus (-) Growth at 45°C (+) ] qerobacillus
(+) Growth at pH 4.4 (-) I}
* * Vagococcus/ Enterococcus
Pediococcus Aerococcus  Lactococcus

Figura 1. Fluxograma para identificacdo das caracteristicas fenotipicas para o género
de bactérias acido laticas. C: cocos; R: bacilos; (-) negativo; (+) positivo; L, D e LD:
Isbmeros oticos. Kalschne et al (2015).

4.2.1. Avaliacdo da producédo de géas a partir da glicose

Para a avaliacdo da capacidade das BAL em produzir gas a partir da
glicose, cada col6nia isolada em meio MRS foi transferida para um tubo com 5
mL de caldo MRS, suplementado com 5% de glicose e um tubo de Durhan
invertido. Em seguida, os tubos foram incubados a 30 °C por 48 horas. A
producéo de gas foi confirmada pela presenca de bolhas no interior do tubo de
Durhan (KALSCHNE et al., 2015).

4.2.2. Coloracao de Gram

Para a avaliacdo do formato celular e arranjo dos isolados, cada
colbnia foi submetida a reacdo morfotintorial pelo método de Gram.

Cada isolado foi transferido para uma lamina de vidro, em esfregaco,
fixado em chama e, colorido com o corante cristal violeta e uma solucao de
iodo e iodeto de potassio (lugol). A preparacdo foi entdo tratada com um
solvente organico com o objetivo de descolorir as células. Em seguida, foi

adicionado um contracorante Fuccina. As células que retiveram o complexo



25

cristal violeta-iodo apés a lavagem com o solvente, apresentando coloracdo
azul-violeta escura, foram denominadas Gram positivas, enquanto aquelas
coradas em vermelho foram denominadas Gram-negativas (SILVA FILHO;
OLIVEIRA, 2004).

4.2.3. Atividade da Catalase

A avaliacdo da atividade da catalase se deu pela adi¢cdo de peroxido de
hidrogénio 3% a cultura, previamente cultivadas em MRS caldo a 30°C por 48
horas, por esfregagco em lamina de vidro. A formacédo de bolhas de gas é um
indicativo de catalase positiva, enquanto a auséncia de bolhas corresponde a
catalase negativa (SILVA FILHO; OLIVEIRA, 2004).

4.2.4. Avaliagdo do crescimento em diferentes temperaturas

Para avaliar o crescimento dos microrganismos em diferentes
temperaturas, as BALs foram inoculadas em caldo MRS e incubadas a 10 °C
por sete dias e a 45 °C por 48 horas (KALSCHNE et al., 2015).

4.2.5. Avaliacdo do crescimento em cloreto de s6dio 18%

Para avaliar o crescimento das bactérias em 18% de cloreto de sadio,
os isolados foram inoculados em caldo MRS adicionado de cloreto de sodio
18% e incubados por 48 horas a 30 °C (KALSCHNE et al., 2015).

4.2.6. Avaliacdo do crescimento em pH 4,4
Para avaliar o crescimento das bactérias em pH 4,4 , os isolados foram

inoculados em caldo MRS e incubados por 48 horas a 30 °C. O pH do meio foi
ajustado com solucéo de HCL 1M (KALSCHNE et al., 2015).
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4.3. IDENTIFICACAO GENOTIPICA DAS BALs

O DNA total dos isolados de BAL foi extraido segundo metodologia
descrita por HOFFMAN; WINSTON (1987), com modificacdes. Colbnias
cultivadas em caldo MRS foram ressuspendidas em 100 pyL de tampao Tris-
EDTA (TE), seguido de 100uL de fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico (25:24:1) e
0,3g de pérolas de vidro, para lise celular. A suspenséao foi agitada em Vortex
(KMC-1300V) por trés minutos e centrifugada a 10.000 rpm por 7 minutos. O
sobrenadante foi removido e transferido para outro tubo e foi adicionado um
volume de etanol 96%, para precipitacdo do DNA, e centrifugado a 10.000 rpm
por 5 minutos. A fase liquida foi descartada e o DNA foi eluido em 50uL de
tampéo TE.

O método de identificagdo baseou-se na andlise da regido 16s do DNA
ribossomal amplificado por PCR de acordo com Lane (1991) e Kullen et al.
(2000). A reacao de PCR foi realizada para um volume final de 20 pL, contendo
5 uL de tamp&o 10X, 1 pL de dNTP 0,05 mM, 3 pL de MgClI? 1,5 mM, 1 pL de
cada oligonucleotideo iniciador (PLB16 5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’;
MLB16 5’- -GGCTGCTGGCACGTAGTTAG-3’), 0,25 uL de taq DNA polimerase
1,25 U (Invitrogen) e 1 yuL de DNA total.

A reacdo foi realizada em um termociclador com as seguintes
condi¢des: desnaturagéo inicial a 94 °C por dois minutos e 30 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos,
extensdo a 72 °C por um minuto, seguidos de extenséo final a 72 °C por 10
minutos.

Os produtos de amplificagdo foram corados com brimeto de etideo e
revelados por eletroforese em gel de agarose a 1 % em tampao Tris-Borato-
EDTA (TBE) 0,5 % a 120 V, e o tamanho do produto amplificado foi comparado
ao marcador de peso molecular 1Kb plus, observados em um sistema de
captacdo de imagem (UVP).

Os DNAs amplificados foram purificados com kit Wizard Promega
segundo fabricante e encaminhados para a empresa ATCgene Analises
Moleculares (Alvorada-RS) para o sequenciamento do DNA. As sequéncias

obtidas foram comparadas com os dados armazenados no Centro Nacional de



27

InformagOes sobre Biotecnologia (NCBI) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast)

utilizando a Ferramenta basica de pesquisa de alinhamento local (BLAST).

4.4. TESTE DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS PELO METODO
DE DIFUSAO EM AGAR

Os isolados BALS foram avaliados quanto a susceptibilidade a
gentamicina (10 pg), vancomicina (30 pg), tetraciclina (30 pg), estreptomicina
(30 ug), eritromicina (15 pg) e ciprofloxacina (5 pg), pelo método Kirby-Bauer
(disco difusdo em agar). Coldnias de cada isolado foram cultivadas em meio
agar Mueller Hinton (MH-Oxoid) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apés este
periodo as colbnias foram suspensas em solucdo de NaCl (0,85%) até
atingirem a turbidez da escala 0,5 de McFarland (1,5x 10%cels;mL), seguida de
semeadura em superficie, com auxilio de Swabs, em meio MH solidificado.
Discos impregnados com antimicrobianos (Laborclin) foram depositados sobre
o0 meio inoculado. As placas foram incubadas a 37°C por 18 e 24 horas.
Posteriormente, foi avaliada a presenca ou auséncia de halo de inibicéo,
interpretados de acordo com os critérios de interpretacdo preconizados pelo
Clinical Laboratory Standard (CLSI, 2011).

4.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DE BALS

Os microrganismos  patogénicos  utilizados  foram  Listeria
monocytogenes CDC 4555, Listeria Innocua CLIP 12612, Escherichia coli
enterotoxigénica BAC 49 LT, Staphylococcus aureus 25923 ATCC,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium e Salmonella
enteritidis ATCC 13076.

A avaliacdo da atividade antagonista de BALS foi realizada frente aos
microrganismos patogénicos mencionados acima, segundo Ogaki et al. (2016).
Cada isolado de BAL foi inoculado em placas contendo agar MRS e incubado a
37 °C por 24 e 48 horas. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de cloroférmio
nas tampas das placas, deixando agir por 40 minutos, para morte celular; em
seguida o cloroférmio residual foi removido mantendo as placas abertas. Em

seguida, as placas receberam uma sobrecamada de meio MRS soft agar
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(0,7%) contendo cada linhagem patogénica em uma concentracdo de 10°
UFC/mL, e as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Foram
considerados isolados antagonistas aqueles que apresentaram uma zona de

inibicdo de crescimento ao redor das colonias.

4.6. AVALIACAO DO POTENCIAL PROTEOLITICO, LIPOLITICO E
HIDRILISE DA LISINA

As atividades enziméticas de protedlise e lipolise foram determinadas
pelo método de HANKIN; ANAGNOSTAKIS (1975) pela relacdo entre o a
média do halo de degradacdo do substrato e a média da colbnia, expresso
como Indice Enzimatico (IE).

Para a avaliacdo da atividade proteolitica, um volume de 10 pl de cada
isolado (concentracdo 1,5 x 10® UFC/mL) foi inoculado em placas contendo
Plate Count Agar (PCA) suplementado com 1% de leite Molico 10%. Para a
avaliacdo da atividade lipolitica, os isolados foram inoculados em meio Luria-
Bertani (LB) suplementado com 0,5% de Tween 20 ou 0,5% de azeite de oliva.

