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Resumo

MARQUES, Juliana de Lima. Caracterizacao fenotipica e molecular de bactérias
acido laticas isoladas de presunto cozido e verificacdo do potencial
tecnoldégico e bacteriocinogénico contra Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus. 2014. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pds Graduacao em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

Micro-organismos patogénicos se desenvolvem nas condicfes que se encontram 0s
alimentos, assim como as bactérias &cido laticas (BAL), que prevalecem na
microbiota natural de muitos destes, incluindo os produtos cérneos. Diante do
exposto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar, por técnicas bioquimicas e
moleculares, bactérias acido lacticas (BAL) isoladas de presunto cozido fatiado,
assim como verificar o potencial tecnoldgico e bacteriocinogénico contra Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus. Para duzentos (200) isolados, foram
realizados testes de coloracdo de Gram, catalase, crescimento nas diferentes
temperaturas (10°C e 45°C), concentracfes de NaCl (4,5% e 6%), resisténcia em
diferentes valores de pH (4,0 e 9,0) e tipo de fermentacdo. Apas, foi realizado o teste
de antagonismo contra S. aureus e L. monocytogenes, utilizando a técnica spot-on-
the-lawn, seguido do teste de atividade proteolitica. Ap6s a caracterizacdo dos
isolados, aqueles que revelaram resultados positivos a todos os testes, foram
submetidos a identificagcdo fenotipica por meio do sistema Vitek, e posterior
confirmacédo por técnicas moleculares (PCR). Os resultados demonstraram que dos
duzentos (200) isolados, 181 (90,5%) foram identificados como BAL, sendo 71
(39,22%) com potencial de aplicacdo tecnolégica. Além disso, 68 (95,8%)
apresentaram atividade antagonista contra S. aureus e L. monocytogenes, indicando
a producdo de compostos antimicrobianos. Porém, quando submetidos ao teste de
atividade proteolitica, 64 (90,14%) apresentaram potencial bacteriocinogénico.
Destes, 7 (46,66%) foram identificados bioquimicamente e molecularmente como P.
pentosaceus. Com isso, pode-se afirmar que o0s isolados identificados
molecularmente como P. pentosaceus apresentam amplo espectro de aplicacao
como culturas iniciadoras em produtos carneos, além do potencial
bacteriocinogénico contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Bacteriocinas; Pediococcus pentosaceus; Presunto cozido.



Abstract

MARQUES, Juliana de Lima. Phenotypic and molecular characterization of lactic
acid bacteria isolated from cooked ham and technological and
bacteriocinogenic  potential against Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus. 2014. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pds Graduacao em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

Besides pathogenic microorganisms fail to develop the conditions, which are foods,
lactic acid (LAB) bacteria and their bacteriocins dominate the natural microbiota of
many of these, including meat products. Given the above, the objective of this study
was to characterize, by biochemical and molecular techniques, lactic acid bacteria
(LAB) isolated sliced cooked ham, and to evaluate the antagonistic activity against
Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus. From 200 isolates Gram stain,
catalase, growth at different temperatures (10 °C and 45 °C), concentrations of NaCl
(4.5% and 6%), resistance to different pH tests were carried out (4.0 and 9,0) and
type of fermentation. After the antagonism against S. aureus and L. monocytogenes
test was carried out using the technique spot-on-the-lawn, followed by testing of
proteolytic activity. After characterization of the isolates revealed that the positive
results for all tests, underwent biochemical identification by the Vitek system, and
subsequent confirmation by molecular techniques. The results showed that isolates
two hundred, 181 (90.5%) were identified as BAL, 71 (39.22%) with great potential
for technological application. In addition, 68 (95.8%) had antagonistic activity against
S. aureus and L. monocytogenes, indicating the production of antimicrobial
compounds. However, when subjected to proteolytic activity, 64 test (90.14%)
showed bacteriocinogenic potential. Of these, 7 (46.66%) were biochemically and
molecularly identified as P. pentosaceus. With this, it can be stated that the isolates
identified as P. pentosaceus have molecularly broad spectrum of application as
starter cultures in meat products, beyond the bacteriocinogenic potential against
Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus.

Keywords: Bacteriocins; Pediococcus pentosaceus; Cooked ham.
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1 INTRODUCAO

Para os consumidores, os alimentos sdo fontes nutricionais de importancia
significativa para a manutencdo da saude e bem-estar. Porém, esse alto teor de
nutrientes faz dos alimentos, dependendo dos fatores intrinsecos e extrinsecos, um
meio propicio para a sobrevivéncia e multiplicagdo de micro-organismos. Além de
determinados micro-organismos patogénicos se desenvolverem nas condi¢coes que
se encontram os alimentos, as bactérias acido laticas (BAL) prevalecem na
microbiota natural de muitos destes, incluindo os produtos carneos (DE MARTINS et
al., 2002; SAKALA et al., 2002).

As BAL fazem parte de um grupo de bactérias Gram-positivas, agrupadas
por apresentarem as mesmas caracteristicas morfolégicas, metabdlicas e
fisiol6gicas (AXELSSON, 2004). Quando aplicadas como culturas iniciadoras, as
BAL aumentam o periodo de conservacdo de alimentos, provocando a degradacéo
dos carboidratos presentes na matéria-prima, 0 que consequentemente causa
reducdo do pH, tornando o meio inviavel para o desenvolvimento de grande parte
dos micro-organismos deteriorantes e patogénicos (MADEIRA et al.,, 2003). A
atividade antagonista promovida pelas BAL se da devido a producdo de compostos
antimicrobianos, como os acidos organicos, didxido de carbono, diacetil, peroxido de
hidrogénio e bacteriocinas (CASTELLANO et al., 2008).

Bacteriocinas sdo de grande interesse em pesquisas atuais. Sao peptideos
antimicrobianos com acao bactericida ou bacteriostatica, sintetizados via ribossomal
e hidrolisados por enzimas digestivas. Essas substancias apresentam grande
potencial tecnolégico e bioconservador, visto que dificultam a multiplicacdo e
sobrevivéncia de micro-organismos patogénicos e deteriorantes (SOBRINO-LOPEZ;
MARTIN-BELLOSO, 2008, ACUNA et al., 2012).

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos a fim de identificar isolados

bacteriocinogénicos. Dal Bello et al. (2010) identificaram 9,8% dos isolados de
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Enterococcus de produtos carneos com potencial bacteriocinogénico contra L.
monocytogenes. Biscola et al. (2013) ao isolarem BAL de carne de charque
identificaram sensibilidade de dois isolados frente as enzimas proteoliticas,
demonstrando a natureza proteica das substancias antimicrobianas, ou seja,
potencialmente bacteriocinogénicos contra S. aureus e L. monocytogenes.

No entanto, no Brasil s6 é permitido o uso comercial da nisina, bacteriocina
produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis. Sua aplicacdo se da somente em
queijos e superficies externas de salsichas, ja que néo € resistente ao tratamento
térmico, limitando a aplicacdo em demais produtos carneos (DEEGAN et al., 2006).
Barros (2009) aplicou nisina em tripas naturais objetivando o controle de micro-
organismos deteriorantes em salsichas, e obtiveram sucesso em seus resultados.

Sendo assim, a busca por novas linhagens produtoras de bacteriocinas
isoladas de produtos carneos é necesséria, a fim de promover a bioconservacéo
desses produtos.

Dentre os produtos carneos industrializados, o presunto cozido fatiado se
destaca por ser altamente perecivel, além de ser um produto que envolve grande
manipulacdo, apresentando maior superficie de contato com o oxigénio, o que pode
reduzir a vida util do alimento, pois permite o crescimento de micro-organismos
aerobios e anaerdbios facultativos, veiculados pelos manipuladores, plantas de
processamento, equipamentos/utensilios (OLIVEIRA, 2006).

Vale ressaltar que a RDC n°12 de 2001 preconiza para produtos carneos
cozidos ou ndo, embutidos ou ndo (mortadela, salsicha, flambre, presunto, morcela e
outros): auséncia de Salmonella sp./25g., tolerancia de 102 UFC/g para coliformes a
45 °C, 3.10% UFC/g para Staphylococcus coagulase positiva, e 5.102 UFC/g para
Clostridium sulfito redutor a 46 °C (BRASIL, 2001).

Tendo em vista o grande problema dos conservantes sintéticos presentes
nos alimentos, assim como os efeitos que podem causar na saude dos
consumidores quando ingeridos, por determinado tempo e com certa frequéncia,
como os efeitos alergénicos (PEREIRA et al., 2008), justifica-se a busca por novos
aditivos considerados naturais, que possam controlar e eliminar micro-organismos
indesejaveis. E com o avanc¢o da biotecnologia, nos permite identificar que os micro-
organismos mais promissores, assim como 0s compostos produzidos por eles, séo
agueles isolados da microbiota natural dos alimentos, pois tendem a ter capacidade

metabodlica mais bem adaptada as condicfes expostas.
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Sabendo-se que L. monocytogenes e S. aureus sao patdogenos de interesse
em alimentos, principalmente em produtos carneos, ja que essas duas espeécies
conseguem se desenvolver em ampla faixa de temperatura e pH, resistem a altas
concentracbes de NaCl e a reducdo da atividade de &gua, consideram-se
necessarias pesquisas que visam analisar a presenca de BAL produtoras de
antimicrobianos de origem proteica e com potencial tecnolégico em produtos
carneos, como presunto cozido. Os isolados com potencial para inibir Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus, ap0s caracterizados molecularmente,
poderdo ser utilizados tanto como alternativas a fim de solucionar problemas de
seguranca alimentar como estratégias de aplicacdo tecnoldgica para produtos

carneos industrializados.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar, por técnicas bioquimicas e moleculares, bactérias acido lacticas
(BAL) isoladas de presunto cozido fatiado, assim como verificar o potencial
tecnologico e bacteriocinogénico contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus

aureus.

2.1.1 Objetivos Especificos

1. Caracterizar bactérias acido lacticas (BAL) isoladas de amostras de
presunto cozido fatiado;

2. Detectar a presenca de atividade antagonista de BAL presentes nas
amostras de presunto cozido fatiado contra L. monocytogenes e S. aureus;

3. Confirmar a natureza proteica da(s) substancia(s) produzidas pelos
isolados de BAL, com atividade contra L. monocytogenes e S. aureus;

4. ldentificar, em nivel de género e espécie as BAL isoladas de presunto
cozido fatiado, com potencial bacteriocinogénico confirmada em relacdo aos
patégenos testados, por técnicas bioquimicas e moleculares.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bactérias acido laticas (BAL)

A vasta diversidade de BAL permite sua presenca em Vvarios nichos
ecoldgicos, habitando naturalmente aqueles ricos em nutrientes, principalmente os
alimentos, como produtos lacteos, carneos e vegetais (INES et al., 2008). Também
podem ser encontradas no solo, &gua, silagem, além de serem isoladas da cavidade
oral, do trato gastrintestinal e genital, onde podem afetar beneficamente os
ecossistemas microbianos de seres humanos e animais (MAKAROVA; KOONIN,
2007).

Essa habilidade de sobreviver em diversos habitats se da pela capacidade de
utilizar e transportar diferentes substratos. Como exemplo, no genoma de alguns
micro-organismos presentes no trato gastrintestinal, foram encontrados
transportadores especificos para fruto-oligossacarideos, os quais sdo carboidratos
ndo digeriveis identificados prioritariamente nesse ambiente (SCHROETER;
KLAENHAMMER, 2009).

As BAL compreendem um grupo de micro-organismos com caracteristicas
morfolégicas, metabdlicas e fisiolégicas em comum (PFEILER; KLAENHAMMER,
2007). Sdo Gram-positivas, apresentam morfologia de cocos, bacilos ou coco-
bacilos (FUGELSANG; EDWARDS, 2007), ndo sao esporuladas, contém baixo
conteuddo de G+C, sdo acidos tolerantes, catalase e motilidade negativas, e
consideradas anaerodbias, anaerobias facultativas ou microaerofilas. Aléem disso, sédo
quimiorganotroéficas (basicamente sacaroliticas), atuando preferencialmente sobre os
carboidratos (MAKAROVA; KOONIN, 2007).

