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RESUMO

DA SILVA, F. F. P. Bactérias laticas produtoras de folato e riboflavina: Isolamento e
avaliacdo do seu potencial de aplicacdo na producdo de produtos lacteos caprinos
com alto teor de vitaminas. 2015. 54p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

O valor nutricional e as caracteristicas fisico-quimicas fazem com que os produtos
lacteos caprinos sejam muito apreciados e tenham um alto valor agregado. Muitas bactérias
laticas (BAL) possuem a capacidade de produzir compostos com propriedades benéficas a
saude, inclusive vitaminas do grupo B, como a riboflavina (B2) e o folato (B9), que
participam de importantes fun¢des metabdlicas. O presente estudo objetivou isolar e
identificar BAL capazes de produzir folato e riboflavina, utilizando leite de cabra cru e de
gueijos de cabra como fonte, para em seguida, avaliar a producao destas vitaminas em leite
de cabra UHT, para estimar uma possivel aplicacdo na producéo de derivados lacteos de
cabra com teores mais altos destas vitaminas. Um total de 179 isolados de BAL, sendo 87
provenientes de leite e 92 de queijos, foram obtidas e analisados quanto a producao de
folato e de riboflavina extracelular (EC) e intracelular (IC), empregando-se ensaios
microbioldgicos apropriados. A producao de folato em meio de cultura a 37°C foi observada
em 151 isolados (84,4%) e de riboflavina em 15 isolados (8,4%), sendo que 14 produziram
as duas vitaminas concomitantemente. A média da producéo folato total (EC + IC) foi 138,8
pg/L, sendo que em 77 isolados (51%) a producéo estava acima da média. Houve diferenca
significativa entre as médias de producao de folato total pelos isolados de leite e de queijo. A
média da producado de riboflavina total (EC + IC) foi 363,7 ug/L, sendo que em 9 isolados
(60%) a producéo foi acima da média. Com base no RAPD-PCR e sequenciamento da
porcdo 16S do rDNA, foram obtidos 19 perfis genéticos diferentes e identificadas 7 espécies,
com predomindncia de  Streptococcus thermophilus (7 isolados), Weissella
paramensenteroides (6 isolados) e Lactococcus lactis subsp. lactis (4 isolados). Oito
isolados produtores de folato acima da média foram selecionados e submetidos a avaliagdo
da producdo de folato em leite de cabra UHT a 37°C, sendo 7 positivas, com meédia da
concentracao de folato total de 120,55 pg/L, variando de 12,97 a 261,91 pg/L. Os melhores
produtores de folato em leite de cabra UHT foram Lc. lactis subsp. lactis FP368 e St.
thermophilus FP34v, FP170v e FP268v. A concentracdo de folato produzido por estes
isolados foi acima da média, evidenciando seu interessante potencial de aplicagcdo na
producdo de novos derivados lacteos caprinos com teores aumentados desta vitamina. Por
outro lado, néo foi possivel detectar a producéao de riboflavina em leite de cabra por nenhum

dos isolados testados.

Palavras-chave: bactérias laticas, folato, riboflavina, leite de cabra, queijo de cabra.



ABSTRACT

DA SILVA, F. F. P. Folate and riboflavin producing lactic acid bacteria: Isolation and
evaluation of their potential application for production of goat dairy products with
higher vitamin content. 2015. 54p. Thesis (Doctor's degree) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