As placas de ambos os testes foram incubadas a temperatura de 20 °C
e 37 °C por periodo de até 360 horas e a mensuracao do IE foi realizada nos
tempos 24, 48, 120, 240 e 360 horas.

Para melhor observacédo do halo de protedlise, nos tempos 120, 240 e
360 horas de incubacao, foi adicionada uma aliquota de 0,5 mL de acido
acético 5% a superficie das placas. Ja as placas do ensaio de atividade
lipolitica foram submetidas a refrigeracédo (4°C) por aproximadamente 6 horas
(STAMFORD et al., 1998).

Segundo Messias et al. (2011) a formacéo de halo claro ao redor da
colonia € uma resposta da atividade da lipase secretada no meio solido, sendo
atil para a selecéo de microrganismos lipoliticos.

A avaliacdo de hidrdlise da lisina seguiu protocolo descrito por Aradjo
(2008), com modificagbes. Um volume de 100ul da cultura (concentragdo de
1,5 x 108 UFC/ml) foram adicionados em um tubo contendo 3mL de caldo Lisina
Descarboxilase, os quais foram incubados a 20°C e 37°C por 48 horas. O
resultado positivo foi observado por meio da alteragdo de cor do meio de

amarelo para purpura.
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4.7. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE ACIDIFICACAO DAS BALS

Para avaliar a capacidade das BAL em acidificar o meio, 250ul da
cultura contendo 1,5 x 10® UFC/ml foram adicionados em 25ml de leite Molico®
10%, esterilizado em autoclave a fluxo continuo por 15 minutos, e incubada a
20 °C e 37 °C. O pH foi mensurado nos tempos 6,12, 24 e 48 horas (ARAUJO,
2008). A acidez foi determinada por titulagdo nos tempos 24 e 48 horas, e 0
resultado expresso em percentual de acido latico, ou seja, g de acido latico por
100 mL (BRASIL, 2006).

4.8. ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram conduzidos no delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeti¢cdes. Os dados obtidos foram submetidos a anélise
da variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5% através do programa STATISTICA 7 (Statsoft®, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS DE BAL

Um total de 41 coldnias com caracteristicas distintas foram isoladas
das amostras de queijos e leite. Com base no fluxograma descrito por Kalschne
et al (2015), 36 destas colbnias foram consideradas agrupadas como
pertencente as BAL’s,. Estes isolados foram submetidos aos testes de
atividade proteolitica, atividade lipolitica e hidrélise da lisina.

Quatorze isolados que apresentaram pelo menos uma atividade
enzimatica foram selecionados para a identificacdo genotipica (Tabela 2) e

demais caracterizacdes tecnoldgicas.

Tabela 2. Identificagdo de culturas de bactérias acido laticas isoladas de amostras de
gueijos e leite.

Numero de
R L acesso ao
Isolado Fonte Género/Espécie Cepa Genbank
(ID)
Ball  Queijo Lactococcus Iaqtis subsp.
cremoris MFPB29D07-02  JF756231.1
Bal2 Queijo Enterococcus faecalis WVS356 KM257699.1
Bal3 Queijo Enterococcus sp. M194 FJ513850.1
Bal4 Queijo Lactococcus lactis PU-D KU568489.1
Bal5 Queijo Enterococcus sp. LPi8 JF718432.1
Balé6  Queijo Streptococcus macedonicus SM203 KM264319.1
Bal7 Queijo Lactobacillus rhamnosus PgIGER63 KR054686.1
Bal8 Queijo Lactobacillus rhamnosus NBRC 3425 NR_113332.1
Bal9 Queijo Enterococcus durans JCM 8725 NR_113257.1
Ball0 Queijo Enterococcus faecium AAU L7 KJ396073.1
Balll Queijo Enterococcus durans JCM 8725 NR_113257.1
Ball2 Leite Enterococcus sp. M192 FJ513848.1
Ball3 Queijo Pediococcus pentosaceus E24 KP189228.1
Ball4 Queijo Enterococcus sp. 77Ws AB675122.1

Neste estudo foram isolados e identificados BAL provenientes de queijo
e leite comercializados na regido norte do estado do Parana. Foram
identificados 14 isolados que apresentaram pelo menos uma atividade
enzimatica, frente ao uso de proteina e lipideo. No total, 57,14% dos isolados

foram identificados como pertencente ao género Enterococcus, seguido de
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14,29% do género Lactococcus e Lactobacillus e 7,14% de Streptococcus e
Pediococcus.

Dias (2014) e Freitas (2011) relataram a predominancia do género
Enterococcus provenientes de queijos artesanais e leite. Contudo, esta
predominancia depende de varios fatores, que incluem manejo animal,
temperatura ambiente, entre outras.

Enterococcus esta relacionado ao desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais de produtos fermentados, pela producdo de compostos aromaticos
volateis e de sua atividade lipolitica, proteolitica ou pela sua capacidade de
metabolizar o citrato (PRICHULA et al., 2016; MALLESHA et al., 2010).

A presenga de Lactococcus em determinados queijos esta diretamente
relacionada ao processamento tecnolégico ao qual este queijo foi submetido
para sua elaboracdo. O cozimento da massa, processo de cura e maturacao
sao etapas de producao de alguns queijos que n&o contribui com a incidéncia
de Lactococcus. Outro fator relacionado a presenca ou auséncia de
Lactococcus sé@o niveis elevados de cloreto de sddio, impedindo seu
crescimento na concentracdo superior a 5% (DIAS, 2014; FOX et al., 2000).

Ainda, bactérias do género Lactococcus também produzem
importantes bacteriocinas, e, dentre as subespécies de valor tecnolégico, o
Lactococcus lactis spp. cremoris confere melhor sabor ao queijo, enquanto o
Lactococcus lactis subs. lactis proporciona sabor e aroma de manteiga,
decorrente da producao de diacetil (FOX et al., 2000). Alguns autores relataram
a presenca de Lactococcus em queijos artesanais, porém em predominancia
menor quando comparado com outros géneros, corroborando com o presente
estudo (BEGOVIC ET AL. 2011; CARVALHO, 2007).

No presente estudo a presenca de Lactobacillus ndo foi predominante,
provavelmente porque o isolamento foi realizado em condi¢cdes de aerobiose,
bem como, pela caracteristica de ndo competidora de culturas selvagens como
o Enterococcus, por exemplo, ou por apresentar caracteristicas
heterofermentativas, o que dificulta a sua predominancia nos queijos. Todavia,
Siezen e Vlieg (2011), Silva (2016a), Resende et al. (2011), Camara (2012) e
Nikolic et al. (2012) encontraram o Lactobacillus como o maior grupo dentre as
BAL, isolados de queijos artesanais. Segundo Silva (2016a), Lactobacillus spp.

Ssdo essenciais para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais tipicas



32

em queijos no decorrer da maturagdo, além de, algumas espécies, apresentar
propriedades probidticas que conferem beneficios a saude do consumidor.

O presente estudo revelou 1 isolado pertencente ao género
Streptococcus e 1 isolado pertencente ao género Pediococcus. Souza (2015)
relatou a frequéncia de Streptococcus como sendo um género comum em
produtos lacteos fermentados como cultura starter ou iniciadora. Todavia, no
presente trabalho foi isolada apenas uma bactéria pertencente a esse género,
sendo identificado como S. macedonicus. Esta espécie é reconhecida por ser
moderadamente acidificante e proteolitica, sendo recomendada como cultura
adjuvante multifuncional para o fabrico de produtos lacteos (VUYST, 2008).

No contexto da microbiologia de alimentos, o Pediococcus tem sido
considerado benéfico aos animais, podendo ser utilizados como cultura starter
ou mesmo como probidtico (RAMOS, 2009; RIBEIRO, 2012). Entretanto,
poucas sao as referéncias que identificaram significativamente esse género em
amostras de leites e queijos artesanais. Ramos (2009) isolou 9,3% de
Pediococcus em amostras de queijo de Coalho do Sertdo Alagoano, valor

superior ao encontrado em nosso estudo.

5.2. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Os dados do perfil de resisténcia e sensibilidade mostraram que 100%
dos isolados apresentaram resisténcia a estreptomicina e sensibilidade a
vancomicina (Figura 2).

Entre os isolados, 21,43% apresentaram resisténcia a gentamicina
(Bal3 (Enterococcus sp), Bal6é (St. Macedoénicos) e Balll (E. durans)), 21,42%
a tetraciclina (Bal3 (Enterococcus sp), Bal7 (Lb. rhamnosus) e Balll (E.
durans)) e 21,43 a eritromicina (Bal6é (St. Macedénicos), Bal7 (Lb. rhamnosus)
e Balll (E. durans)), enquanto a maioria dos isolados foram sensiveis a estes
antimicrobianos.