Sdo classificadas geralmente como mesoéfilas, mas conseguem se
desenvolver em uma ampla faixa de temperatura, variando entre 5 °C e 45 °C. Vale
ressaltar que a multiplicacdo em determinadas temperaturas € importante para

diferenciar as bactérias, assim como a toleréncia ao sal e as condi¢cdes acidas e
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alcalinas como, por exemplo, algumas cepas se desenvolvem em pH 9,6 e outras
em pH 3,0, como no caso dos probidticos (AXELSSON, 2004).

Para obtencdo de energia para a biossintese e reproducédo, necessitam de
grande quantidade de acido latico (resultado do metabolismo primario dos
acucares), assim como de vitaminas do complexo B e de alguns aminoacidos em
determinadas espécies (FERREIRA, 2003). Com base no metabolismo fermentativo,
as BAL podem ser classificadas em homofermentativas ou heterofermentativas. As
primeiras produzem &acido latico como o principal produto da fermentacdo da glicose,
enquanto que as heterofermentativas produzem diversos metabdlitos como produtos
resultantes, tais como o acido acético, dioxido de carbono e etanol, além do proprio
acido lactico (PARADA et al., 2007). Como exemplo de homofermentativo, temos as
espécies dos géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus e
alguns Lactobacillus, e heterofermentativo, espécies de Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella, Carnobacterium, e alguns Lactobacillus (AXELSSON, 2004).

Em determinadas situacles, diferentes espécies de BAL utilizam vias
alternativas para a metabolizacdo do piruvato, dependendo das condi¢cdes e da
capacidade enzimatica, 0 que acaba gerando outros compostos, como 0 acetato,
gas carbonico, peroxido, diacetil e acetoina (HUTKINS, 2006).

Sabendo-se que nutricionalmente as BAL sdo descritas como fastidiosas,
algumas exigéncias nutricionais sdo necessarias (FUGELSANG; EDWARDS, 2007).
O carbono é considerado o elemento estrutural basico, sendo fundamental para a
producdo dos compostos organicos necessarios para a Vviabilidade celular
(TORTORA et al., 2005). As BAL obtém carbono por meio da fermentacdo da
glicose ou de outros compostos. Algumas espécies fermentam o acido malico e o
acido tartarico, que € de grande interesse do ponto de vista enologico
(ZAMBONELLI, 2003). Enquanto o nitrogénio, € fundamental para a sintese de
proteinas, de acidos nucléicos (DNA e RNA) e para a sintese de ATP (TORTORA et
al., 2005). Quanto a disponibilidade para as BAL, encontra-se na forma de residuos
de aminoacidos e peptideos (ZAMBONELLI, 2003). Os sais minerais e as vitaminas
sao requeridos em diferentes concentracdes entre as espécies, e sdo essenciais ao
metabolismo celular (LEPE; LEAL, 2004).

A classificagdo das BAL em diferentes géneros se da de acordo com a
morfologia, tipo de fermentacdo, configuracdo do acido latico sintetizado, e

tolerancia a diferentes condicbes de sal, pH e temperatura em que as cepas séo
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submetidas. Além disso, a relacdo filogenética entre os diferentes micro-organismos
também é considerada (AXELSSON, 2004).

Segundo revisdes taxondmicas, existem cerca de 20 géneros de BAL, porém
sob o ponto de vista tecnoldgico, os principais representantes sao: Lactobacillus,
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Paralactobacillus, Trichococcus e Weissella (MOHANIA
et al., 2008).

3.2 Atividade antimicrobiana

As BAL sao conhecidas por promoverem seguranca alimentar, devido aos
compostos antimicrobianos que podem sintetizar, assim como, propiciam qualidade
aos alimentos, através da aplicacdo de culturas iniciadoras em produtos
fermentados, 0s quais proporcionam sabor, aroma e textura aos produtos (ROUSE
et al., 2007). Ou seja, alguns desses compostos sé&o capazes de inibir o crescimento
de determinados micro-organismos patogénicos e deteriorantes que podem estar
presentes, além de, dependendo das concentracfes utilizadas provocarem
alteracdes sensoriais no produto (HERREROS et al., 2005).

Essa atividade antagonista pode se dar por diversos mecanismos, como
sensibilidade as interagcdes microbianas, competicdo por nutrientes, sitios de
adesdo, e producdo de substancias inibitrias bactericidas (VASQUEZ et al., 2009),
como os acidos organicos (acido latico, acético e propidnico), didxido de carbono,
diacetil, peréxido de hidrogénio, substancias antimicrobianas de baixo peso
molecular (reuterina) e bacteriocinas (CASTELLANO et al., 2008).

Para identificacdo da atividade antimicrobiana, podem ser realizadas
diferentes técnicas, dentre elas: inoculagdo e inversdo do agar, inoculagdo na
superficie de placa com a cultura indicadora (spot-on-the-lawn) e difusdo em pocgos
(LEWUS; MONTVILLE, 1991). Em geral, é verificada a atividade antimicrobiana
contra um micro-organismo alvo, observada em placas onde se cultiva a BAL e
posteriormente é adicionado um micro-organismo patogénico. Apos a incubacao das
placas em temperatura e tempo apropriados, sdo observados halos inibitorios ao
redor do crescimento da BAL (MULLER et al., 2009).

Um aspecto em comum, entre as BAL, sdo as vias fermentativas para a
sintese de energia celular, resultando na producdo de acidos organicos,

principalmente acido latico, o qual provoca reducdo do pH no meio, dificultando a
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sobrevivéncia de patdégenos (AMMOR; MAYO, 2007). Na pesquisa desenvolvida por
Wilson et al. (2005) verificaram atividade anti-listeria de Lactobacillus plantarum SK1,
diante a producédo de acido latico. Outra funcdo importante desempenhada pelo
acido latico € a destacada por Servin (2004), que ressalta que 0 mesmo atua como
um permeabilizador da membrana externa de bactérias Gram-negativas,
possibilitando que outros antimicrobianos penetrem na célula, aumentando a
sensibilidade dos patégenos aos antimicrobianos.

No caso de fermentacdo heterolactica, pode ocorrer também producdo de
acido aceético, foérmico, etanol e dioxido de carbono (MATAMOROS et al., 2009).
Muitas vezes indesejaveis em certos alimentos, pois a presenca de acidos influencia
diretamente no sabor e aroma do produto (VASQUEZ et al., 2009).

Outro metabdlito, peroxido de hidrogénio, pode ser produzido pelas enzimas
flavinas de BAL, na presenca de oxigénio, lactato, piruvato e NADH (HOLZAPFEL et
al., 2001). O composto apresenta inibicdo contra alguns micro-organismos, devido
ao efeito oxidante que promove na membrana lipidica e nas proteinas celulares
(CAPLICE; FITZGERALD, 1999). Pridmore et al. (2008), constataram que
Lactobacillus johnsonii NCC533, produtor de peroxido de hidrogénio apresentou
atividade antagonista dessa cepa contra Salmonella Typhimurium SL1344. Em
determinadas situacfes, a producdo de peréxido de hidrogénio pode afetar a
sensorialidade do produto (HOLZAPFEL et al., 2001), assim como, a cor de produtos
carneos, pela formacdo de coleglobina, responsavel pelo pigmento esverdeado
(TERRA et al., 2004).

A producédo de diacetil por algumas BAL promove o aroma de manteiga em
produtos lacteos, porém sdo necessarias grandes concentracbfes para a
conservacao do alimento, o que acaba limitando seu uso. Em contrapartida, o
acetaldeido necessita de menores concentracdes para provocar a inibicdo de micro-
organismos indesejaveis (SUSKOVIC et al., 2010).

O gés carbbnico e o etanol sdo compostos antimicrobianos que as bactérias
heterofermentativas também sdo capazes de produzir. A sintese de biosurfactantes,
amonia e sideréforos (capazes de reduzir a quantidade de ferro disponivel para o
micro-organismo) também podem promover o antagonismo das BAL (DE VUYST;
LERQY, 2007; CHEICKHYOUSSEF et al., 2008).

Licke (2000) ressalta que metabdlitos como peréxido de hidrogénio, gas

carbbnico e diacetil apresentam aplicacdo limitada em produtos carneos como
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compostos antimicrobianos, pois dependendo da concentracdo podem influenciar
nas caracteristicas sensoriais do produto.

No entanto, dentre todos 0os compostos antimicrobianos que as BAL podem
sintetizar, as bacteriocinas sdo a de maior relevancia na bioconservacdo de
alimentos, visto que os outros metabdlitos podem provocar alteracdes sensoriais nos
produtos (FERNANDEZ et al., 2003). Como dados apresentados por Sawitzki et al.
(2009), foram identificadas cepas de Lactobacillus plantarum isoladas de embutidos
carneos artesanais que apresentaram antagonismo contra S. aureus ATCC 12598,
L. monocytogenes NTC 098630 e E. coli 25922, bem como potencial tecnoldgico

para uso como culturas iniciadoras.

3.3 Bacteriocinas

A emergéncia de micro-organismos resistentes aos antibioticos de uso clinico
aumentou o0 interesse por pesquisas de peptideos naturais com atividades
antimicrobianas. Esses peptideos, denominados de bacteriocinas, estédo
concentrando grande parte dos estudos sobre bioconservacdo, enfatizando sua
deteccdo, producdo, purificacdo, mecanismo de acdo, caracterizacdo bioquimica e
aplicac&o na bioconservacéo de alimentos (VASQUEZ et al., 2009).

As Dbacteriocinas sdo definidas como substancias bactericidas ou
bacteriostaticas de origem proteica, produzidas por determinadas linhagens
bacterianas que impedem a multiplicacdo de outros micro-organismos
(NASCIMENTO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2012). Devido a isto, as bacteriocinas
vém sendo aplicadas como bioconservantes. A bioconservagcao envolve a aplicacéo
de um conjunto de técnicas e de processos que empregam organismos Vivos ou
substéancias destes provindas. O uso desta permite melhorar a qualidade do produto,
controlar os processos, aumentar a vida Uutil, e consequentemente garantir a
seguranca do alimento (CORBO et al., 2009).

A sintese de bacteriocinas no metabolismo bacteriano é maior no final da fase
exponencial e no inicio da fase estacionaria e o seu declinio ocorre devido a
degradacéo proteolitica (THOMAS et al., 2000).

E importante ressaltar que as bacteriocinas e os antibiéticos convencionais
apresentam diferencas significativas, principalmente no que tange a sintese e o
espectro de acdo (FRANCIOSI et al., 2009; NIETO-ARRIBAS et al., 2009). A sintese

das bacteriocinas ocorre via ribossomal e seu espectro de acdo € mais restrito a
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bactérias filogeneticamente relacionadas. Além disso, as bactérias produtoras
desses peptideos sdo imunes a essas substancias sintetizadas, através da producéao
de proteinas especificas que estdo localizadas no mesmo operon da bacteriocina,
podendo estar no cromossomo bacteriano, plasmideos ou transposons (ARAUZ et
al., 2009). Em contrapartida, os antibioticos s&o considerados metabolitos
secundérios oriundos de bactérias e fungos, e seu espectro de acdo € amplo. A
resisténcia de alguns micro-organismos esta ligada a transferéncia de genes que
podem afetar sitios de acordo com seu mecanismo de acdo, podendo agir tanto na
membrana celular quanto em alvos intracelulares, inibindo a sintese de DNA, RNA,
formacao de proteinas e de parede bacteriana (CLEVELAND et al., 2001). Além
disso, as bacteriocinas ndo alteram a microbiota do trato gastrointestinal, pois estas
sao digeridas por enzimas proteoliticas, como tripsina e pepsina, diferentemente dos
antibiéticos que néo séo digeridos pela acdo das enzimas digestivas (BROMBERG
et al., 2006)

A atividade bacteriocinogénica surgiu ha cerca de 80 anos, quando foi
identificada atividade antagonista através da sintese de colicinas por determinadas
cepas de E. coli, o que permitiu avancos e desenvolvimento de métodos para
deteccao e isolamento desses compostos (COTTER; HILL; ROSS, 2005).

Todorov e Dicks (2007) salientam que, para a triagem de uma cepa produtora
de bacteriocina, € importante testar a atividade antagonista em diferentes condi¢cdes
(meio de cultivo, temperatura, pH, compostos organicos), pois geralmente esses
compostos sao produzidas em condicbes de estresse. Inativacdes gendmicas
também sdo consideradas empecilhos encontrados no estudo das bacteriocinas
(GALVEZ et al., 2007).