Due to the high nutritional value and physicochemical characteristics, goat milk and
cheeses are highly appreciated. Many strains of lactic acid bacteria (LAB) are able to
produce vitamins from the B complex, such as riboflavin (B2) and folate (B9). These vitamins
have important metabolic roles. The present study aimed to isolate riboflavin- and folate-
producing LAB strains from goat milk and cheeses, and evaluate the potential application of
those strains in the production of goat dairy products with higher content of these vitamins. A
total of 179 LAB isolates were obtained from milk (87) and cheese (92) samples. The isolates
were evaluated for production of extra (EC) and intracellular (IC) riboflavin and folate,
applying appropriate microbiological methods. Among these isolates, 151 (84.4%) were able
to produce folate, while 15 (8.4%) displayed the ability to produce riboflavin, and 14
produced both vitamins. The average production of total folate (EC + IC) was 138.8 pg/L,
and the amount of folates produced by 77 isolates (51%) were above this average. The
differences observed for the average production of total folate from milk and cheese isolates
were statistically significant. For total riboflavin (EC+ IC), the average rate was 363.7 ug/L.
Nine isolates (60%) presented production rates above the average. No significant difference
was observed between the average production of total riboflafin from milk or cheese isolates
(319.3 pg/L and 379.8 ug/L, respectively). Based on RAPD-PCR and 16S rDNA sequencing,
19 different genetic profiles were obtained and 7 species were identified, with predominance
of Streptococcus thermophilus (7 isolates), Weissella paramensenteroides (6 isolates), and
Lactococcus lactis subsp. lactis (4 isolates). Eight isolates that produced folate above the
average were selected and tested for vitamins production in UHT goat milk at 37°C. Seven
isolates produced an average of 120.55 pg/L of folate in the milk and concentration varied
from 12.97 to 261,91 pg/L. The best folate producers were Lactococcus lactis subsp. lactis
FP368, Streptococcus thermophilus FP34v, Streptococcus thermophilus FP170v and
Streptococcus thermophilus FP268v. The amount of folate produced by these isolates
surpassed the average, and was above the amounts described in other studies, evidencing
their potential application in the production of goat dairy products with higher content of

folate. None of the tested isolates was able to produce riboflavin in UHT goat milk.

Keywords: lactic acid bacteria, folate, riboflavin, goat milk, goat cheese.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leite de cabra e suas caracteristicas fisico-quimicas

O interesse mundial na producéo de leite de cabra tem aumentado muito nos udltimos
anos, devido a grande apreciacdo de suas caracteristicas organolépticas (Schirru et al.,
2012). A contribuicdo do leite de cabra para a economia e para a nutricdo da populacdo é
indiscutivel em varios paises, especialmente no Mediterraneo, Oriente Médio, Europa
Oriental e América do Sul (Ribeiro & Ribeiro, 2010). O Brasil € o maior produtor de leite de
cabra da América do Sul, com 141 mil toneladas por ano (Medina et al., 2011).

O leite de cabra difere do leite de vaca devido a sua maior digestibilidade (Park &
Haenlein, 2007), que pode ser explicada pela sua composi¢do, sendo as suas proteinas
mais rapidamente digeridas e os seus aminoacidos absorvidos mais eficientemente que os
aminodcidos do leite de vaca (Haenlein, 2004). Além disso, os glébulos de gordura do leite
de cabra sdo menores, resultando em maior superficie de contato, facilitando a atuacéo das
lipases do intestino (Park et al., 2007).

O leite de cabra tem efeitos benéficos em pessoas com alergia ao leite de vaca. Foi
demonstrado que 40% dos pacientes sensiveis as proteinas do leite de vaca toleram as
proteinas do leite de cabra. A baixa capacidade alergénica das proteinas do leite de cabra
pode auxiliar as pessoas que sofrem problemas como azia, eczema, asma, enxaqueca,
colite, Ulcera de estdbmago, disturbios digestivos, doencas no figado e na vesicula biliar,
constipacao e indigestéo (Ribeiro & Ribeiro, 2010).

Além desses beneficios, os acidos graxos do leite de cabra (caproico, caprilico e
caprico) sdo capazes de diminuir os niveis de colesterol sérico e inibir a formacéo de
depdsitos de colesterol. Por essa razdo, esses compostos tém sido utilizados no tratamento
de sindromes de ma absorcdo, distarbios intestinais, doencas coronarias, ma nutricao
infantil, fibrose cistica e célculos biliares (Haenlein, 2004). Lopez-Aliaga et al. (2005),
avaliando a influéncia da adicao de leite de cabra na dieta de adultos, observaram que esse
alimento diminuiu as concentracfes plasmaticas de colesterol e de triglicerideos, enquanto
os niveis de fosfolipidios, acidos biliares e o indice litogénico permaneceram normais.