O isolado Bal3 (Enterococcus sp) foi o isolado que apresentou
resisténcia a um maior niumero de antimicrobianos, sendo sensivel apenas a

vancomicina.
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Figura 2. Distribuicdo da expressdo de resisténcia e sensibilidade das BALs aos
antimicrobianos: (GEN) Gentamicina; (VAN) Vancomicina; (TET) Tetraciclina; (EST)
Estreptomicina; (CIP) Ciprofloxacina e (ERI) Eritromicina.

Uma das preocupacdes quanto a seguranca relacionada ao isolamento
e uso de BALs é a resisténcia a antimicrobianos. A maioria dos isolados do
presente estudo foi sensivel aos antimicrobianos testados. Contudo, 100% dos
isolados foram resistentes ao antibidtico estreptomicina. Os resultados no
presente estudo corroboram com o descrito por Coelho (2013), Nero (2010) e
Costa et al., (2013). Porém, este nivel de resisténcia ndo impede que esses
microrganismos sejam usados na producdo de queijo, pois este grupo de
bactérias pode apresentar resisténcia frente a este antimicrobiano. Bernardeau
et al., (2008) relataram que os lactobacilos apresentam resisténcia natural aos
antimicrobianos  bacitracina, cefoxitina, acido fusidrico, canamicina,
metronidazol, norfloxacina, sulfadiazina, teicoplatinina, gentamicina,
estreptomicina, ciprofloxacina e vancomicina.

Em relagcdo as preocupagbes quanto ao uso de Enterococcus na
fabricacdo de alimentos, diz respeito a resisténcia adquirida aos glicopéptidos,
neste caso, a vancomicina (MORANDI et al.,, 2013). Entretanto, todas as
estirpes testadas no presente estudo demonstraram ser sensiveis a
vancomicina bem como a outros antibioticos clinicamente importantes (Figura
2).
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Os resultados observados por Coelho (2013) quanto a sensibilidade ou
resisténcia das BAL frente aos antimicrobianos vancomicina e estreptomicina
vem a corroborar com os encontrados neste estudo, uma vez que todos 0s
isolados do autor foram sensiveis a vancomicina e resistentes a estreptomicina.
Costa et al., (2013) e Andrade et al., (2014) também verificaram altos niveis de
resisténcia a estreptomicina. Em contrapartida, Sant'anna (2015) ao analisar a
sensibilidade das bactérias acido laticas aos antimicrobianos de uso clinico
obteve a resisténcia de todos os isolados a vancomicina e a maioria a
gentamicina.

O isolado Ball, pertencente a espécie Lactococcus lactis subsp.
Cremoris apresentou resisténcia apenas ao antimicrobiano estreptomicina,
todavia, a resisténcia observada no isolado de lactococos pode ter ocorrido de
maneira adquirida, pela transferéncia de genes de resisténcia, devido ao uso
indiscriminado de antimicrobianos na alimentagdo e manejo de animais
destinados ao consumo humano que contribuem para o aumento de
microrganismos resistentes as drogas por pressao seletiva, ou seja, a
exposicdo bacteriana aos agentes que induzem essas bactérias a se
adaptarem a tal condi¢cdo. Bactérias resistentes aos processos de pressdo
seletiva sdo capazes de propagar os genes de resisténcia via contato direto
com 0s animais ou através de alimentos, agua e residuos agropecuarios,
todavia, na auséncia da pressao seletiva os niveis de resisténcia sdo muito
baixos, 0 que explica a sensibilidade dos demais isolados.

O isolado S. macedonicus submetido ao teste de resisténcia aos
antimicrobianos teve seu crescimento inibido apenas pela vancomicina,
enquanto que o isolado P. pentosaceus testado apresentou sensibilidade a
83,33% das drogas.

Silva (2011) ao avaliar o perfil de resisténcia de bactérias acido laticas
isoladas de queijo a antimicrobianos encontrou resultados semelhantes ao
presente trabalho quanto a espécie Lc. latis spp. Lactis, que apresentou
sensibilidade a gentamicina, a penicilina, a ampicilina, a norflaxina e ao
sulfametoxazole/trimetropina enquanto os resultados encontrados por silva,
referentes as espécies Streptococcus salivarius spp. thermophillus e

Pediococcus pentosaceus foram diferentes aos obtidos neste estudo, uma vez



35

gue apresentaram resisténcia a quase todos os antimicrobianos utilizados pelo
autor.

Os isolados Bal7 e Bal8, pertencentes a espécie Lactobacillus
rhamnosus apresentaram resultados de resisténcia aos antimicrobianos
diferentes entre si, enquanto o isolado Bal7 apresentou resisténcia aos
antimicrobianos tetraciclina, estreptomicina e eritromicina, o isolado Bal8 foi
sensivel a todos os antimicrobianos testados.

Segundo Bernardeau et al.,, (2008), os lactobacilos apresentam
resisténcia natural a muitos antibioticos: bacitracina, cefoxitina, acido fusidrico,
kanamicina, = metronidazol, norfloxacina, sulfadiazina, teicoplatinina,
gentamicina, estreptomicina, ciprofloxacina e vancomicina, sendo o0s quatro
altimos citados utilizados na andlise em questdo; embora os Lactobacillus
homofermentativos estritos sejam sensiveis a vancomicina. Entretanto, a
resisténcia n&o pode ser transferida para outros microrganismos
potencialmente patogénicos.

Resultados similares foram observados por Costa et al., (2013), em
gque a maioria das estirpes foram classificadas como resistentes ao
antimicrobiano estreptomicina (Bal7) e todos os isolados apresentaram
sensibilidade a tetraciclina e a eritromicina (Bal8). Nero (2010) também
constatou a resisténcia de quase todos os seus isolados analisados aos
antibioticos estreptomicina e eritromicina. Todavia, Costa et al. (2013) tiveram
seus lactobacilos classificados como resistentes aos antibioticos gentamicina e

vancomicina, resultados distintos aos encontrados neste estudo.

5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DAS BALS

Os resultados da atividade antagonista das BAL, nos tempos 24 e 48
horas, pela técnica da semeadura, frente aos patdgenos Listeria
monocytogenes CDC 4555, Listeria Innocua CLIP 12612, Escherichia coli
enterotoxigénica BAC 49 LT, Staphylococcus aurius 25923 ATCC,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium e Salmonella
enteritides ATCC 13076 estao apresentados na Tabela 3.

No experimento conduzido por 24 horas, 57,14% dos isolados

apresentaram atividade antagonista contra o patdgeno Listeria innocua CLIP
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12612, enquanto 14,28% dos isolados inibiram o crescimento de Listeria
monocytogenes CDC 4555 (Bal8 (Lactobacillus rhamnosus) e Ball3
(Pediococcus pentosaceus)), Escherichia coli enterotoxigénica BAC 49 LT
(Bal8 e Bal9 (Lactobacillus rhamnosus)) e Salmonella enteritides ATCC 13076.
Todavia, 42,86% das Bals em estudo n&o apresentaram atividade antagonista
contra os patdgenos analisados em 24 horas.

Tabela 3. Atividade antagonista de bactérias acido laticas nos tempos 24 e 48 horas.

isolados 1STR® “Ecoi S L Perogenes . .

(Hs) : ' ' L.monocyt. S.aureus E.faecalis E.faecium
Enterot ent. Innocua

Ball 24 i ) ) ) i i )

48 + - - - - - -

Bal2 24 ) ) ) ) i i )

48 + + + - - - -

Bal3 24 i i i i i i i

48 + + + + - - -

Bal4 24 ) ) ) ) i i )

48 - - + + - - -

Bal5 24 ) ) ) ) i i )

48 - - + - - - -

Bal6 24 i i i i i i i

48 - - + - - - -

Bal7 %% * ; * - - - -

48 + + + + - - -

Bals 24 + - + + - - -

48 + + + + - - -

Bal9 24 - - * - ; ; -

48 - + + + - - -

Bato 24 - - * - | - -

48 - + + - - - -

Ball1 2 ; ; * - - - -

48 - + + + - - -

Ballz 24 - - * ; ; ; -

48 - - + + - - -

Ba1z 2% - - * ¥ - - -

48 - + + + - - -

Balla 24 - - * ) ) ) -

48 - + + + - - -

+ resultado positivo, - resultado negativo.
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No experimento conduzido por 48 horas, 100% das Bals apresentou
atividade antagonista de pelo menos um patdgeno analisado. Entre o0s
isolados, 92,86% inibiu o crescimento de L. innocua CLIP 12612, 57,14%
apresentou potencial inibitorio frente a L. monocytogenes CDC 4555, 64,29%
dos isolados inibiram o crescimento de Salmonella enteritides ATCC 13076 e
35,71% atuaram contra a reproducao de Escherichia coli enterotoxigénica BAC
49 LT.