Além de promover antagonismo em relacdo aos micro-organismos
indesejaveis nos alimentos, as bacteriocinas também podem controlar o crescimento
de outras BAL que ndo sao culturas iniciadoras, mas que estdao presentes
naturalmente nos alimentos (GALVEZ et al., 2008; GUINAME et al., 2005). Devido a
lise das células bacterianas, esses peptideos também podem acelerar a protedlise e
a maturacdo, melhorando as caracteristicas sensoriais de varios produtos (GARDE
et al., 2006).

O principal grupo de bactérias gram-positivas produtoras de bacteriocinas séo
as BAL, o que reflete na aplicabilidade industrial como bioconservadores, ja que ha

um consenso quanto a inocuidade desse grupo de bactérias, com excecao de
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algumas espécies de Enterococcus e Streptococcus, que podem veicular alguns
genes de viruléncia (FOULQUIE-MORENO et al., 2006). Estudos relatam que
patégenos alimentares, como L. monocytogenes, C. botulinum e S. aureus sao
inibidos pela acdo das bacteriocinas (GALVEZ et al., 2007).

Quanto ao mecanismo de acdo das bacteriocinas nas células alvo, de uma
forma geral, a bacteriocina sofre uma interacdo eletrostdtica pelas células
energizadas. Quando entram em contato com a membrana celular, ocorre uma
mudanca na conformacdo dos peptideos, permitindo uma interacdo com oS
fosfolipidios da membrana através de forcas ibnicas, provocando uma
desestabilizacdo da bicamada lipidica, formando poros. Consequentemente, ocorre
uma dissipacdo do potencial de membrana e do gradiente de pH, reduzindo o ATP
intracelular e promovendo um efluxo de metabdlitos que interrompem a biossintese
celular (SIMOVA et al.,, 2009; BENKERROUM, 2010). No entanto, as bactérias
Gram-negativas acabam limitando a atividade das bacteriocinas (NERO et al., 2008;
CASTELLANO et al., 2008). Essas bactérias, por apresentarem uma membrana
externa, necessitam de um choque osmoético, tratamento com menor pH, detergente
ou agente quelante (como por exemplo, o EDTA), ou tratamento com campo elétrico
pulsado com a finalidade de destruir essa membrana externa (DE VUYST; LEROY,
2007). Porém, ndo sédo todas as cepas de BAL que sdo capazes de produzir esses
peptideos antimicrobianos (HAJIKHANI et al., 2007).

As bacteriocinas sao divididas em trés classes de acordo com suas
caracteristicas bioquimicas e genéticas:

- Composta pelos lantibiéticos. Sao bacteriocinas que apresentam o
aminoacido modificado lantionina, além de possuirem um peso
molecular menor que 5 kDa. Exemplo: Nisina.

- Composta pelos néo-lantibioticos, as quais sao formadas por peptideos
termoestaveis com peso molecular inferior a 10 kDa. Essa classe se
subdivide em trés classes.

a. lla: Sdo denominados “pediocin-like” (semelhantes a pediocina). Se
encontram o0s peptideos ativos (pediocinas) com atividade, em
especial contra L. monocytogenes. Inicialmente, os pré-peptideos
séo sintetizados com uma sequéncia leader na extremidade amino-
terminal, a qual é clivada durante a transloca¢cdo da bacteriocina, e

secretada da célula por meio de transportadores especificos.



23

b. llb: Composta pelas bacteriocinas que necessitam da atividade
sinérgica entre dois peptideos, apresentando um mecanismo de
acao que envolve a reducdo do ATP intracelular. Se forem
aplicados individualmente, apresentam reduzida atividade
bacteriocinogénica. Exemplo: Lactococina G e Lacticina.

c. llc: Apresentam uma estrutura ciclica, resultado da interagédo
covalente das terminacdes C e N. Exemplo: Enterocina AS-48,
Reuterina.

lll-  Composta por peptideos termolabeis, com peso molecular acima de 30

kDa (NASCIMENTO et al., 2008).

IV- Formada de estruturas proteicas associadas a moléculas de
carboidratos e lipideos, como a pediocina SJ-1. Porém, essa classe

ainda néo foi bem elucidada (COTTER; HILL; ROSS, 2005).

Quanto aos métodos de identificacdo de BAL bacteriocinogénicas, geralmente
sao realizados testes convencionais a fim de verificar a inibicdo de micro-organismos
alvos. Além disso, € preciso detectar a natureza proteica dessas substancias
antagonistas sintetizadas pelas BAL, através da adicdo de enzimas proteoliticas. No
entanto, para confirmacdo das BAL bacteriocinogénicas sdo necessarias técnicas
moleculares para assegurar maior precisdo nos resultados (BROMBERG et al.,
2006).

Ja foram identificadas diversas bacteriocinas sintetizadas por BAL, no
entanto, seu potencial de aplicacdo em produtos alimenticios ainda € restrito
(SOBRINO-LOPEZ; MARTIN-BELLOSO, 2008). A nisina é a Unica bacteriocina
licenciada para aplicacdo em alimentos no Brasil. E sintetizada por Lactococcus
lactis subsp. lactis, e s6 é permitido seu uso em queijos e superficies externas de
salsichas, limitando sua aplicacdo em produtos carneos (DEEGAN et al., 2006).

A aplicacdo das bacteriocinas como bioconservantes nos alimentos se pode
dar de varias formas: 1) inoculacdo da BAL no alimento e consequente producao de
bacteriocina; 2) aplicacdo da bacteriocina purificada no produto; 3) da bacteriocina
encapsulada; e 4) incorporacdo da bacteriocina na embalagem do produto
(NASCIMENTO et al., 2008). Com relagdo a primeira, os probiéticos podem produzir

bacteriocinas in situ, no trato gastrointestinal, o que favorece a colonizagao destas
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bactérias no intestino e protecdo contra possiveis patégenos (DE VUYST; LEROY,
2007).

Para a obtencdo de sucesso na aplicacdo desses peptideos, devem-se
avaliar suas propriedades, como: estabilidade a temperatura, pH e espectro de acao.
Visando a comercializacdo, € necessaria a avaliagdo das bacteriocinas em relacéo
aos principais fatores que serdo encontrados nos alimentos, assim como O0S
aspectos que proporcionardo sua producdo otimizada, sem afetar a qualidade
nutricional e sensorial do alimento (NAVARRO et al., 2000). Além disso, devem ser
analisadas quanto a sua patogenicidade, capacidade de sobreviver e competir com
a microbiota natural do produto (DEEGAN et al., 2006), bem como auséncia de
toxicidade, e a concentragcdo minima do peptideo capaz de inibir o crescimento de
bactérias indesejaveis no produto (SOBRINO-LOPEZ; MARTIN-BELLOSO, 2008).

3.3.1 Pediococcus e bacteriocinas

O género Pediococcus faz parte do grupo de BAL, compreende micro-
organismos Gram-positivos, homofermentativos, iméveis, anaerobios facultativos e
microaerdfilos (DOBSON et al., 2002). Apresentam a morfologia de cocos, tétrades,
mas podem ocorrer em pares, principalmente no inicio e metade da fase
exponencial do metabolismo bacteriano. Algumas cepas podem apresentar atividade
de pseudocatalase, quando se encontrarem em meios com concentracdo de
carboidratos reduzida. Além disso, a temperatura 6tima de crescimento varia entre
25 °C e 40 °C, porém algumas espécies crescem a 45 °C, e dificilmente a 10 °C
(SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2007).

Atualmente, sdo descritas dez espécies pertencentes a esse género, sendo
elas: P. damnosus, P. parvulus, P. inopinatus, P. cellicola, P. ethanolidurans, P.
claussenii, P. stilesii, P. acidactici e P. pentosaceus (DOBSON et al., 2002).

As bactérias que fazem parte deste género sdo encontradas em muitos
alimentos, principalmente como culturas iniciadoras em produtos fermentados (DIEZ
et al.,, 2012). Algumas espécies produzem compostos antimicrobianos, como as
bacteriocinas (ALBANO et al., 2007), as quais sdo chamadas de pediocinas, e
apresentam efeito bactericida sobre determinadas bactérias indesejaveis
(ANASTASIADOU et al., 2008).

Sao conhecidas, em torno, de 16 pediocinas. Dentre elas: pediocin A,

pediocin N5p, pediocin P e pediocin ACCEL (produzidas por P. pentosaceus),
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pediocin PA-1, pediocin, pediocin AcH, pediocin SJ-1, pediocin PC, pediocin PO2,
pediocin L50, pediocin 5, pediocin AcM, pediocin ST18 e pediocin CP2 (produzidas
por P. acidilactici), e pediocin PD-1 (produzida por P. damnosus) (MILLETTE et al.,
2008).

Uma vantagem da utilizacdo das pediocinas € a resisténcia que apresentam a
degradacdo térmica. Sendo assim, podem ser adicionadas as carnes cruas, pois
provavelmente vao continuar mantendo suas caracteristicas apdés o0 cozimento. A
pediocina PA-1/Ach. PO6s inoculados com pediocinas foram produzidos e
encapsulados em embalagens de alimentos, havendo inibicdo de Listeria na
superficie dos produtos (MURINA, 1996).

Dessa forma, a atividade bacteriocinogénica desenvolvida por algumas cepas
de Pediococcus tem despertado o interesse para aplicacdo dessas bactérias como
culturas iniciadoras ou de suas bacteriocinas como bioconservantes em alimentos
(PAPAGIANNI; ANASTASIADOU, 2009).

O uso como bioconservantes evita a contaminacdo dos produtos carneos
durante o pds-processamento (corte, embalagem, manuseio), além de apresentarem
atividade antagonista contra micro-organismos patogénicos de importancia em
produtos alimenticios, principalmente L. monocytogenes (ZHU; DU; CORDRAY;
AHN, 2005).

Sabe-se que a legislacdo no Brasil preconiza somente a aplicacdo comercial
de nisina, porém em outros paises ja é permitida a comercializacdo da pediocina
PA-1/Ach (ALTATM), produzida por P. acidilactici, 0 que aumenta a probabilidade
dessa ser a proxima a ser licenciada no pais (SOBRINO-LOPEZ; MARTIN-
BELLOSO, 2008). Essa bacteriocina € formada por 44 aminoacidos, 4,6 kDa, e
pertence a classe lla. Aléem disso, é codificada por um plasmideo, que contém o
operon pedABCD responsavel pela codificacdo desta bacteriocina. A pediocina é
caracterizada por resistir ao tratamento térmico e ao congelamento, mantendo sua
atividade por até 3 meses (RODRIGUEZ et al., 2002).

Em pesquisa desenvolvida, Murina (1996) detectou que bactérias produtoras
de pediocinas quando inoculadas no inicio da producdo de salsichas de frango
promovem a inibicdo de Listeria durante o periodo de fermentac&o do produto

Ja foram isoladas diversas cepas bacteriocinogénicas de Pediococcus a partir
de alimentos, como produtos carneos, lacteos (ALBANO et al., 2007) e bebidas
fermentadas (BENEDUCE et al., 2004; TODOROV; DICKS, 2005). De acordo com
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Papagianni e Anastasiadou (2009), cepas de P. pentosaceus vém sendo utilizadas
na industria de alimentos como culturas iniciadoras em bebidas fermentadas e em
produtos carneos.

Em pesquisa desenvolvida por Anastasiadou et al. (2008) um isolado de P.
pentosaceus potencialmente bacteriocinogénico, oriundo de linguica seca, foi
avaliado quanto a atividade antagonista contra patégenos Gram-positivos e Gram-
negativos, assim como, foi realizada a purificacdo e caracterizacdo da bacteriocina
produzida por esse isolado para possivel aplicacdo em alimentos.

Albano et al. (2009) isolaram P. acidilactici com potencial bacteriocinogénico
de produto carneo fermentado, e posteriormente a cultura foi aplicada em linguica
suina fermentada e defumada (tipica de Portugal) antes da etapa de embutimento,

atuando como bioprotetor contra L. innocua.

3.5 BAL em carnes e derivados

Diversos trabalhos vém sendo realizados com o intuito de isolar BAL de
produtos carneos e seus derivados, com potencial bacteriocinogénico e para
aplicagédo como culturas iniciadoras.