As caracteristicas fisico-quimicas do leite de cabra possibilitam a sua utilizacdo na
producdo de uma grande variedade de produtos além do leite fluido (pasteurizado e UHT),
tais como queijos, manteiga, iogurtes, sorvetes, doces, entre outros (Ribeiro & Ribeiro,
2010).
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Queijos produzidos com leite de cabra tém propriedades organolépticas especiais,
além de apresentarem um alto conteudo protéico de excelente qualidade, baixo teor calérico
e baixo contetido de gorduras (Park et al., 2007).

Os teores de vitaminas e minerais nos queijos de cabra variam, dependendo do tipo
de queijo, do tempo de maturagéo e da tecnologia de producéo. Os queijos de cabra contém
altos teores de célcio (entre 80 mg a 534 mg/ 100g de queijo), e sdo excelentes fontes de
vitaminas do grupo B, especialmente vitamina B2 (riboflavina) e vitamina B9 (folato). Alguns
autores sugerem que as altas concentracdes dessas vitaminas em queijo de cabra sdo
decorrentes da presenca de bactérias laticas (BAL) capazes de produzi-las (Raynal-Ljutovac
etal., 2011).

1.2 Bactérias laticas

As bactérias laticas (BAL) sdo um grupo de micro-organismos Gram-positivos que
possuem caracteristicas metabdlicas e fisiolégicas semelhantes. Este grupo é formado por
cocos ou bastonetes ndo formadores de esporos, catalase negativos, anaerdbios ou
microaerofilos, sendo o acido latico o principal produto da fermentagéo dos carboidratos.

Muitas BAL séo classificadas como GRAS (“generally recognized as safe”), e por
isso sdo muito utilizadas pelas industrias de alimentos. Entretanto, a maioria das BAL
pertencentes ao género Enterococcus spp. ndo sdo consideradas GRAS e tém a sua
aplicacdo em alimentos muito questionada (Ogier & Serror, 2008), porque algumas espécies
sdo consideradas patégenos oportunistas e apresentam fatores de viruléncia (Donohue &
Gueimonde, 2012).

As BAL sdo amplamente utilizadas como culturas starters na elaboracdo de
alimentos fermentados. Além dessa importante capacidade fermentativa, as BAL também
podem melhorar a seguranca, a vida de prateleira, o valor nutricional e a qualidade total de
produtos fermentados. Algumas espécies de BAL séo probidticas e por isso utilizadas para o
desenvolvimento de uma grande variedade de novos alimentos probiéticos (LeBlanc et al.,
2010a).

Além das propriedades ja conhecidas, algumas BAL tém a capacidade de produzir
compostos benéficos a saude nos alimentos. Esses alimentos sdo denominados
nutracéuticos, um termo utilizado por Stephen DeFelice em 1989 para descrever ‘um
alimento (ou parte de um alimento) que fornece beneficios médicos e a saude, incluindo a
prevengao e/ou tratamento de uma doenga”. Tais compostos podem ser macronutrientes ou

micronutrientes, como por exemplo, vitaminas (Hugenholtz & Smid, 2002).
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1.3 Vitaminas do grupo B

As vitaminas sdo micronutrientes essenciais para o metabolismo de todos os seres
vivos. O ser humano néo é capaz de sintetizar a maioria das vitaminas, portanto elas devem
ser provenientes da dieta. De acordo com a sua solubilidade, as vitaminas sé&o classificadas
em lipossolUveis (vitaminas A, D, E e K) e hidrossollveis (vitaminas C e vitaminas do grupo
B) (LeBlanc et al., 2010a).