Nos parametros aplicados neste trabalho, nenhum isolado inibiu S.
aureus, E. faecalis e E. faecium. Entretanto, as culturas dos géneros
Enterococcus e Lactobacillus foram as que apresentaram melhor atividade
antagonista, com inibicdo de 57,14% (4 de 7) dos microrganismos patogénicos,
demonstrando seu efeito benéfico na qualidade sanitaria de alimentos laticos.

Os isolados Bal2 (E. faecalis), Bal3 (Enterococcus sp.), Bal5
(Enterococcus sp), Bal7 (Lb. rhamnosus), Bal8 (Lb. rhamnosus), Bal9 (E.
durans), Balll (E. durans), Ball3 (Pediococcus pentosaceus) e Ball4
(Enterococcus sp) apresentaram atividade inibitéria contra E. coli
enteropatogenica, Salmonella, L. innocua e L. monocytogenes.

A atividade antagonista das BAL autoctones ja foi descrita,
principalmente quanto a inibir bactérias Gram-positivas, tais como S. aureus, L.
monocytogenes e L. innocua, devido a dificuldade de interagdo das substancias
antagbnicas com a parede e membrana plasmética das bactérias Gram-
negativas, que possuem dupla camada lipidica externa (DIAS, 2014). Contudo,
neste trabalho isso ndo foi observado, visto que muitos isolados laticos
apresentaram potencial antagonista frente a E.coli e a Salmonella.

A acédo antagbnica de Enterococcus pode ocorrer devido a producao de
enterocinas (Acurcio, 2011) enquanto a a¢do antagonista de Lactococcus sp
pode ocorrer pela producéo de nisina (Dias, 2014), além de outros compostos.

Em estudos realizados por Freitas (2011) quanto ao potencial
antagonista de microrganismos laticos contra S. enterica, L. monocytogenes e
S. aureus, averiguou 100% de eficiéncia, dos isolados pertencentes ao género
Pediococcus, frente a todos os patdégenos submetidos ao teste, todavia, no
presente estudo, os isolados ndo apresentaram atividade antagonista frente a

S. aureus.
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Outros estudos demonstraram a atividade antimicrobiana das BAL
frente a L. monocytogenes, L. innocua, E.coli, S. aureus e S. enterica sorovar
typhimurium (TAMANINI et al., 2012; HERMANNS et al., 2013). Resultados que
contribuem para a potencial utilizacdo da microbiota endégena de derivados

laticos como cultivos iniciadores antimicrobianos.

5.4. ATIVIDADE ENZIMATICA E HIDROLISE DA LISINA

Os isolados ndo apresentaram atividade proteolitica em leite em pé
reconstituido e atividade lipolitica em azeite de oliva.

Com relagdo a atividade lipolitica em tween 20, os isolados
apresentaram agao enzimatica apds 120 horas de incubacdo nas temperaturas
de 20 °C e 37 °C (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios do indice enzimatico com tween 20 incubados nas
temperaturas de 20°C e 37°C.

Médias*
20°C 37°C
Isolado 120 240 360 120 240 360
horas horas horas horas horas horas

Ball 0,00° 2112 274° 1,71° 1,90%9 2 02f

Bal2 - - - 1,23° 1,519 1,93
Bal3 - - - 0,009 3,812 3,912
Bal4 - - - 2,062 2,269 2 95°
Bal5 0,00° 1,56° 2,96° - - -

Bal6 - - - 0,009 1,607 2,179
Bal7 - - - 0,00 2,11%%" 2 g82°
Bal8 - - - 1,63° 1,77%9 234%
Bal9 - - - 0,00¢ 265" 3,39°
Bal10 - - - 0,004 256" 2,82°

Balll 0,00° 0,00° 3,132 0,009 2,33 310"
Ball2 1,902 2,222 251¢ - - -
Ball3 - - - 2,102 2,09%€" 2 13°f

Ball4 - - - 0,00 1,669 2461

2P_ letras minGsculas iguais significam que ndo houve diferenca estatistica
entre os isolados da mesma coluna.(p<0,05).
(-): auséncia de atividade.
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Em 240 horas de andlise a 20°C, os isolados Ball(Lactococcus lactis
subsp. cremoris), Bal5 (Enterococcus sp.) e Ball2 , também apresentaram
resultado positivo para atividade lipolitica, sendo Ball (Lactococcus lactis
subsp. cremoris) e Ball5 (Enterococcus sp.) 0s que obtiveram 0s maiores
indices lipoliticos.

Quanto ao tempo 360 horas de incubacado (20 °C), além dos isolados ja
citados anteriormente, Balll (E. durans) apresentou indice enzimético, sendo o
maior valor médio observado (3,13), enquanto o isolado Ball2 (Enterococcus
Sp.) obteve o menor valor (2,51).

Em relacdo a analise desenvolvida na temperatura de incubagcdo a
37°C, a maioria dos isolados analisados apresentaram atividade lipolitica
utilizando tween 20, com exceg¢éo aos isolados Bal5 (Enterococcus sp.) e Ball2
(Enterococcus sp), que ndo apresentaram atividade lipolitica, indicando que a
temperatura colaborou com a producéo de lipases.

Os maiores indices lipoliticos observados a 37°C foram apresentados
pelos isolados Bal4 (Lactococcus lactis) e Ball3 (Pediococcus pentosaceusl) a
120 horas de incubacédo e Bal3 (Enterococcus sp) com 240 e 360 horas de
incubacéo.

Com relacdo a hidrélise da lisina, os isolados que apresentaram
capacidade de hidrolisar a lisina, em pelo menos uma das temperaturas
testadas, foram Bal2 (Enterococcus faecalis, 37°C), Bal5 (Enterococcus sp.,
20°C e 37°C) e Bal12 (Enterococcus sp, 37°C).

A protedlise consiste na degradacdo da proteina, com formacdo de
peptideos de médio e baixo peso molecular e aminoacidos livres, através da
acdo de enzimas, resultando no sabor e aroma especificos de queijos, bem
como na modificagdo na textura do produto (BEZERRA, 2015).

Com relacdo a atividade proteolitica de BALS, a espécie Lactococcus
lactis é considerada o modelo da familia das BALs, todavia, nas demais
espécies ja foram identificadas um numero significativo de enzimas
proteoliticas de funcdes desconhecidas, embora o grupo de BALs nédo seja
considerado como sendo altamente proteolitico (FUQUAY; FOX, 2011).
Entretanto, ndo foi observada atividade proteolitica para os isolados nas

condigdes testadas.
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A maioria das culturas laticas starter possuem habilidade de hidrolisar
as proteinas do leite para seu proprio crescimento e, eventualmente, para
desenvolver sabor em queijos maturados. Quando uma cultura é capaz de
quebrar a caseina e coagular o leite em 24 horas a 22 °C pela producéao de
acidos, € denominada proteinase positiva, enquanto que, se uma cultura requer
48 horas ou mais para coagular o leite € denominada proteinase negativa
(KOSIKOWSKI; MISTRY, 1997).

Culturas frescas isoladas sdo primariamente proteinase positiva,
todavia, durante o crescimento e transferéncia em um meio de cultivo, a
proporcdo de proteinase negativa aumenta. Para a fabricagdo de queijos, as
culturas proteinases positivas podem ocasionar sabor amargo, devido a
formacdo de peptideos amargos derivados da hidrélise da caseina, assim
como, diminui o rendimento do queijo. A exemplo, o rendimento de queijo
Cheddar aumenta em 2% ou mais quando adicionam culturas laticas
proteinases negativas em maior quantidade do que positivas. Uma
desvantagem das culturas proteinase negativas € a baixa producéo de acidos,
pois necessitam de duas a oito vezes mais tempo de acidificacdo do que os
in6culos starter. Por essa razdo, para manter a fabricacdo de queijos
razoavelmente no cronograma e economicamente viavel, uma mistura de BALS
positivas e negativas pode ser feita (KOSIKOWSKI; MISTRY, 1997).

Quanto a lipdlise, as BALs apresentam geralmente fraca capacidade
lipolitica quando comparadas a outros grupos de microrganismos, embora essa
capacidade pode variar consideravelmente entre as espécies. Os Enterococos
em geral, exibem atividade lipolitica mais elevada do que outras espécies de
BAL e, entre os enterococos, a espécie E. faecalis € a que se destaca
(COELHO, 2013; FOULQUIE MORENO et al., 2006).

De acordo com Collins; McSweeney; Wilkinson (2003), os géneros
Lactococcus e Lactobacillus sdo considerados pouco lipoliticos, todavia, de
acordo com os resultados obtidos neste trabalho, quando incubados a 20 °C,
esses géneros bacterianos foram 0s que apresentaram 0s maiores valores
para capacidade lipolitica.