Conforme Papamanoli et al. (2003), de sete culturas de Lactobacillus
plantarum isoladas a partir da microbiota natural de salames, 71% apresentaram
atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes, 29% inibiram duas culturas de S.
aureus, porém nao houve inibicdo de E. coli 0157: H7 e B. cereus. Bromberg et al
(2006) isolaram BAL bacteriocinogénicas em carnes e produtos derivados, e
detectaram a eficiéncia da bacteriocina produzida por Lactobacillus lactis ssp.
hordniae na reducéo e inibicdo de L. monocytogenes.

No mesmo sentido, Sawitzki et al., (2009) ao avaliarem isolados de embutidos
carneos artesanais, identificados como L. plantarum, foi constatada atividade
antagonista contra S. aureus ATCC 12598, L. monocytogenes NTC 098630 e E. coli
25922, bem como potencial tecnoldgico para uso como culturas iniciadoras.

Em contrapartida, um grupo de estudos ao isolar BAL de um produto carneo
fermentado tradicional do Vietnd, obtiveram 85 isolados, sendo que somente 44
apresentaram caracteristicas tipicas de BAL, ou seja, gram-positivas e catalase
negativas. Os autores testaram a atividade antagonista destes isolados, e
constataram reduzido potencial de inibicdo contra S. aureus e L. monocytogenes
(NGUYEN et al., 2010).
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Da mesma forma, outra pesquisa foi desenvolvida visando isolar BAL de
produtos carneos de diversas fontes (embalados e armazenados em refrigeracéao a 4
°C e 7 °C). Como resultado obtiveram 212 isolados, sendo todos identificados como
BAL, pois apresentaram-se como Gram-positivas e oxidase e catalase negativos.
Além disso, apresentaram crescimento em 4 °C, 22 °C e 30 °C, apresentando
potencial tecnoldgico (POTHAKOS et al., 2014).

Chakchouk-Mtibaa et al. (2014) isolaram BAL de 95 amostras de diferentes
origens, como carnes e derivados de frango, moela de frango, além de vegetais
fermentados. Os isolados foram testados em relagdo ao seu potencial antagonista
contra bactérias Gram-positivas (Micrococcus luteus LB14110, S. aureus ATCC
6538, L. monocytogenes ATCC 19117) e Gram-negativas (Salmonella Typhimurium
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 49189). Os resultados demonstraram maior
espectro de inibicdo contra Salmonella Typhimurim ATCC 14028, caracterizando

este isolado como promissor para bioconservagao de alimentos.

3.6 Aplicacao tecnoldgica de BAL em carnes e derivados

A utilizagdo de micro-organismos no ambito industrial ndo € uma prética
recente. Entre os produtos gerados por micro-organismos, podemos citar 0s
produtos carneos, lacteos e seus derivados, onde as BAL atuam como culturas
iniciadoras. Dessa forma, as BAL apresentam grande potencial para utilizacdo
industrial, pois sdo consideradas grau-alimento, dominando a microbiota natural de
diversos produtos alimenticios (SCHROETER; KLAENHAMMER, 2009).

As culturas iniciadoras podem ser definidas como culturas puras, de micro-
organismos viaveis, 0s quais sao adicionados aos produtos, pois seu metabolismo
faz com que os alimentos sejam produzidos com caracteristicas peculiares. Como
apresentam a capacidade de sintetizar compostos aromaticos e antimicrobianos,
conferem a esses produtos atributos sensoriais desejaveis e extensao da vida util
dos mesmos (TEUSINK; SMID, 2006).

Do ponto de vista biotecnoldgico, as BAL tém amplo espectro de aplicagéo,
podendo atuar desde o controle do processo fermentativo até sua utilizagdo como
probidticos (INES et al., 2008). Dessa forma, a producéo em larga escala explora o
uso das culturas iniciadoras com o intuito de agregar seguranca, padronizagao e
qualidade ao produto final (DE VUYST; LEROY, 2007). Esses objetivos séao
atingidos através da producdo de &cidos, peptideos e de compostos de flavor por
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parte das BAL, assim como a contribuicdo para a textura, aumento da digestibilidade
e valor nutricional dos alimentos, respectivamente, devido a producdo de
exopolissacarideos, sintese de enzimas e liberacdo de aminoacidos ou producéo de
vitaminas, principalmente as do complexo B (HUGENHOLTZ, 2008).

Os géneros mais relacionados a aplicacdo das BAL na industria de alimentos
sdo: Lactococcus (leite), Lactobacillus (leite, cereais, vegetais e carnes),
Leuconostoc (vegetais, leite), Pediococcus (vegetais, carnes) e Streptococcus (leite)
(KLAENHAMMER et al., 2002). Em geral, as culturas iniciadoras sao constituidas de
mais de um micro-organismo, visto que seu objetivo € somar ac¢les, visando
alcancar o efeito esperado no produto final (CAMPAGNOL, 2007).

Na aplicacdo das culturas iniciadoras em produtos carneos, é valido salientar
que, a quantidade de cultura a ser adicionada a massa carnea deve superar em dois
ciclos logaritmicos a de micro-organismos presentes na microbiota das carnes. A
habilidade das culturas iniciadoras em competir com a microbiota natural desses
produtos e exercer as atividades metabdlicas, esta relacionada a taxa de
multiplicacdo e sobrevivéncia dos micro-organismos nas condices em que foram
submetidos na producdo de embutidos fermentados, por exemplo (COTON et al,
2010; SEBASTIAN et al., 2011). Para que sua acdo ndo seja limitada pelas
condicbes do processamento, é necessario que essas bactérias consigam se
adaptar em diferentes condicbes, como ampla faixa de temperatura, pH,
concentragfes de NacCl e nitrito de sédio ou potassio (AMMOR; MAYO, 2007).

Dai et al. (2013) ao verificarem a diversidade de BAL durante a fermentagéo
de Chouguiyu, um peixe chinés, obtiveram 75 isolados, sendo 61 tipicos de BAL.
Destes, 22 apresentaram a morfologia de cocos e 39 de bacilos curtos. Ressalta-se
que, nenhum isolado conseguiu se desenvolver na concentracao de 6,5% de NacCl,
porém a capacidade de digestao de fontes de carbono foi variavel entre os isolados.

As culturas iniciadoras sdo imprescindiveis na elaboracdo de embutidos
carneos fermentados, pois a produgédo de acido latico aliada aos baixos teores de
umidade e atividade de agua sdo os fatores que conferem sabor caracteristico a
estes produtos. A partir de acucares adicionados na massa carnea, as culturas
produzem 4&cido latico, e consequentemente reduzem o pH e promovem a
gelatinizagdo de proteinas. Do ponto de vista tecnologico, a queda do pH para
valores préximos ao ponto isoelétrico (5,3) das proteinas reduz a capacidade de

retencdo de agua, propiciando a secagem e a perda de peso do produto, o que
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confere uma textura firme e melhor fatiabilidade ao embutido. Além disso, a baixa
atividade de agua e a acidez resultante dificultam o desenvolvimento de muitos
micro-organismos patogénicos e deteriorantes (MIRALLES et al., 1996).

Na selecédo de culturas iniciadoras produtoras de bacteriocinas em produtos
carneos, devem ser considerados alguns aspectos, como a capacidade da cepa em
produzir bacteriocinas no alimento; difusdo da bacteriocina no produto, assim como
sua interacdo com os componentes intrinsecos do alimento (por exemplo, lipideos e
proteinas) e efeito do cloreto de sodio e nitrito de soédio, que conferem
caracteristicas sensoriais e de coloragdo aos alimentos, particularmente os
embutidos curados (KOUAKOQOU et al., 2009).

Uma vantagem em nivel tecnolégico da utilizacdo de BAL produtoras de
bacteriocinas em alimentos € a readequacao do tratamento térmico, podendo reduzir
a intensidade de calor, pois 0 excesso do mesmo poderia formar substancias toxicas
(podendo provocar neoplasias em longo prazo) ou reacdes quimicas cruzadas
(podendo modificar as caracteristicas sensoriais do produto), como a reacdo de
Maillard (GALVEZ et al., 2007).

Contudo, 0s micro-organismos mais vantajosos para usO COmo
biconservadores séo aqueles isolados da microbiota natural dos alimentos, pois
tendem a ter capacidade metabdlica mais bem adaptada a qualidade do produto
(BROMBERG et al., 2006; TOPISIROVIC et al., 2006).

Neste contexto, as bacteriocinas produzidas por BAL associadas com carnes,
tais como Pediococcus, Leuconostoc, Carnobacterium e Lactobacillus spp. podem
apresentar um potencial muito maior como conservantes em alimentos a base de

carne.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Duzentos (200) isolados de BAL, provenientes de presunto cozido fatiado,
cidade de Pelotas, RS. Armazenados em caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS)
com glicerol (20% v/v) e estocados a - 80 °C, no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos - Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), onde foi realizada a pesquisa.

4.2 Caracterizacdo Fenotipica

Para identificacdo e caracterizacdo dos isolados de BAL, os mesmos foram
recuperados em caldo MRS e incubados a 36 °C por 24h e, apds, submetidos aos
testes de coloracdo de Gram e producao de catalase.

4.2.1 Caracterizacdo do potencial tecnolégico

Com a finalidade de obter caracteristicas tecnolégicas, 181 isolados
caracteristicos de BAL foram submetidos ao crescimento em duas temperaturas (10
°C e 45 °C), duas concentracdes de NaCl (4,5% e 6%) e resisténcia a dois valores
de pH (4,0 e 9,0). Estes testes foram realizados utilizando caldo MRS, e os tubos
foram incubados a 36 °C por 7 dias (DROSINOS et al., 2005).

A habilidade de fermentar glicose com producdo de CO, foi verificada a
partir de tubos de ensaio contendo tubos de Durhan e caldo MRS acrescido de 3%
de glicose. Os tubos foram incubados a 37 °C por 48h, de acordo com Lima et al.
(2009). Nos tubos em que observou-se turbidez do meio e producdo de gas, os
isolados foram caracterizados como heterofermentativos, ja 0s que apresentaram
somente turvacdo do meio foram classificados como homofermentativos. Foi
considerado como resultado positivo, 0s tubos que apresentaram metabolismo

homofermentativo.
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4.3 Deteccao da atividade antagonista

A atividade antagonista dos isolados de BAL foi verificada a partir da técnica
spot-on-the-lawn, segundo Fleming et al. (1975) com adaptagOes, contra L.
monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e L.
monocytogenes L90 isolado de presunto. Como controle positivo e negativo foram
utilizados Lactococcus lactis subsp. lactis Dy 13 e agua destilada estéril,
respectivamente. Os 71 isolados de BAL que apresentaram resultados positivos
para todos os testes de aplicagédo tecnoldgica, assim como o controle positivo foram
recuperados em caldo MRS e apd@s, incubados a 36°C por 24h. Foram retiradas
aliquotas de 2uL do cultivo em caldo MRS, aferidas até uma concentracéo referente
a escala 4 de McFarland (correspondendo a 12x10® UFC.mL™), e inoculadas em
placas contendo agar MRS, as quais foram incubadas em jarra de anaerobiose a 36
°C por 24h.

Os in6culos de L. monocytogenes e S. aureus foram diluidos até a escala 3
de McFarland (correspondendo a 9x108UFC.mL™) e realizadas diluicdes, até a
concentracdo aproximada de 10° UFC.mL™, inoculados em agar BHI (Brain Heart
Infusion) semi-sélido, o qual foi adicionado nas placas como uma sobrecamada. As
placas foram incubadas a 36°C por 24h.

A atividade antagonista foi avaliada pela formacdo de halos inibitérios,
independente do tamanho, ao redor da colbnia do isolado de BAL. O tamanho do
didmetro dos halos foi medido com o auxilio de paquimetro (King.tools®), sendo a
medida de inibicdo, a diferenca entre os didmetros do halo de inibicdo frente ao

patdgeno menos o diametro do crescimento da BAL.