No trabalho desenvolvido por Perri, (2010) ao estudar o perfil
tecnolégico de Enterococcus em queijo Coalho, 13,0% dos isolados

apresentaram lipolise visivel e definida com formacédo de zonas translucidas,
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enquanto que 87,0% apresentaram auséncia de lipdlise. Dentre os 129
isolados de Enterococcus obtidos por Sarantinopoulos et al. (2001), 90% foi
capaz de hidrolisar todos os substratos que continham lipideo.
Semelhantemente, Coelho (2013) ao avaliar as propriedades
tecnologicas das BALs, quanto a atividade enzimatica, obteve fraca atividade
proteolitica e lipolitica, onde apenas um isolado foi capaz de degradar a
caseina (E. faecalis) e somente dois isolados exibiram atividade lipolitica,
sendo estes L. lactis e E. faecalis. No presente estudo, nenhum isolado

apresentou capacidade de degradar a caseina.

5.5. CAPACIDADE DE ACIDIFICACAO

A capacidade de acidificacdo foi mensurada pelo monitoramento dos
valores de pH nos tempos de incubacao: 6, 12, 24 e 48 horas e pela producgéo
de acido latico nos tempos 24 e 48 horas. Todos os isolados reduziram os
valores de pH e produziram &cido latico a temperatura de 20 °C e 37 °C, com
diferenca significativa para todos os periodos avaliados (Tabela 5).

De modo geral, o isolado Bal7 apresentou os maiores valores de pH
para todos os periodos de incubacdo a 20°C, enquanto que a capacidade de
acidificacao apresentou valores distintos entre os isolados. O isolado Balll (E.
durans) apresentou o menor valor de pH nas primeiras 6 horas de incubacao a
20°C, enquanto os isolado Balll (E. durans) apresentou o menor valor de pH
no tempo 12 horas de incubacédo, para a mesma temperatura.

Entre os isolados, 64,28% reduziram significativamente os valores de
pH apds 24 horas de incubagédo a 20°C, enquanto que o menor valor de pH
apresentado no ultimo periodo de incubacéo, 48 horas, foi obtido pelo isolado
Bal9 (E. durans). Assim como o isolado Ball2 (Enterococcus sp.), a maioria
dos microrganismos testados apresentaram reduc&o significativa em seus
valores de pH entre 24 e 48 horas de incubacéo, indicando uma tendéncia

continua de acidificacdo pelo tempo de incubacéo.



Tabela 5. Capacidade de acidificacdo (valores médios do pH a 20°C e 37°C).
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Medias*
Isolados 20°C 37°C

6 horas 12 horas 24 horas 48 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Ball 6,76"° 6,73/ Bde 6,64°5¢° 6,543 6,617 6,570 6,492 6,152
Bal2 6,76"¢ 6,767 cde 6,678 6,543 6,787 6,70"° 6,59%a 5,465
Bal3 6’77Acde 6,76Adee 6,70Ab 6,45Bb 6,79Aabc 6,63Ab0de 6’028bc 4’520def
Bal4 6,814 6,777 6,685°° 6,49 6,84%a 6,772 6,028b¢ 3,92¢
Bal5 6,77/bcce 6,75/ Bcde 6,718 6,59%% 6,832 6,698 6,482 4,39P¢
Bal6 6,77/ 6,747 6,685 6,43° 6,81/ 6,49° 5,88¢ 4,39P¢f
Bal7 6,81%a 6,81% 6,75%a 6,70% 6,79 6,72/ 6,265 3,97
Bal8 6,82°2 6,797 6,70°P 6,553 6,74"0¢ 6,608¢4¢ 5,74¢cd 3,89
Bal9 6,807 6,77/ 6,67°°° 6,185¢ 6,817 6,66 5,818cde 5,58Ba0¢
Bal10 6’79Aabcd 6’75Abcde 6,688bc 6’52Cab 6,79Aabc 6,64Adee 6’44Aa 5’318abcde
Balll 6,72/ 6,709 6,675 6,57°% 6,762 6,697 6,61%a 5,34Babcde
Ball2 6,76"% 6,72/ Be! 6,698°° 5,78%¢ 6,72"¢ 6,703 5,508¢ 4,59¢cdef
Ball3 6,817 6,77/ BaC 6,725 6,57°% 6,827 6,72 6,397 5,755
Ball4 6,79"2°° 6,76""d 6,685 6,46%° 6,82 6,54 5,56°9¢ 5,07CPede

*Letras maiusculas diferentes na linha apresentam diferenca estatistica entre tempos; letras mindsculas diferentes na coluna apresentam diferenca
estatistica entre isolados.
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Quanto aos valores médios de pH observados na temperatura de 37°C,
Ball (Lc. lactis subsp. cremoris) apresentou a maior capacidade de acidificar o
leite com 6 horas de incubacéo, diferente estatisticamente dos demais. Apés 12
horas, o menor valor absoluto de pH foi observado para o isolado Bal6 (Sc.
Macedonicus), porém, nao diferiu dos isolados Ball (Lc. lactis subsp. cremoris)
e Ball4 (Enterococcus sp.). Em 24 horas, cinco isolados fermentaram o meio
reduzindo o valor de pH para abaixo de 6, contudo, os valores diferiram
estatisticamente entre estes isolados. Apds 24 horas de incubacéo, este estudo
demonstra que a capacidade de reducéo do pH é isolado dependente.

O aumento da temperatura de incubacdo modificou 0 comportamento
dos microrganismos no meio de cultivo, fato evidenciado entre os valores de
pH apresentados no periodo de 48 horas pelos isolados de Lb. rhamnosus
(Bal7 e Bal8). De modo semelhante, a velocidade de acidificacdo dos
microrganismos também foi influenciada pela temperatura, pois a quantidade
de isolados que apresentaram diferenca significativa entre os periodos foi
superior na temperatura e 37°C.

Os Lactobacillus e Enterococcus foram influenciados pelo aumento da
temperatura, semelhantemente, Faria et al. (2006), observou que a variagéo do
pH e da acidez de leite é influenciada pela combinacdo de tempo e
temperatura, sendo o Lactobacillus casei mais sensivel as mudancas, pois de
acordo com Giraffa (2003) a acidificacdo é um produto da atividade metabdlica
dos microrganismos, representados em valores de pH e producdo de &cido
latico, os quais dependem diretamente da acdo enzimatica do microrganismo
gue possui diferentes temperaturas 6timas de atividade.

Os Lactobacillus apresentaram baixos valores de pH apos 24 horas de
incubacdo a 20°C e apoOs 48 horas de incubacdo a 37°C, em contrapartida,
uma grande amplitude de valores foi observada para cada género. Camara
(2012) ao estudar diferentes BAL, mostraram que o0s Lactobacillus
apresentaram maior capacidade de acidificagcdo representada por baixos
valores de pH seguidos dos Lactococcos e Enterococcos.

Os valores da capacidade de acidificagcdo dos Enterococcus foram
superiores aos descritos por Giraffa (2003), no qual o autor afirma que somente
algumas linhagens de Enterococcus sdo capazes de acidificar o leite a valores

de pH inferiores a 5,0, sendo que o E. faecallis possui maior capacidade
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acidificante que o E. faecium (24 horas a 37°C). Os resultados obtidos no
presente trabalho foram superiores aos encontrados por Coelho (2013) ao
observar a producéo de 0,13% de acido latico por Enterococcus faecallis e de
0,07% de acido latico por Lactococcus, porém em pH muito acido as BAL
perdem viabilidade de multiplicacéo (DIAS, 2014; THAMER; PENNA, 2006).

No trabalho desenvolvido por Balduino et al. (1999), os autores
modelaram a producédo de acido latico utilizando uma mistura de Lactobacilos,
Enterecoccos e Pediococcos, no qual o fator temperatura é um elemento de
segundo grau, enquanto que as concentracdes dos carboidratos, glicose e
lactose, sdo elementos de primeiro grau e que ndo interagem entre si. Os
autores obtiveram as maiores producdes de acido latico no menor e maior nivel
de temperatura.

Segundo Settanni; Moschetti (2010) uma cultura latica é considerada
rapida produtora de acido, quando o pH do leite in natura reduz de 6,5 para 5,3
dentro de até 6h de incubacdo, a temperatura adequada, podendo ser
selecionadas como BAL iniciadoras ou starters, enquanto que as de lenta
acidificacdo, podem ser selecionadas como culturas secundarias ou adjuntas.

Corroborando com os resultados observados, Dias (2014), obteve que
os isolados de Enterococcus foram 0s mais numerosos na capacidade de
producdo de acido latico, seguidos dos isolados do género Lactococcus e
Streptococcus.

Os valores obtidos para a acidez titulavel, expressa em percentual de
acido latico, produzidos a 20°C e 37°C, estdo expressos na Tabela 6. O isolado
Ball(Lc. Lactis subsp. cremoris) produziu maior propor¢do de acido latico
guando incubado a 20°C. Por outro lado, quando incubado na temperatura de
37 °C, os isolados Ball(Lc. Lactis subsp. cremoris), Bal2 (E. faecalis), Bal4 (Lc.
lactis) e Ball2 (Enterococcus sp.) produziram mais acido latico comparado aos
demais isolados em 24 horas.

O isolado Bal7 (Lb. rhamnosus) destacou-se pela capacidade de
produzir acido latico apos 48 horas de incubacdo a 37 °C, desempenho 7,71
vezes superior a temperatura de 20 °C. O isolado Bal5 (Enterococcus sp.)
apresentou baixa capacidade de produzir acido latico em ambas temperaturas.

A producéo de acido latico influenciard no tempo total de fabricacéo de

um queijo e sua concentracdo no meio influi na taxa de sinérese e o
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consequente teor de umidade do produto final. Concomitantemente, meios
mais acidos promovem maiores solubilizagdo do calcio no soro. Coalhadas
rigidas e sem liga sdo obtidas na presenca de altas concentracdes de célcio,
enquanto que niveis baixos do mesmo resultam em perda de estrutura e
elasticidade da massa ap0s a etapa de dessoragem (GUNASEKARAM; AK,
2003; LAW; TAMIME, 2010).

Tabela 6. Producéo de acido latico (%) dos isolados incubados a temperatura de 20°C
e 37 °C.

Médias* (g &cido latico/100 mL)
Isolado 20 °C 37 °C
24horas 48horas 24horas 48horas

Ball 0,432 0,682 0,702 0,68
Bal2 0,30° 0,652 0,712 0,664
Bal3 0,13¢ 0,15% 0,20° 0,50°
Bal4 0,27° 0,652 0,67 0,47¢
Bal5 0,14¢ 0,15% 0,22° 0,25"
Bal6 0,14¢ 0,19 0,30¢ 0,44°
Bal7 0,15% 0,14° 0,23° 1,082
Bal8 0,17¢ 0,14° 0,22° 0,84°
Bal9 0,14¢ 0,19°%% 0,22° 0,371
Ball0 0,14¢ 0,15% 0,19° 0,28%"
Balll 0,14¢ 0,20% 0,63 0,79
Bal12 0,14¢ 0,37° 0,65 0,70%
Ball3 0,14¢ 0,20% 0,361 0,40°%
Ball4 0,15 0,22° 0,57° 0,63¢

2% _ letras minGsculas iguais na coluna indicam que ndo houve diferenca
estatistica entre os isolados (p=0,05).

De acordo com Settanni; Moschetti (2010), os isolados analisados no
presente estudo apresentaram potencial como cultura secundaria ou adjunta
para a fabricagdo de queijos, uma vez que demonstraram ser de lenta
acidificacdo. Todavia, os isolados laticos homofermentativos a 20 °C Ball (Lc.
cremoris), Bal2 (E. faecalis), Bal4 (Lc. lactis), Bal6 (St. macedonicus), Bal9 (E.
durans), Ball0 (E. faecium), Ball2 (Enterococcus sp.) e Ball4 (Enterococcus
sp.) apresentam boa aplicag&o para queijos frescos e de massa crua, enquanto
os isolados que apresentaram atividade acidificante a 37 °C sao indicados para

aplicacdo em queijos de massa semi-cozida e cozida.
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6. CONCLUSAO

Este estudo foi pioneiro na regido norte do estado do Parana, isolando
e identificando BAL com potencial tecnoldgico.

Cinco géneros bacterianos foram identificados, sendo compostos por
Enterococcus sp., Lactococcus sp, Lactobacillus, Streptococcus e Pediococcus
Esse resultado demonstrou uma consideravel diversidade bacteriana presente
em queijos artesanais e em leite cru.

Os isolados Bal2 (E. faecalis) e Bal8 (Lb. rhamnosus) foram sensiveis a
maioria dos antibiéticos testados.

Todas as BAL isoladas neste trabalho foram capazes de inibir o
crescimento de pelo menos um patdgeno testado. Enterococos, Pediococos e
Lactobacilos apresentaram atividade inibitéria contra E. coli enteropatogenica,
Salmonella, L. innocua e L. monocytogenes., todavia, Staphylococcus aureus
25923 ATCC, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Enterococcus faecium
conseguiram crescer normalmente, indicando que ndo houve acao antagonista.

Os isolados apresentaram baixa atividade enzimatica. Nenhum isolado
apresentou atividade proteolitica pela utilizacao de leite desnatado, bem como
atividade lipolitica para azeite de oliva. Por outro lado, os isolados Ball (Lc.
Cremoris), Balll (E. durans) e Ball2 (Enterococcus sp.) apresentaram
atividade lipolitica com tween 20 a 20 °C, enquanto que todos os isolados do
género Enterococcus apresentaram maior atividade enzimatica a 37 °C. Todos
isolados do género Enterococcus foram capazes de hidrolisar a lisina.

Os isolados do género Lactococcus produziram mais acido latico apos
48 horas de incubacéo a 20 °C, enquanto que para a temperatura de incubacéo
igual a 37 °C, o género Lactobacillus foi o maior produtor, apresentando
também o menor valor de pH para 0 mesmo periodo e temperatura de
incubacdo. Ambos o0s géneros sofreram interferéncia significativa da

temperatura.
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ANEXO - Sequenciamento Genético das BAL isoladas de queijos e leite.

ISOLADO Ball

Lactococcus lactis subsp. cremoris strain MFPB29D07-02 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Sequence ID: JE756231.1

GGCGGGCGCTTGGTCGTCTCTGCAGTTGAGCAATGAAGAT TGGTGCTTGCACCAAT TTGAAGAGCAG
CGAACGGGTGAGT
AACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAATA
ACTTTAAACACAA
GTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAAAGGCTCA
CCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAR
ACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG
TTTTCGGATCGTA

AAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGT TGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAGRGACGGTAACTACCCAG
AAAGGGACGGCTA

ACTACGTGCCAGCASCCTAA

Query 20 CTGCAGTTGAGCAATGAAGATTGGTGCTTGCACCAATTTGAAGAGCAGCGAACGGGTGAG 79

FEErrrrrrrrr rrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4 CTGCAGTTGAGCGATGAAGATTGGTGCTTGCACCAATTTGAAGAGCAGCGAACGGGTGAG 63

Query 80 TAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACC 139

FErrrrrrrrrrerrr e et e e e e rrr e e e e e e e e
Sbjct 64  TAACGCGTGGGGAATCTGCCTTITGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACC 123

Query 140 GCATAATAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGAT 199

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e et e e
Sbjct 124 GCATAATAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGAT 183

Query 200 GATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAG 259

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 184 GATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAG 243

Query 260 CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGA 319

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr et e et e e e
Sbjct 244 CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGA 303

Query 320 GGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGT 379

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 304 GGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGT 363


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333036170?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=50BC9AYT014

63

Query 380 GAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAA 439

Frrrrrrrrrrrrererrrrerrrrrr et e et e e
Sbjct 364 GAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAA 423

Query 440 AGCTCATCAAGKGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCASCC 497

Frrrrrrrrrrrerrrrrreerrrrrr et r e e e e
Sbjct 424 AGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC 481

ISOLADO Bal2

Enterococcus faecalis strain WVS356 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KM257699.1

CGGGGGTCAAGCGTTGTCTCTGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAA
GAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAA
CAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCG
CTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCAT
AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTAT
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCTAA

Query 19 TCTGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCG 78

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrerrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 14  TCIGCAGTCGACGCTITCTTITCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCG 73

Query 79 GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGG 138

FEErrrrrrrrr et et e e e et e e e et e e e e e e e e e
Sbjct 74  GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGG 133

Query 139 TGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTG 198

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et r et e
Sbjct 134 TGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTG 193

Query 199 TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC 258

Crrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e et r e e
Sbjct 194 TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC 253

Query 259 CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG 318

Crrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e et e et e e
Sbjct 254 CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG 313

Query 319 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA 378

Frrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrr et et e
Sbjct 314 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA 373


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/701636061?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4P9797X4015

Query 379 CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG
CErerrrrrrrrrrerrer ettt e ettt r e
Sbjct 374 CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG
Query 439 ACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CErerrrrrrrrrrerrer ettt e ettt r e
Sbjct 434 ACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
Query 499 CCAGCAGCC 507
FEEEIETT
Sbjct 494 CCAGCAGCC 502
ISOLADO Bal3

Enterococcus sp. M194 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: FJ513850.1