4.4 Confirmacgao da atividade bacteriocinogénica

Para confirmar o potencial bacteriocinogénico, a andlise foi realizada de
acordo com Fleming et al. (1975) e Harris et al. (1989), com adaptacbdes. Os 64
isolados, que apresentaram atividade antagonista contra os patogenos, foram
inoculados em tubos contendo caldo MRS e incubados a 36°C por 24h. Cada isolado
foi semeado com aliquotas de 5uL, em placas contendo 10mL de &gar MRS
modificado (com 0,5% de dextrose) e incubadas em aerobiose a 36°C por 24h. Logo
apos, foi feito uma cavidade (pogco) no agar, préximo ao crescimento e, foram

acrescentados 20uL de solugdo de enzima (20mg.mL™). O procedimento foi repetido
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para cada uma das quatro enzimas utilizadas: pepsina (de mucosa de estdmago de
suino), quimotripsina (de pancreas de bovino), proteinase K (de Tritirachium album)
e tripsina (de pancreas bovino). Como controle negativo, foram utilizados 20uL de
agua destilada estéril. As placas ficaram expostas durante 15 minutos em
temperatura ambiente. O inéculo de L. monocytogenes ATCC 7644 e S. aureus
ATCC 25923 foram padronizados na escala 3 de Mc Farland (correspondendo a
9x108UFC.mL™) e realizadas diluicdes, chegando a uma populacdo de cerca de 10°
UFC.mL™?, inoculadas em &gar BHI semi-sélido, o qual foi adicionado nas placas
como uma sobrecamada. As placas foram incubadas a 36°C por 24h.

A confirmacao do potencial bacteriocinogénico dos isolados de BAL se deu
através da sensibilidade da substancia produzida frente a uma ou mais enzimas
testadas. A auséncia de halo de inibicdo na regido onde as solu¢cBes enzimaticas

foram adicionadas confirmou a natureza proteica da substancia inibidora.

4.5 Identificacdo fenotipica e molecular dos isolados potencialmente
bacteriocinogénicos

Os 64 isolados de BAL que apresentaram atividade antagonista confirmada
por natureza proteica, contra L. monocytogenes ATCC 7644 e S. aureus ATCC
25923, foram identificados em nivel de género e espécie por meio de técnicas
bioquimicas e moleculares. A identificacdo bioquimica foi realizada pelo Sistema

Vitek ®2 (BioMerieux, France), e a identificacdo molecular através de PCR.

4.5.1 Identificacao fenotipica

Foram identificados os isolados de BAL, através do sistema Vitek, utilizando
os cartbes GP Test Kit VTK 2 (Gram-positivas) de acordo com instrucdes do
fabricante no que se refere a preparacdo do indculo, incubacéo, leitura e
interpretacdo dos resultados. Os isolados foram recuperados em placas contendo
agar MRS com tempo inferior de 24h de crescimento a 36°C. Foram ajustados em
solucéo salina a 0,43% em uma escala correspondendo, aproximadamente, 0,61 a
0,63 em densimetro Densicheck® (BioMerieux).

Os cartdes apresentam 43 testes bioguimicos, 0s quais contém tanto testes
de mudanca de pH como deteccdo de amilopeptidases e oxidases, testes de
fermentacdo, de descarboxilacdo, dentre outros (urease, piruvato, sulfato de

polimixina B e NaCl 6%). Esses cartdes foram inoculados automaticamente por um
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sistema a vacuo, e posteriormente, inseridos no médulo de incubacédo e leitura,
submetidos a uma medida cinética fluorescente a cada 15 minutos.

Os resultados foram armazenados através de um sistema computadorizado,
o qual ao final da andlise emitiu um relatério referente aos testes bioquimicos,
descrevendo o género e espécie do micro-organismo identificado, tempo de analise,

e quando necessario, sugeriu outras provas bioquimicas.
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Figura 1. Equipamento Vitek ®2 e cartdes para identificagdo de bactérias Gram-positivas
Fonte: <http://www.biomerieux.com.br/>

4.5.2 Identificacdo molecular
4.5.2.1 Extracdo de DNA

Os isolados identificados a partir do Vitek como Pediococcus pentosaceus,
foram recuperados em caldo MRS e incubados a 36 °C por 24h. O DNA dos isolados
foi extraido de acordo com Sambrook e Russel (2001), com modificacdes.

Os cultivos foram transferidos para 4mL de caldo MRS e incubou-se a 37 °C,
overnight. Apés este periodo, transferiu-se 1mL de cada cultivo para microtubos, os
guais foram centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, o pellet foi
suspendido com 100uL de STES, acrescido de 50uL de pérolas de vidro, e de 100uL
de fenol-cloroférmio e agitou-se em vortex por um minuto, seguido de centrifugacao
a 13.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo
microtubo. A precipitagdo do DNA foi realizada com etanol absoluto a 4 °C e cloreto
de sédio 5M, com manutencdo a -70 °C por 30 minutos. ApoOs este periodo, foi
realizada nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 20 minutos. Para aumentar a pureza
do material extraido, retirou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com alcool etilico

70%. O material foi centrifugado novamente a 13.000 rpm por 5 minutos, e colocou-
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se para secar em estufa a temperatura de 37 °C até a evaporacdo completa do
alcool. Apds, suspendeu-se o pellet em 30uL de &gua ultrapura estéril e 1uL de
RNAse.

Foi verificada a qualidade do DNA, a partir da pureza e quantificacdo da
amostra em espectrofotdmetro (Biospectrometer Kinetic Eppendorf) a 260nm. Apds,
o DNA foi diluido até a concentragdo de 25ng.

4.5.2.2 PCR

Para identificacdo do género Pediococcus spp. e da espécie Pediococcus
pentosaceus foram utilizados oligonucleotideos especificos, conforme a Tab. 1. A
especificidade dos primers foi avaliada com o software Basic Local Alignment
Search Tool — BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), os quais

demonstraram 100% de homologia nas sequéncias quando comparadas com as
depositadas no banco de dados.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para identificacgdo em nivel de género e

espécie de P. pentosaceus isolados de presunto cozido fatiado.

Tamanho do
Primer Sequéncia (5’-3’) fragmento (pb) Identificacdo Referéncia
PedF GAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGA
Pediococcus Pfannebecker e
701 Lt
PedR GCGTCCCTCCATTGTTCAAACAAG Spp. Frohlich (2008)
PentF GGGAACGGTTTTAGTTTTATACG .
Pediococcus
396 pentosaceus Petri et al. (2013)

PentR CTAAGAGCGGTGATGATAAG

Os primers PedF e PedR amplificam um fragmento do gene 23S do DNAr
presente em Pediococcus spp., e os primers PentF e PentR amplificam uma
sequéncia genética associada a sintese de uma proteina hipotética, que ainda néo
se conhece a funcéo especifica, mas que esta presente em P. pentosaceus.

Primeiramente, para identificacdo de Pediococcus spp., cada reacao de 25puL
foi composta por 12,5uL de Kit para PCR “Go Taq Green Master Mix 2x” (Promega
Corp.), 1uL de cada primer (10pMol), 2uL de DNA e agua ultra-pura até completar o

volume final. Para identificacdo de P. pentosaceus também foi utilizado 12,5uL do Kit


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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para PCR, porém 1,25uL de cada primer (2pMol), 1uL do DNA (25ng) e agua ultra-
pura até completar o volume de 25pL.

As reacdes foram submetidas a amplificacdo em termociclador (PTC-100, MJ
Research®). O programa utilizado para identificacdo em nivel de género se baseou
em: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 32 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 0,5 minutos, anelamento a 69,5 °C por 0,5 minutos e
extensdo a 72 °C por 0,5 minutos, e extensao final a 72 °C por 5 minutos. Ja o
programa para identificacdo em nivel de espécie se deu da seguinte forma:
desnaturacao inicial a 95 °C por 15 minutos, seguida de 6 ciclos de desnaturacdo a
94 °C por 0,5 minutos, anelamento comecando a 69 °C por 3 minutos e reduzindo 1
°C a cada ciclo, e extensdo a 72 °C por 1,5 minutos. Apos, mais 22 ciclos de
desnaturacao a 94 °C a 0,5 minutos, anelamento a 62 °C por 3 minutos e extensao a
72 °C por 1,5 minutos, e extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos de todas as reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (p/v) (Backer Analyzed), utilizando como marcador o Ladder 1kb
(InvitrogenTM), como controle positivo P. pentosacus CR006 (BioAgro-UFV), como
controle negativo S. aureus ATCC 25923, e mais um controle da reacdo, a agua
ultra-pura estéril. Apdés a corrida eletroforética, foram aplicados 4uL de produto da
PCR no gel, o qual foi corado com 2uL de GelRed, e visualizado sob luz UV em

transiluminador L-Pix (Loccus Biotecnologia®).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao Fenotipica

Dos duzentos (200) isolados submetidos a caracterizacdo morfolégica
(coloragédo de GRAM) e teste da catalase, 181 (90,5%) foram identificados como
BAL, apresentando-se como Gram-positivos e catalase negativa. Destes, 134
(74,03%) apresentaram morfologia de cocos e 47 (25,97%) de bacilos (Fig. 2).
Esses resultados corroboram com os encontrados por Oliveira et al. (2008) que ao
pesquisarem BAL em cinco amostras de carne embaladas a vacuo de diferentes
abatedouros de Belo Horizonte, também obtiveram resultados para o teste de
catalase, motilidade e coloracdo de Gram. Além disso, também constataram
morfologia de cocos e bacilos, entre os isolados. Da mesma forma, ao analisarem
141 isolados de embutidos carneos artesanais oriundos da Argentina, Castro et al.
(2011) detectarem em 100% dos isolados coloracdo Gram-positiva, catalase e

oxidase negativas.

Figura 2. Microscopia Optica do isolado 136,
Gram-positivo e morfologia de bacilo (1.000X).
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Quanto a morfologia, Moraes et al. (2010) ao isolarem BAL de leite cru e
queijos nativos de Vicosa, identificaram a maioria dos isolados como cocos. Em
contrapartida, Drosinos et al. (2005) encontraram em 88,6% dos isolados de salame,
a morfologia de bacilos, sendo Lactobacillus o género predominante. Da mesma
forma, Sawitzki et al. (2007) ao pesquisarem BAL em produtos carneos artesanais
da regidao noroeste do RS, também obtiveram maior percentual de Lactobacillus.
Esses estudos demonstram que ha uma diversidade em relacdo a microbiota nativa

presente em produtos de origem animal.

5.1.2 Caracterizacdo do potencial tecnolégico

Em relacdo a identificacdo de BAL com potencial tecnologico, dos 181
isolados que foram submetidos aos testes de crescimento em diferentes:
temperaturas (10°C e 45°C), concentracdes de NaCl (4,5% e 6%), valores de pH
(4,0 e 9,00 e fermentacdo da glicose (visando selecionar somente o0s
homofermentativos), todos se desenvolveram pelo menos em uma das condicdes
propostas. Na avaliacdo global, 71 isolados (39,22%) foram capazes de se
desenvolver frente a todas as condi¢des tecnoldgicas submetidas. Os percentuais
dos isolados frente a cada condicao proposta foram bastante variaveis.

Dos 181 isolados, 156 (86%) foram resistentes a temperatura de 10°C e 152
(84%) a temperatura de 45°C. Os resultados obtidos foram satisfatorios, visto que o
crescimento em diferentes temperaturas possibilita verificar a capacidade dos
isolados de adaptacédo a diferentes processos fermentativos (FRANCIOSI et al.,
2009). Silva (2011) detectou em todos os isolados de queijo, a capacidade de
crescimento em uma ampla faixa de temperatura. Em contrapartida, Drosinos et al.
(2005) obtiveram isolados resistentes a baixas temperaturas, porém sensiveis a
altas temperaturas.

Ainda, 170 (94%) isolados toleraram a concentracao de 4,5% de NaCl e 167
(92%) toleraram 6% de NaCl. A tolerancia a diferentes concentracdes de NaCl é
outra caracteristica relevante na definicdo de uma cultura iniciadora para produtos
carneos, ja que cepas sensiveis ao NaCl podem ter seu crescimento inibido a
medida que reduz a atividade de agua do produto (determina a maciez e suculéncia
destes produtos), com consequente aumento da concentracdo de NaCl (THAPA et
al., 2006).
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Silva (2011) ao caracterizar BAL quanto ao potencial tecnoldgico, utilizou
diferentes concentracdes de NaCl (4%, 8%, 12% e 16%), e constatou que quanto
maior a concentracdo de NaCl, maior a sensibilidade dos isolados. Em uma
pesquisa com charque, 67% dos isolados se apresentaram halotolerantes, indicando
potencial para aplicacdo em produtos carneos salgados (BISCOLA et al., 2013). Dal
Bello et al. (2012) ao analisarem isolados de BAL quanto a tolerancia ao NacCl,
identificaram que todas foram capazes de se desenvolver em até 6% de NaCl.

Além disso, 143 (79%) isolados do presente trabalho foram resistentes ao pH
4,0 e 171 (95%) resistentes ao pH 9,0. Salienta-se ainda, que é importante que as
BAL tenham a capacidade de se desenvolver em ambientes &cidos e alcalinos
(THAPA et al., 2006). O pH acido (4 a 4,5) faz parte de muitos métodos de
conservacao de alimentos, pois inviabiliza o crescimento e multiplicacdo de muitos
patégenos. As BAL homofermentativas produzem &cido latico como produto final da
fermentacdo, que ao se acumular no meio extracelular provoca um ambiente
desfavoravel para muitos micro-organismos patogénicos. Muitas BAL tém a
capacidade de resistir ao pH acido do estdbmago e sobreviver ao pH alcalino do
intestino, como no caso dos probidticos. Em suas pesquisas Silva (2011) detectou
isolados de P. pentosaceus, L. plantarum e E. durans capazes de se desenvolver
tanto em pH acido como em alcalino (3,5 e 4,5 e 8,5).

Quanto ao tipo de fermentacédo, 103 (57%) isolados fermentaram glicose sem
producdo de CO, (homofermentativos). O tipo de fermentacdo também ¢é
fundamental quando se pretende selecionar culturas iniciadoras, visto que 0s micro-
organismos homofermentativos, por exemplo, sdo vantajosos para aplicacdo em
produtos carneos pelo fato de ndo produzirem géas, propiciando maior uniformidade
aos produtos. Sawitzki et al. (2007) detectaram 76% dos isolados de BAL, de
embutidos artesanais, como homofermentativos. Salienta-se ainda, a importancia de
isolar BAL de outros produtos de origem animal, como os lacteos e seus derivados.
Funck (2012) ao testar 21 isolados de leite e queijos coloniais da regido Noroeste do
RS quanto ao tipo de fermentacéo, obteve 100% dos isolados homofermentativos.

Tendo em vista os resultados acima, pode-se identifica-los como satisfatérios,
visto que a escolha de todos os parametros utilizados foi vislumbrando a aplicacédo
tecnologica. Entretanto, as concentragbes de pH, temperatura e NaCl utilizadas
propiciam a aplicacdo desses isolados em diferentes produtos, como produtos

carneos armazenados em refrigeracdo ou que passem por determinado tratamento
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térmico em alguma etapa da producédo, como a defumacéo em produtos carneos. As
faixas de pH possibilitam a aplicacdo desses isolados em produtos maturados, por
exemplo, que vao resistir ao pH do ponto isoelétricos das proteinas da carne (pH
5,3), e quanto as concentracfes de NaCl permitem a aplicagcdo em alimentos com
maior concentragdo de sal, impedindo a inviabiliza¢do das culturas laticas.

Contudo, pode-se constatar que os isolados testados s&o promissores para
possivel utilizagdo como culturas iniciadoras, principalmente em produtos carneos,
uma vez que micro-organismos isolados da microbiota natural de produtos tendem a
estarem mais bem adaptados as caracteristicas do alimento e as condi¢des
ambientais, contribuindo para manutenc@o das caracteristicas sensoriais e melhor

qualidade do produto.

5.2 Confirmacéo da atividade antagonista das BAL

Dos 71 isolados que apresentaram potencial tecnoldgico, 62 (87,32%)
apresentaram halos inibitérios contra pelo menos um dos patdgenos testados.
Ressalta-se ainda que, 68 (95,8%) desenvolveram halos de inibicdo, quando
testados contra L. monocytogenes ATCC 7644 e S. aureus ATCC 25923, enquanto
que 55 (77,46%) inibiram o desenvolvimento de L. monocytogenes L90, isolado de
amostras de presunto. Os didmetros dos halos de inibicdo variaram entre 2 a 29
mm, 10 a 39 mm, e 3 a 27 mm, respectivamente. Pode-se constatar que os halos
inibitérios produzidos por L. monocytogenes isolada de presunto foi menor quando
comparada com as cepas de referéncia, o que pode ser atribuido ao fato de que o
isolado estava submetido aos fatores intrinsecos do alimento, assim como os fatores
ambientais, 0 que por sua vez pode alterar nas respostas quanto a producéo de
metabalitos contra determinados patégenos. Esses resultados indicam que a maioria
dos isolados apresenta potencial antimicrobiano contra os patogenos de referéncias
e 0 nativo da microbiota do presunto testados. Dessa forma, podem atuar como uma

barreira para reduzir o indice de contaminacao e deterioracdo dos alimentos.
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Figura 3. Presenca de halo translicido ao redor do
crescimento do isolado 97 de BAL, contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Diversas pesquisas tém constatado atividade antimicrobiana de BAL contra
patbgenos, porém o0s resultados percentuais tém sido variaveis, principalmente
contra bactérias Gram-positivas. Isso ocorre devido as bactérias Gram-negativas
apresentarem membrana externa, dificultando a permeabilidade dos compostos
antimicrobianos. No entanto, trabalhos recentes também tém apontado BAL nativas
com atividade antagonista contra bactérias Gram-negativas (MEIRA et al., 2010).

Os resultados encontrados na presente pesquisa corroboram com os de
Sawitzki et al. (2009), que ao isolarem BAL de linguicas artesanais fermentadas,
constataram que 7 (100%) dos isolados apresentaram atividade antagonista contra
L. monocyotogenes NTC 098630, 4 (57%) contra S. aureus ATCC 12598 e S.
xylosus ATCC 29971, e 3 (43%) contra S. xylosus isolado do produto.

Em contrapartida, Castro et al. (2011) ao verificarem o potencial
antimicrobiano de isolados de BAL de linguicas artesanais oriundas da Argentina,
apenas 19,15% dos isolados apresentaram atividade antagonista contra L. innocua e
S. aureus. Ja Rubio et al. (2014) ao isolarem BAL para aplicagdo em embutidos
fermentados, detectaram 35% dos isolados com acdo antagonista contra L.
monocytogenes e Salmonella spp.

O meio utilizado na presente pesquisa, ndo possibilita identificarmos o tipo de
composto que € produzido pela BAL, pois o meio MRS apresenta maior

concentracdo de acucar, aléem de ndo apresentar substancias inibidoras, o que pode



41

propiciar tanto a producéo de &cidos organicos, como de peroxido de hidrogénio
e/ou bacteriocinas (MORAES et al., 2010).

Quanto a natureza da substancia antimicrobiana, existem alternativas de
minimizar a acao de acidos e/ou peroxidos, como 0os meios de cultura utilizados. Os
meios de cultura com baixos teores de agucares, como o BHI e o MRS modificado
(0,5% de dextrose) podem auxiliar na reducdo da acdo de acidos. Para evitar a
producado de peroxido, a adicdo de uma solucéo de catalase (hidrolisa o peréxido de
hidrogénio) ao meio de cultura e a incubacédo das culturas em anaerobiose séo
alternativas viaveis para isto (MORAES et al., 2010).

Salientando-se a importancia de pesquisas com BAL isoladas de produtos de
origem animal, Schittler (2012) ao isolar de leite in natura do oeste de Santa
Catarina, e Funck (2012) ao isolar de leite in natura e queijos coloniais da fronteira
Noroeste do RS constataram, respectivamente, 63% e 34% dos isolados de BAL de
leite e queijos com atividade antagonista contra L. monocytogenes quando utilizado
0 agar MRS.

Contudo, consideram-se satisfatdrios os resultados encontrados na presente
pesquisa, visto a relevancia da atividade antagonista provocada por substancias
produzidas por algumas BAL contra patdgenos de interesse em alimentos.

5.3 Confirmacao do potencial bacteriocinogénico

Verificou-se que dos 68 isolados submetidos ao teste de atividade proteolitica,
9 (12,67%) apresentaram degradacédo da substancia antimicrobiana produzida por
estes, 21 (29,57%) a duas proteases, 18 (25,35%) a trés proteases e 16 (22,53%) as
guatro proteases testadas (Fig. 4). Observou-se também, que 64 (90,14%) o
composto antimicrobiano sintetizado pelos isolados apresentaram sensibilidade a
pelo menos uma das proteases e, 6 (8,45%) dos isolados ndo apresentaram

sensibilidade a nenhuma das enzimas proteoliticas testadas.
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Figura 4. Percentual dos 68 isolados de BAL provenientes de presunto cozido fatiado
gue apresentaram compostos de natureza proteica sensiveis em relagdo ao namero de
enzimas testadas.

*enzimas: pepsina, proteinase K, quimotripsina e tripsina

Entretanto, quando h& sensibilidade da substancia antimicrobiana a uma
protease, ja ocorre inativacado da substancia, sendo possivel inferir que a auséncia
de inibicdo do micro-organismo patogénico na presenca de proteases caracteriza a
natureza do composto produzido como proteica (MONTVILLE; KAISER, 1993).
Nesse sentido, pode-se constatar que 64 (91%) isolados apresentaram sensibilidade
ao menos uma das proteases, 0 que sugere que tais micro-organismos S&ao
produtores de bacteriocinas.

Arauz et al. (2009) ressaltam a necessidade de testar varias enzimas
proteoliticas, ja que a sensibilidade a mais de uma protease sugere a producdo de
mais de uma bacteriocina por cepa testada, dessa forma, aumentando a
probabilidade de deteccdo destes compostos. Isso se da pelo fato de que cada
bacteriocina apresenta diferentes peptideos em sua estrutura, e consequentemente
sensibilidade a diferentes proteases. Com isso, avaliando somente o perfil de
sensibilidade as proteases ndo se pode afirmar qual bacteriocina € sintetizada pelo
isolado, pois como os resultados do presente estudo evidenciaram, os isolados
podem sintetizar compostos de natureza proteica sensiveis a uma ou mais enzimas
proteoliticas e serem classificados como bacteriocinas diferentes.

Salienta-se ainda, que esses isolados bacteriocinogénicos podem também
produzir outros compostos antimicrobianos. Sabe-se que na maioria dos casos, o pH
Otimo para a sintese de bacteriocinas é em torno de 5,5, entdo, quando associada a

acdo de acidos organicos € vantajosa, pois propiciariam um meio favoravel a
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producédo e expressdo dessas substancias de natureza proteicas (DROSINOS et al.,
2005).

Na pesquisa desenvolvida por Dal Bello et al. (2010) confirmaram em 9,8%
dos isolados potencial bacteriocinogénico, ao isolar BAL de produtos carneos. Em
contrapartida, Silva (2011) testou 41 isolados de queijo quanto ao potencial
bacteriocinogénico, e detectou que 39 (95%) destes foram sensiveis as proteases,
pois apenas dois isolados de P. pentosaceus ndo apresentaram atividade. Schittler
(2012) isolou BAL de leite in natura da regido oeste de Santa Catarina, verificou que
307 isolados apresentaram antagonismo contra L. monocytogenes, e destes, 28
(9%) apresentaram atividade bacteriocinogénica. J& Biscola et al. (2013),
constataram sensibilidade em dois isolados de charque frente as enzimas
proteoliticas, demonstrando a natureza proteica das substancias antimicrobianas, ou
seja, potencialmente bacteriocinogénicos.

Vale ressaltar que dos 68 isolados testados no presente trabalho, 33 (48%)
apresentaram sensibilidade a pepsina, 36 (53%) a proteinase K e quimotripsina, e 42
(62%) a tripsina. Pode-se constatar que os isolados apresentaram maior
sensibilidade a tripsina. Os demais provavelmente ndo apresentam sitio litico para
essa protease. O sitio de clivagem dessa enzima é especifico para cadeias laterais
positivas dos residuos de lisina e arginina (LEHNINGER et al., 2004). Nogueira
(2013) testou quatro cepas padrdes de BAL frente as mesmas enzimas utilizadas na
presente pesquisa, e constatou 100% delas sensiveis a quimotripsina, 75% a
tripsina, 50% a proteinase K e nenhuma das cepas demonstrou sensibilidade a
pepsina.