CGGGGTGCGTGTCGTCTCTGCAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACSGGAGCTTGCTCCACCGGARAAAG
AAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAAC
AGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGC
TGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCTAA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

18

78

68

138

128

188

258

248

318

CTGCAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACSGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCG

FErrrrrrrrrrrrrrerrrerrr e e rrr e e e e e e e e e
CTGCAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCG

AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG

FErrrrrrrrrrerrr e et e e e e e e e e e e e e e e
AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG

TGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTG

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
TGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTG

TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e et
TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC

CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
Crrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e et e

CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA

64

438

433

498

493

77

67

137

127

197

187

257

247

317

307

377
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Sbjct 308 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA
Query 378 CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG
CErerrrrrrrrrrerrer ettt e ettt r e
Sbjct 368 CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG
Query 438 ATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CErerrrrrrrrrrerrer ettt e ettt r e
Sbjct 428 ATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
Query 498 CCAGCAGCC 506
FEEEIETT
Sbjct 488 CCAGCAGCC 496
ISOLADO Bal4

Lactococcus lactis strain PU-D 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KU568489.1

65

367

437

427

497

487

GCGCGCGMCGGGTCGTCTTCCTGTSMSAKYRRSCGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGAG
CAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATG
CTAATACCGCATAACAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGA
TGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCA
GAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCYAA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

34

11

94

71

154

131

214

274

CGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGAGCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
CGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGAGCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGG

GAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAACAACT

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
GAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAACAACT

TTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTT

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
TTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTT

GTATTAGCTAGTITGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGA
FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e

GTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGA

GGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG

93

70

153

130

213

190

273

250

333


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1046592243?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=4PAZ5NPF014

Sbjct 251 GGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
Query 334 GGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTT
FErrrrrrrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 311 GGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTT
Query 394 TCGGATCGTAAAACTCIGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAG
FErrrrrrrrrrrrrrerrr et e e e e err e e e e e e e e e
Sbjct 371 TCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAG
Query 454 TGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC 500
FEETEEEr et et e e e e r e e e e e e e
Sbjct 431 TGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC 477
ISOLADO Bal5

Enterococcus sp. LPi8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: JE718432.1

66

310

393

370

453

430

GGAATTTGTGTAGGGTCCGCATCGTCKCTGCAGTCGAACRCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTC
AATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAAC
ACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTT
CGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCC
ACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCC
TGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCYA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

28

88

67

148

127

208

187

268

CTGCAGTCGAACRCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCG

FEErrrrrrrrr rrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e
CTGCAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGG

Crrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e et
GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGG

TGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTG

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e et e e e e e e e e
TGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTG

TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC

CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
FErrrrrrrrrrrrrr et er e e e e e e e et e e e e e e e

87

147

126

207

186

267

246

327


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332429599?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4PB9CX97015

Sbjct 247 CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
Query 328 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA
FEEEEEErrrr et er e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 307 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA
Query 388 CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTITTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG
FEEEEErr ettt e e e e et et e e e e e e e
Sbjct 367 CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGITGTTAGAGAAGAACAAGG
Query 448 ACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 427 ACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
Query 508 CCAGCAGCC 516
FEETEETT
Sbjct 487 CCAGCAGCC 495
ISOLADO Bal6

67

306

387

366

447

426

507

486

Streptococcus macedonicus strain SM203 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KM264319.1

TGCGCGGAACGTTGTGGCTGCAGTAGACGCTGAAGACTTTAGCTTGCTAGAGTTGGAAGAGTTGCGA
ACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTATTAGTGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATA
CCGCATAATAGTGTTTAACACATGTTAGAGACTTAAAAGATGCAATTGCATCACTAGTAGATGGACC
TGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCT
CTGTTGTAAGAGAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGTGACGGTAACTTACCAGAAAGG
GACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCWCA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

19

79

61

139

121

199

181

TGCAGTAGACGCTGAAGACTTTAGCTTGCTAGAGTTGGAAGAGTTGCGAACGGGTGAGTA

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
TGCAGTAGACGCTGAAGACTTTAGCTTGCTAGAGTTGGAAGAGTTGCGAACGGGTGAGTA

ACGCGTAGGTAACCTGCCTATTAGTGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGC

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr et e et e e e
ACGCGTAGGTAACCTGCCTATTAGTGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGC

ATAATAGTGTTTAACACATGTTAGAGACTTAAAAGATGCAATTGCATCACTAGTAGATGG

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e et e e e e e e e e
ATAATAGTGTTTAACACATGTTAGAGACTTAAAAGATGCAATTGCATCACTAGTAGATGG

ACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATACATAGCC

A
ACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATACATAGCC

78

138

120

198

180

258

240


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/700587866?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4PBNV6RT015

Query 259 GACCIGAGAGGGIGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 241 GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
Query 319 CAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 301 CAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
Query 379 AGAAGGTTITCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTAAGAGAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAG
FEETEEEr et et e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 361 AGAAGGTITTTCGGATCGTAAAGCTCTIGTTGTAAGAGAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAG
Query 439 TTCACACAGTGACGGTAACTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC 493
FEETEEEr et et r e e e e e e e e e e e e
Sbjct 421 TTCACACAGTGACGGTAACTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC 475
ISOLADO Bal7

68

318

300

378

360

438

420

Lactobacillus rhamnosus strain PgIGER63 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KR054686.1

GTAAAGCGTAGGGTCCGTTGTGCTGMAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTG
ATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATA
ACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGC
GTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGG
CGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

23

18

83

78

143

138

203

CTGMAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACG

FErrrerrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e et e e e e e e
CTGCAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACG

AGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGG

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
AGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGG

AAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCG

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
AAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCG

TAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA

Frrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrree et e et e e
TAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA

82

77

142

137

202

197

262

257


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/927784045?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4PBCR2VG014

Query 263 CCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 258 CCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
Query 323 GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGAT
FErrrrrrrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 318 GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGAT
Query 383 GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAG
FEETEEEr ettt r e e e e e e e e e e e
Sbjct 378 GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAG
Query 443 AATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAA
FEETEEEr ettt e e e e e et e e e e e e e e
Sbjct 438 AATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAA
Query 503 CTACGTGCCAGCAGCC 518
FEETEEETErr e
Sbjct 498 CTACGTGCCAGCAGCC 513
ISOLADO Bal8

Lactobacillus rhamnosus strain NBRC 3425 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence
Sequence ID: NR_113332.1

69

322

317

382

377

442

437

502

497

CAAAACCGTAGCCCCGTGTGTCKCTGCAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTT
GATTTAATTTTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATA
ACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGC
GTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGG
CGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

25

29

83

89

143

TGC-AGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTG-ACG

FEErrrrrrrr et et e e e e e e e e e e e e e e e e
TGCAAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACG

AGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGG

AGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGG

AAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCG

82

88

142

148

202


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252134?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4P3APX8G015

Sbjct 149 AAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCG
Query 203 TAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 209 TAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGITGGTGAGGTAACGGCTCA
Query 263 CCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 269 CCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
Query 323 GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGAT
FEETEEEE et et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 329 GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGAT
Query 383 GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAG
FEETEEEr ettt r e e e e e e e e e e e
Sbjct 389 GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAG
Query 443 AATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAA
FEETEEEr ettt e e e e e et e e e e e e e e
Sbjct 449 AATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAA
Query 503 CTACGTGCCAGCAGC 517
FEETEEETErrrrd
Sbjct 509 CTACGTGCCAGCAGC 523
ISOLADO Bal9

70

208

262

268

322

328

382

388

442

448

502

508

Enterococcus durans strain JCM 8725 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: NR_113257.1

GGGGGGCCCGGGTCGTCTCTGCAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAG
AAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAAC
AGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGC
TGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCGGSAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCTAA

Query

Sbjct

20

29

TGC-AGTCG-ACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCG

e
TGCAAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCG

77

88


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252059?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4P6DSCNF015

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

78

89

138

149

209

258

269

318

329

378

389

438

449

509

AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG

A
AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG

TGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTG

Frrrrrrrrerrrrrererrt rerrrrrrrrrrr e et e e e
TGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTG

TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e
TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC

CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

FEErrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e
CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGSAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA

FErrrrrrrrrrrrrrerrr et e e e e et et e e e e e e e
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA

CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG

FEErrrrrrrrrrrrr et e e e et e e e et e e e e e e e e
CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG

ATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG

FEErrrrrrrrr et e et e e e et e e e et e e e e e e e e
ATGAGAGTAACTGITCATCCCTITGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG

CCAGCAGCC 506

FEETEETT
CCAGCAGCC 517

ISOLADO Bal10

Enterococcus faecium strain AAU L7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: KJ396073.1