A partir desses dados, observaram-se variagbes percentuais do potencial
bacteriocinogénico dos isolados. De Martins et al. (2001) sugere que esse fato pode
ser atribuido as diferengas intrinsecas das amostras, assim como 0 micro-organismo

investigado e aquele utilizado como indicador.

5.4 Identificagcdo fenotipica e molecular dos isolados potencialmente

bacteriocinogénicos

5.4.1 Identificacdo fenotipica
Os 64 isolados que apresentaram potencial tecnologico e bacteriocinogénico

foram identificados em nivel de género e espécie, por meio do sistema Vitek. Pode-
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se constatar que as espécies predominantes foram: 2 (3,12%) Enterococcus
faecium, 6 (9,37%) Lactococcus lactis subsp. cremoris, 10 (15,62%) Leuconostoc
spp., € 15 (23,43%) Pediococcus pentosaceus (Anexo A - F). Esses resultados
demonstram a diversidade de BAL presente na microbiota do produto analisado.
Com base nos resultados obtidos, P. pentosaceus foi 0 micro-organismo
predominante entre os identificados, sendo um resultado vantajoso, visto a ampla
aplicacdo desse micro-organismo em diversos alimentos, inclusive em produtos
carneos. Pode-se verificar na Tab. 2 que ha variacdo no perfil bioquimico dos 15
isolados identificados como P. pentosaceus. Essa variacdo pode ser, em virtude de
cada isolado apresentar um perfil diferente, 0 que nos permite inferir que nao sao
clones. Além disso, apresentam comportamento e capacidade de adaptacdo a
diferentes condi¢bes, como podemos perceber nos resultados quanto a atividade
antagonista contra L. monocytogenes e S. aureus e quanto ao potencial
bacteriocinogénico (Apéndice A). Além disso, o sistema Vitek fornece caracteristicas
importantes para aplicacdo tecnologica. No caso da degradacdo de lactose, por
exemplo, podemos identificar nos resultados abaixo (Tab.2), que somente um
isolado degrada lactose, o que pode ndo ser um resultado satisfatorio, se for
analisado do ponto de vista da elaboracdo de embutidos, que é adicionado leite em
po, para ser degradado pelos isolados. Além disso, 11 isolados conseguem tolerar a
concentracdo de 6,5% de NaCl, o que € um resultado vantajoso, se analisado do
ponto de vista tecnolégico, como por exemplo para uma futura aplicacdo em
alimentos que envolvem uma alta concentragdo salina. Entdo, esses resultados
discriminados referentes aos testes bioquimicos sdo de suma importancia, visto que
permite analisar individualmente cada isolado frente a todos os testes, permitindo

correlacionar probabilidades de aplicacdo em diferentes produtos.



Tabela 2. Perfil bioquimico de 15 isolados identificados como P. pentosaceus, utilizando o sistema Vitek ®2.

T/1 28 38 40 47 97 99 106 107 201 210 219 223 235 28 35
AMY - - - - - - - - - - - - - - -
PIPLC - - - - - - - - - - - - - - -
dXYL - - - - - - - - - - - i -
ADH1 - -+ o+ - - - - + + - - + - -
BGAL - - - - - - - - - - - - - -
AGLU - - - - - - - - - - - - - -
APPA - - === - - - - - - - - -
CDEX - - - - - - - - - - - - - -
AspA - - - - - - - - - - - - - -
BGAR - - - - - - - - - - - - - -
AMAN - - - - - - - - - - - - - -
PHOS - - - == - - - - - - - - -
LeuA - -+ o+ -+ - - + + - - + - -
ProA - - - = - - - - - - - - - -
BGURr - - - - - - - - - - - - - -
AGAL - - - - - - - - - - - - - -
PyrA - - - == - - - - - - - - -
BGUR - - - - - - - - - - - - -




T/1 28 38 40 47 97 99 106 107 201 210 219 223 235 28 35
AlaA + + 4+ o+ 4+ o+ 4+ + + + + + + + 4+
TyrA - - - - - - - - - - - - - - -
dSOR - - - - - - - - - - - - - - -
URE - - - - - - - - - - - - - -
POLYB - - - - - - - - + + + + + - +
dGAL -+ - -+ - + + - - - - + - -
dRIB - - - - - - - + + - - + - -
ILATkK - - - - .- - - - - - - - - -
LAC - - - - - - - - - - - + - -
NAG + + + + + 4+ + + + + + + + + +
dMAL -+ + o+ o+ -+ + - - - - - - -
BACI + + o+ o+ 4+ - 4+ + + + + + + + o+
NOVO + + + + + o+ o+ + + - + + + + o+
NC6.5 + + -+ o+ o+ o+ + - - + + + -+
dMAN - - - - - - - - - - - - - -
dMNE + - - - -+ - - + + + + + o+ o+
MBdG - - - - .- - - - - - - - - -
PUL - - - - = - - - - - - - - - -
drRAF - - - - - - - - - - - - - -
O129R - - - - - - - + - - - + ; -

46



T/1 28 38 40 47 97 99 106 107 201 210 219 223 235 28 35
SAL -+ - - - - - - - - - - - -
SAC -+ o+ o+ -+ - - - + + - + o+
dTRE + + + o+ o+ - + - - + + + + o+
ADH2s + - - - - - - + + + + + + o+
OPTO + + + o+ o+ o+ + + + + + + + o+

T: testes bioquimicos; I: isolados

AMY-D-AMIGDALINA AMY 0.1875 mg

APPA - Ala-Fe-Pro ARILAMIDASE APPA 0.0384 mg

LeuA - Leucina ARILAMIDASE LeuA 0.0234 mg

AlaA - Alanina ARILAMIDASE AlaA 0.0216 mg

dRIB - D-RIBOSE dRIB 0.3 mg

NOVO - RESISTENCIA A NOVOBIOCINA NOVO 0.000075 mg
dRAF - D-RAFINOSE dRAF 0.3 mg

PIPLC - FOSFATIDILINOSITOL FOSFOLIPASE C PIPLC 0.015 mg
CDEX - CICLODEXTRINA CDEX 0.3 mg

ProA - L-Prolina ARILAMIDASE ProA 0.0234 mg

TyrA - Tirosina ARILAMIDASE TyrA 0.0276 mg

ILATK - Alcalinizagdo L-LACTATO ILATk 0.15 mg

NC6,5 - CRESCIMENTO EM NaCl 6,5% NC6.5 1.68 mg
0129R - RESISTENCIA 0/129 (comp.vibrio.) O129R 0.0084 mg
dXYL - D-XILOSE dXYL 0.3 mg

AspA -L-Aspartato ARILAMIDASE AspA 0.024 mg

BGURr - BETA-GLUCURONIDASE BGURr 0.0018 mg

dSOR - D-SORBITOL dSOR 0.1875 mg

LAC - LACTOSE LAC 0.96 mg

dMAN - D-MANITOL dMAN 0.1875 mg

SAL - SALICIN SAL 0.3 mg

ADH1 - ARGININA DIHIDROLASE 1 ADH1 0.111 mg
BGAR - BETA GALACTOPIRANOSIDASE BGAR 0.00204 mg
AGAL - ALFA-GALACTOSIDASE AGAL 0.036 mg

URE - UREASE URE 0.15 mg

NAG - N-ACETIL-D-GLUCOSAMINA NAG 0.3 mg

dMNE - D-MANOSE dMNE 0.3 mg

SAC - SACAROSE/SUCROSE SAC 0.3 mg

BGAL - BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0.036 mg

AMAN - ALFA-MANOSIDASE AMAN 0.036 mg

PyrA - L-Pirrolidonil ARILAMIDASE PyrA 0.018 mg

POLYB - RESISTENCIA A POLIMIXINA B POLYB 0.00093 mg
dMAL - D-MALTOSE dMAL 0.3 mg

MBdG - METIL-B-D-GLUCOPIRANOSIDA MBdG 0.3 mg
dTRE - D-TREALOSE dTRE 0.3 mg

AGLU - ALFA-GLUCOSIDASE AGLU 0.036 mg

PHOS - FOSFATASE PHOS 0.0504 mg

BGUR - BETA-GLUCURONIDASE BGUR 0.0378 mg

dGAL - D-GALACTOSE dGAL 0.3 mg

BACI - RESISTENCIA A BACITRACINA BACI 0.0006 mg
PUL - PULULANO PUL 0.3 mg

ADH2s - ARGININA DIHIDROLASE 2 ADHZ2s 0.27 mg
OPTO - RESISTENCIA A OPTOQUINA OPTO 0.000399 mg

47
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Os métodos de identificacdo rdpida tém contribuido significativamente no
conhecimento da microbiota de diversos alimentos, inclusive produtos carneos,
auxiliando na identificacdo em nivel de género e espécie. Porém, testes
complementares sdo necessarios, pois se considera que os testes de identificacdo
fenotipica ndo sdo tdo precisos, por isso devem ser complementados por testes
moleculares. A fim de ilustrar o exposto, Benito et al. (2008) ao submeterem a
identificacdo fenotipica, isolados de BAL de embutidos fermentados, através do kit
API 50 CHL, constataram diferencas nos resultados em nivel de género e espécie
quando comparados as técnicas moleculares.

Freitas (2011) ao isolar BAL de produtos lacteos do Estado da Paraiba,
também obtiveram identificacbes errdbneas, ao utilizar kit rapido para testes
bioquimicos. De um total de 20 isolados, 12 (60%) foram identificados, sendo seis L.
lactis subsp. cremoris, um L. lactis subsp. lactis, um L. mesenteroides, um P.
damnosus, trés Pediococcus spp. e cinco Lactobacillus spp., trés nao foram
identificadas. Porém, os Lactobacillus spp. identificados apresentavam morfologia de

COCOs, 0 que sugeriu testes complementares.

5.4.2 Identificacdo molecular

Com base nos resultados obtidos pela identificacdo bioquimica, pode-se
constatar que além de P. pentosaceus ter sido a espécie predominante, também é a
espécie com maior potencial para aplicagdo em produtos carneos. Por esse motivo,
foram selecionadas para identificacdo em nivel de género e espécie por PCR. Dos
15 isolados, identificados inicialmente como P. pentosaceus pelo perfil bioquimico, 7
(46,66%) foram confirmados por PCR tanto para género como para espécie,
conforme Fig. 5 e Fig. 6.
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M CP 28 38 40 47 97 99 106 107 201 210 219 223 235 28* 35 CN CR
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!
’

701pb <«—

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da PCR para confirmacédo do
género Pediococcus spp. para identificacdo do gene 23S com amplificacdo no fragmento
701pb.

M — Marcador Ladder 1kb; CP — Controle positivo: P. pentosaceus CR006 (BioAgro-UFV); CN —
Controle negativo: S. aureus ATCC 25923 CR: Controle da reacéo (agua ultra-pura estéril); 28-
35 — Isolados de P. pentosaceus.

396pb  <—

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da PCR para confirmacéo de P.
pentosaceus, para identificacdo de uma sequéncia de uma proteina hipotética com
amplificag@o no fragmento 396pb.
M — Marcador Ladder 1kb; CP — Controle positivo: P. pentosaceus CR006 (BioAgro-UFV); CN —
Controle negativo: S. aureus ATCC 25923 CR: Controle da reacdo (dgua ultra-pura estéril); 38
— 28*: Isolados de P. pentosaceus.

Os primers (PedF e PedR) utilizados para a identificacdo em nivel de género
foram os mesmos utilizados por Pfannebecker e Frohlich (2008), que ao isolarem
BAL de 100 amostras de vinho obtiveram 47 isolados de Pediococcus. Todorov e

Dicks (2009) isolaram BAL de bebidas fermentadas e as identificaram por técnicas
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bioquimicas e  moleculares  como P. pentosaceus  potencialmente
bacteriocinogénicas. Petri et al. (2013) ao isolarem BAL de vinho também obtiveram
sucesso na identificacdo de P. pentosaceus utilizando os mesmos oligonucleotideos
do presente estudo (PentF e PentR).

J& Wanangkarn et al. (2014) verificaram BAL oriundas de embutidos
fermentados. Dentre elas, 7 espécies foram identificadas, como L. plantarum, L.
sakei, L. fermentum, L. brevis, P. pentosaceus, L. mesenteroides e L. lactis. Ja
Federici et al. (2014) obtiveram 186 isolados de BAL de produtos cérneos e
identificaram 15 (8%) destes como L. sakei, e 9 (5%) como P. pentosaceus.

No mesmo sentido, uma pesquisa desenvolvida ao isolar BAL de 15 amostras
de salames artesanais, obtiveram 420 isolados. Destes, 74 (18%) confirmaram
molecularmente para P. pentosaceus. Além disso, apresentaram crescimento
quando submetidos a testes de diferentes temperaturas (15°C e 45°C) e
concentracfes de NaCl (4% e 6,5%), condicbes semelhantes as desenvolvidas em
nosso estudo (DANILOVIC et al., 2011).

Neste sentido, a relacdo dos resultados da caracterizacao fenotipica, assim
como a atividade antagonista contra patdégenos, sensibilidade a proteases, e
analises bioquimicas e moleculares nos permitiu verificar diferentes caracteristicas e

perfis dos isolados testados.



6 CONCLUSOES

Sete isolados de BAL, provenientes de amostras de presunto cozido fatiado,
caracterizados fenotipicamente e molecularmente como Pediococcus pentosaceus
apresentam um amplo espectro de aplicacdo, pois se desenvolveram em todas as
condi¢cBes tecnoldgicas propostas, bem como na segurancga contra patdgenos por
apresentarem potencial bacteriocinogénico contra Listeria monocytogenes e

Staphylococcus aureus.



7 PERSPECTIVAS FUTURAS

1) Avaliar a atividade antagonista dos sete isolados de P. pentosaceus
contra outros patégenos gram-positivos e gram-negativos;

2) Identificar o gene responsavel pela producdo e regulacdo da
bacteriocina, através do sequenciamento do gene 16S do rDNA de P.
pentosaceus;

3) Determinar a curva de crescimento de P. pentosaceus e a curva de
producédo das pediocinas;

4) Quantificar a atividade antimicrobiana dos sete isolados de P.
pentosaceus;

5) Selecionar o isolado de maior atividade antimicrobiana;

6) Purificar e caracterizar a bacteriocina quanto ao peso molecular e
sequéncia de aminoacidos, através de métodos cromatograficos e
espectrofotométricos, assim como avaliar a toxicidade, concentragdo minima
inibitoria e concentracao bactericida minima;

7) Aplicar a bacteriocina purificada e caracterizada em um sistema

alimentar, e avaliar sua atividade como bioconservante.
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Apéndice A - Tabela referente aos resultados da atividade antagonista e
potencial bacteriocinogénico de 15 isolados de BAL identificados pelo sistema
Vitek ®2

Atividade antagonista (mm) Natureza Proteica
Isolado | S. aureus ATCC L. monocytogenes L. monocytogenes
25923 ATCC 7644 isolado
PtnK  Quim. Trip. Pep.
28 39 13 13 - + + +
38 26 16 5 - + + +
40 18 13 15 + + + +
47 20 13 7 + + + +
97 28 5 4 - + + +
99 10 25 17 - - + -
106 15 21 10 + - + +
107 31 5 4 - - + +
201 - 18 16 + + + +
210 23 10 4 - + + +
219 9 7 5 - + - +
223 24 - 13 + - - +
235 28 18 14 - + + +
28* 27 12 27 - - - +
35 24 17 15 + - + +

PtnK: proteinase K; Quim.: quimotripsina; Trip.: tripsina; Pep.: pepsina; -: auséncia de halo inibitério.
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Cliente bioMérieux

Informagoes Gerais

Universidade Federal de Pelotas
Relatério da Cassete
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Aparelho:
Hora Carregamento:

Informacdes da Cassete

VK2C6628
1/Jul/2014 10:54 BRT

ID da Cassete:

1

Nome Técnico Config: labmicro
Modo de Diluigao: Pré-diluido
Posigéo | Tipo Carta Cod. Barras Acesso # Microrg. Testes Orient. (l\)/IL:g rngt Mensagem

1 GP 2423179201658989 | Ju DCTA 320-1 Leuco.mes.dext. Ejectado
2 GP 2423179201658990 | Ju DCTA 319-1 Lc.lactis cremoris Ejectado
3 GP 2423179201659024 | Ju DCTA 05-1 Leuco.mes.dext. Ejectado
4 GP 2423179201659025 | Ju DCTA 10-1 Unidentified Ejectado
5 GP 2423179201659026 | Ju DCTA 09-1 <<Low Discrim>> Ejectado
6 GP 2423179201658961 | Ju DCTA 01-1 <<Low Discrim>> Ejectado
7 4~ -GP 2423179201658960 | Ju DCTA47-1 | Pedio.pentosaceus Ejectado
8 GP 2423179201658959 | Ju DCTA 04-1 Str.alactolyticus Ejectado
9 GP 2423179201658956 | Ju DCTA 11-1 Leuco.citreum Ejectado
10 GP 2423179201658955 | Ju DCTA 28-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
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ANEXO B - Identificacdo de BAL pelo sistema Vitek ®2

Universidade Federal de Pelotas
Cliente bioMérieux Relatorio da Cassete Impresso a: 2/Jul/2014 09:15 BRT

Informagdes Gerais
Aparelho: VK2C6628
Hora Carregamento: 1/Jul/2014 10:13 BRT

Informagdes da Cassete

ID da Cassete: 2

Nome Técnico Config: labmicro

Modo de Dilui¢ao: Pré-diluido

Posicéo | Tipo Carta Cdd. Barras Acesso # Microrg. Testes Orient. %:sg Mensagem
1 GP 2423179201658812 | Ju DCTA 35-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
2 GP 2423179201658813 | Ju DCTA 127-1 Unidentified Ejectado
3 GP 2423179201658815 | Ju DCTA 223-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
4 GP 2423179201658816 | Ju DCTA 219-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
5 GP 2423179201658814 | Ju DCTA 217-1 Entero.faecium Ejectado
6 GP 2423179201658817 | Ju DCTA 97-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
T o1~ -GP 2423179201658818 | Ju DCTA 231-1 | Leuco.mesen.cremoris Ejectado
8 GP 2423179201658819 | Ju DCTA 232-1 Aerc.viridans Ejectado
9 GP 2423179201658820 | Ju DCTA 226-1 Aerc.viridans Ejectado
10 GP 2423179201658821 | Ju DCTA 234-1 Lc.lactis cremoris Ejectado
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ANEXO C - Identificacdo de BAL pelo sistema Vitek ®2

Universidade Federal de Pelotas
Cliente bioMérieux: Relatorio da Cassete Impresso a: 2/Jul/2014 09:15 BRT

Informagdes Gerais
Aparelho: VK2C6628
Hora Carregamento: 1/Jul/2014 10:18 BRT

Informagoes da Cassete

ID da Cassete: 3
Nome Técnico Config: labmicro
Modo de Diluigao: Pré-diluido
Posicao | Tipo Carta Cod. Barras Acesso # Microrg. Testes Orient. QML::Q Mensagem
1 GP 2423179201658875 | Ju DCTA 16-1 <<Low Discrim>> Ejectado
2 GP 2423179201658840 | Ju DCTA 17-1 Entero.faecium Ejectado
3 GP 2423179201658845 | Ju DCTA 19-1 Lc.lactis cremoris Ejectado
4 GP 2423179201658844 | Ju DCTA 20-1 Lc.lactis cremoris Ejectado
5 GP 2423179201658843 | Ju DCTA 26-1 Unidentified Ejectado
6 GP 2423179201658842 | Ju DCTA 27-1 Leuco.mes.dext. Ejectado
7 _— - GP 2423179201658841 Ju DCTA 13-1 Unidentified Ejectado
8 GP 2423179201658839 | Ju DCTA 148-1 Unidentified Ejectado
9 GP 2423179201658877 | Ju DCTA 201-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
10 GP 2423179201658876 | Ju DCTA 206-1 Str.sobrinus Ejectado




ANEXO D - Identificagcao de BAL pelo sistema Vitek ®2

Universidade Federal de Pelotas
Cliente bioMérieux Relatério da Cassete Impresso a: 2/Jul/2014 09:16 BRT

Informagoes Gerais
Aparelho: VK2C6628
Hora Carregamento: 1/Jul/’2014 10:37 BRT

Informagdes da Cassete

ID da Cassete: 5
Nome Técnico Config: labmicro
Modo de Diluigao: Pré-diluido
.Po'slgao Tipo Carta Cad. Barras Acesso # Microrg. Testes Orient. %‘::r';l Mensagem
1 GP 2423179201658962 | Ju DCTA 236-1 Unidentified Ejectado
2 GP 2423179201658963 | Ju DCTA 235-1 | Pedio.pentosaceus Ejectado
3 GP 2423179201658964 | Ju DCTA 210-1 | Pedio.pentosaceus Ejectado
4 GP 2423179201658984 | Ju DCTA 213-1 <<Low Discrim>> Ejectado
5 GP 2423179201658985 | Ju DCTA 312-1 Lc.lactis cremoris Ejectado
6 GP 2423179201658986 | Ju DCTA 309-1 Unidentified Ejectado
T = GP 2423179201658987 | Ju DCTA 315-1 Granuli.adiacens Ejectado
8 GP 2423179201658988 | Ju DCTA 313-1 Leuco.mes.dext. Ejectado
9 GP 2423179201658958 | Ju DCTA 89-1 <<Low Discrim>> Ejectado
10 GP 2423179201658957 | Ju DCTA 318-1 Lc.lactis cremoris Ejectado




ANEXO E - Identificacdo de BAL pelo sistema Vitek ®2

Universidade Federal de Pelotas
Cliente bioMérieux Relatorio da Cassete Impresso a: 2/Juli2014 09:16 BRT

Informacdes Gerais
Aparelho: VK2C6628
Hora Carregamento: 1/Jul/2014 11:05 BRT

Informagdes da Cassete

ID da Cassete: 6

Nome Técnico Config: labmicro

Modo de Diluigao: Pre-diluido

Posi¢do | Tipo Carta Céd. Barras Acesso # Microrg. Testes Orient. 3';';;’ Mensagem
1 GP 2423179201658822 | Ju DCTA 50-1 <<Low Discrim>> Ejectado
2 GP 2423179201658824 | Ju DCTA 08-1 <<Low Discrim>> Ejectado
3 GP 2423179201658823 | Ju DCTA 30-1 <<Low Discrim>> Ejectado
4 GP 2423179201658835 | Ju DCTA 38-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
5 GP 2423179201658834 | Ju DCTA 39-1 <<Low Discrim>> Ejectado
6 GP 2423179201658833 | Ju DCTA 40-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
7 GP 2423179201658832 | Ju DCTA 19A-1 | Leuco.pseudomesent. Ejectado
8
9
10




ANEXO F - Identificag&do de BAL pelo sistema Vitek ®2

Universidade Federal de Pelotas
Cliente bioMérieux Relatorio da Cassete Impresso a' 16/Jul/2014 09:00 BRT

Informagdes Gerais
Aparelho: VK2C6628
Hora Carregamento: 15/Jul/2014 10:17 BRT

Informagoes da Cassete

ID da Cassete: 1
Nome Técnico Config: labmicro
Modo de Diluigao: Pré-diluido
| Posicao | Tipo Carta Cod. Barras Acesso # Microrg. Testes Orient. ?;:;': Mensagem
1 GP 2423179201658828 | Ju DCTA 23-1 Leuco.lactis Ejectado
2 GP 2423179201658827 | Ju DCTA 28-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
3 GP 2423179201658857 | Ju DCTA 106-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
4 GP 2423179201658783 | Ju DCTA 107-1 | Pedio.pentosaceus Ejectado
5 GP 2423179201658782 | Ju DCTA 99-1 Pedio.pentosaceus Ejectado
6 GP 2423179201658781 Ju DCTA 21-1 <<Low Discrim>> Ejectado
1< GP 2423179201658780 | Ju DCTA 26-1 <<Low Discrim>> Ejectado
8 GP 2423179201658779 | Ju DCTA 20-1 Unidentified Ejectado
9 GP 2423179201658826 | Ju DCTA 284-1 <<Low Discrim>> Ejectado
10 GP 2423179201658825 | Ju DCTA 38-1 Unidentified Ejectado