71

137

148

197

208

257

268

317

328

377

388

437

448

497

508

CGTTTGGATTAGGACTAGCATCGTCTCTGCAGKCGASKYTTCTTTTTCWTGGTATTTGCTCCACCGA
AAAAAGAGGAGTGGCGACCTTCTTAGTAACACCTGGGTAACCTGCCCATCCTAAGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCRAAACCGCGTGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCRGG
TGTCCCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAKCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGA
TGCATATCCGACCTGASAGGGTGATCGGCCACATTGATACTGASACACGGSCTTYACTCGTACKGGA
GGAATCRSTASGGAATCTTCGTGAATGGACCATAGTCTGACCRAGCTACGCCSCGTGAGTGAASAAG
GTTTTCRGATCKCATTTCTCTGTTGATARAGCASAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCWTCCCTTGAY
KGTATCTAACCAGAAAGCCTCGGCTWGCTACGTGCCARCASCCMTA


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/599088562?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4P6W3K6C014

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

56

116

68

176

128

236

188

296

248

356

308

416

368

476

428

TTGCTCCACCGAAAAAAGAGGAGTGGCGACCTTCTTAGTAACACCTGGGTAACCTGCCCA

FEEEEErrerr rrrr et e e | Forrrrrr e trrr et rrrd
TTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCA

TCCTAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCRAAACCGCGTG

FEorrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e errrerr e e e e e e e e
TCATAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATG

GTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCRGGTGTCCCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAKCT

FErrrrrrrrrrerrrerre et rerrer cerrerr e e rrr e e e
GTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCT

AGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATATCCGACCTGASAGGGTGATCG

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrrerrrrrrer et rrrrrrrrr e
AGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG

GCCACATTGATACTGASACACGGSCTTYACTCGTACKGGAGGAATCRSTASGGAATCTTC

FEEErrerr e rrrrer | FEEr e e e rrrrrrrr
GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC

GTGAATGGACCATAGTCTGACCRAGCTACGCCSCGTGAGTGAASAAGGTTTTCRGATCKC

e Y
GGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGT

ATTTCTCTGTTGATARAGCASAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCWTCCCTTGAYKGTATC

[ e e e N ey
AAAACTCTGITGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATC

TAACCAGAAAGCCTCGGCTWGCTACGTGCCARCASCC 512

A e
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC 464

ISOLADO Balll

72

115

175

127

235

187

295

247

355

307

415

367

475

427

Enterococcus durans strain JCM 8725 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: NR_113257.1

CGAGAAAGTAGCCCAGCATCGTCKCTGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCG
GAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACT
TGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGYTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGG
GTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCYACG
ATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAA


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252059?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4P68Z3PU014

73

GGTTTTCGGATCGYAWAACTCTGTTGTTAGAGAASAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCTAAA

Query 26 TGC-AGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCG 84

FErrrrrrrrrrrrrerrr et e et e e e e e et e e e e e e
Sbjct 29  TGCAAGICGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCG 88

Query 85 AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG 144

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 89  AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG 148

Query 145 TGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGYTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTG 204

FEErrrrrrrrrerr et r e e et rer et terr e e e e e e e
Sbjct 149 TGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGITTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTG 208

Query 205 TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC 264

FEErrrrrrrrrerrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 209 TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC 268

Query 265 YACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA 324

FErrrrrrrrrrrrrrerrrerrrerr e e e e e e e e e e
Sbjct 269 CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA 328

Query 325 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA 384

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 329 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTITCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA 388

Query 385 CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGYAWAACTCTGTTGTTAGAGAASAACAAGG 444

Frrrrrrrrrrrerrrerrrrrrrerreer et rerrrrrr e e e e
Sbjct 389 CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 448

Query 445 ATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG 504

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 449 ATGAGAGTAACTGTTCATCCCITGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG 508

Query 505 CCAGCAGCC 513
FEEEEEE

Sbjct 509 CCAGCAGCC 517

ISOLADO Bal12

Enterococcus sp. M192 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: FJ513848.1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/223047918?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=4PAMR0T3015

74

TTAGGAAGTAGCTCCGCATCGTTTGCTGCAGTCGAACRCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACC
GGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACAC
TTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCG
GGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAKCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCAC
GATGCATAKCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGASACACGGCCYAWACTCCTACGG
GAGGCAKCASTASGGAATCTTCGGCAATGSACSAAAGTCTGACCGAGCWACSCCGCGTGAGTGAASA
AGGTTTTCGGATCGTAWAACTCTGTTGTTARAGAASAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTG
ACGGTATCTAACCRGAAAGSCWCGGCTAAMTACRTGCYARCASCCTAAA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

26

68

146

128

206

188

266

248

326

308

386

368

446

428

506

488

CTGCAGTCGAACRCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCG

A
CTGCAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCG

AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG

A
AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG

TGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr et e et e e e
TGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTG

TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAKCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC

FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e terr e e e e e e e e e
TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGT TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC

CACGATGCATAKCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGASACACGGCCYAW

FEEErrrrrrr rerrerr e e rerrerr e e e e e e e e rn
CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

ACTCCTACGGGAGGCAKCASTASGGAATCTTCGGCAATGSACSAAAGTCTGACCGAGCWA

FErrrrrrrrrrerrr e e rerrrrrrerrrerrt rr e e e
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA

CSCCGCGTGAGTGAASAAGGTTTTCGGATCGTAWAACTCTGTTGTTARAGAASAACAAGG

CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG

ATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCRGAAAGSCWCGGCTAAMTACRTG

ATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG

C 506

C 488

85

67

145

127

205

187

265

247

325

307

385

367

445

427

505

487
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Pediococcus pentosaceus strain E24-168 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KP189228.1

GSRWWCWCTTGTAGCTGTCTTTTGCTGCAGTCGACGAACWTCCGTTAATTGATTATGACGTACTTGT
ACTGATTGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGA
AGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTT
TAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGG
CTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAA

CTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCYAA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

25

68

145

128

205

188

265

248

325

308

385

368

445

428

CTGCAGTCGACGAACWTCCGTTAATTGATTATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAA

Frerrrrrrrrrrrr eerrrrrrerrrrrrrrrr e et e e e
CTGCAGTCGACGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAA

CACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTAGGGGAT

A
CACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTAGGGGAT

AACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAA

Frrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e et e e e
AACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAA

AAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTA

Frrrrrrrrrrrerrrerrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e
AAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTA

AAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGAC

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrerrr e e e e e e e e e e e e e e
AAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGAC

TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCA

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCA

AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGT

Crrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e et
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGT

TAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCC

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e et e e e e e e e e
TAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCC

84

67

144

127

204

187

264

247

324

307

384

367

444

427

504

487
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Query 505 ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC 528

FEEETEEErrrrr e
Sbjct 488 ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC 511

ISOLADO Bal14

Enterococcus sp. 77ws gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence
Sequence ID: AB675122.1

AAACGTGAGTAGCGTCGMGCATCGTCKCTGCAGTCGAACGCTTTTTCTTTCACCGGAGCTTGCTCCA
YCGAAAGAAAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAAC
ACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACACTATTTTCCGCATGGAAGAAAGTTGAAAGGCGCTTT
TGCGTCACTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCRAC
GATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACARGGATGAGAGTAAAATGTTCATCCCTT
GACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCTAA

Query 28 CTGCAGTCGAACGCTTTTTCTTTCACCGGAGCTTGCTCCAYCGAAAGAAAAAGAGTGGCG 87

Frrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrreerrrrrre et rrrrrrrr e
Sbjct 6 CTGCAGTCGAACGCTTTTTCTTTCACCGGAGCTTGCTCCACCGAAAGAAAAAGAGTGGCG 65

Query 88 AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG 147

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrerrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 66  AACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG 125

Query 148 TGCTAATACCGTATAACACTATTTTCCGCATGGAAGAAAGTTGAAAGGCGCTTTTGCGTC 207

FEErrrrrrrrr et et e e e et e e e et e e e e e e e e e
Sbjct 126 TGCTAATACCGTATAACACTATTTTCCGCATGGAAGAAAGTTGAAAGGCGCTTTTGCGTC 185

Query 208 ACTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCRA 267

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr et e et e e
Sbjct 186 ACTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAA 245

Query 268 CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC 327

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e et r e e
Sbjct 246 CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC 305

Query 328 TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACG 387

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et et e
Sbjct 306 TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACG 365

Query 388 CCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACARGGAT 447

Frrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrrre et e e et e
Sbjct 366 CCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGAT 425


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/665900317?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4PBGB6RJ014

Query

Sbjct

Query

Sbjct

448

426

508

486

GAGAGTAAAATGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGAGTAAAATGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC

CAGCAGCC

FEETET
CAGCAGCC

515

493

507

485

77