As vitaminas do grupo B (ou complexo B) séo tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina
(B3), acido pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7), folato (B9) e cobalamina (B12).
Essas vitaminas apresentam diferengas quimicas entre si e atuam de maneira sinérgica
para manter a homeostase do corpo. Elas estdo normalmente presentes em varios
alimentos, porém podem ser facilmente destruidas durante o cozimento ou processamento.
As deficiéncias alimentares relacionadas a esses componentes sdo comuns em varios
paises e muitos deles tém adotado legislacdes que exigem a suplementacdo de certos
alimentos com vitaminas e minerais (LeBlanc et al., 2010a). No Brasil, desde 2004, a
industria alimenticia é obrigada a suplementar as farinhas de trigo e de milho com ferro e
acido folico, para reduzir a incidéncia de anemia ferropriva e defeitos na formacéo do tubo
neural, respectivamente (Nasser et al., 2005).

Os relatérios oficiais mostram que essas legislagbes nem sempre sdo cumpridas e
os niveis de suplementagdo sao insuficientes, ndo sendo surpresa que 0s niveis plasmaticos
de vitaminas na maioria da populagdo tenham melhorado pouco e que as deficiéncias

subclinicas ainda persistam (ENNyS, 2007).

1.3.1 Riboflavina (Vitamina B2)

A riboflavina (vitamina B2) € um componente essencial do metabolismo basal celular,
pois € um precursor das coenzimas flavina-mononucleotideo (FMN) e flavina-adenina-
dinucleotideo (FAD), que sdo carregadores de elétrons em reacdes de oxirredugédo. Muitos
micro-organismos e plantas possuem a capacidade de sintetizar riboflavina. Contudo,
vertebrados, incluindo o ser humano, ndo podem sintetizi-la e devem obté-la a partir da
dieta (Burgess et al., 2004).

Os niveis de riboflavina recomendados para humanos variam de acordo com o sexo,
a idade e o estado fisiologico (por exemplo, gravidez e lactacdo). Adultos saudaveis
precisam consumir entre 0,9 e 1,6 mg dessa vitamina diariamente, pois 0 corpo humano nao
tem capacidade de armazenar essa vitamina. Embora a riboflavina esteja presente em uma
grande variedade de alimentos, tais como produtos lacteos, carnes, ovos e alguns vegetais

verdes, a deficiéncia de vitamina B2 (arriboflavinose) € comum, tanto em paises em
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desenvolvimento quanto em paises industrializados (O’Brien et al., 2001). Os sintomas de
ariboflavinose em humanos séo dor de garganta, hiperemia, edema das mucosas orais,
gueilose e glossite (LeBlanc et al., 2011). Os sintomas clinicos da deficiéncia de riboflavina
ocorrem raramente, mas o estado subclinico da doenca, caracterizado pela mudanca dos
niveis de vitamina no sangue, € comum em grande parte da populacdo (Burgess et al.,
2006).

Embora contenham riboflavina, os produtos lacteos ndo sdo considerados uma boa
fonte dessa vitamina. Levando em consideracdo que o leite de vaca contém 1,2 mg de
riboflavina por litro, uma pessoa adulta saudavel e uma mulher gravida necessitariam
consumir, respectivamente, 1,0 e 1,6 litros de leite por dia para atender as suas
necessidades diarias. Esse nivel de consumo de leite excede o consumo diario de leite de
pessoas em paises industrializados como os Estados Unidos da América, que € em média
200 mL. Aumentar os niveis de riboflavina no leite é, entdo, muito importante para prevenir
ariboflavinose nas populagfes onde o consumo de leite é baixo (LeBlanc et al., 2010a).

Além disso, as concentracdes de riboflavina podem variar em alguns produtos
lacteos, devido as tecnologias de processamento e a acdo de micro-organismos utilizados
durante o processo de produgdo. Esse € o caso do iogurte e do buttermilk, onde ha um
aumento da concentracdo de vitamina B2 para 1,7 mg/L e 2,0 mg/L, respectivamente,
guando comparados com o leite nhdo fermentado (1,2 mg/L). Esse aumento nha quantidade
de vitamina B2 pode ser devido a agdo de culturas starters capazes de sintetizar riboflavina
durante o processo de fermentagdo. A sele¢cdo adequada de culturas starters pode resultar
no aumento da concentracdo de vitaminas hidrossoluveis, possibilitando a produgédo de
produtos enriquecidos com essas vitaminas (LeBlanc et al., 2011).

Em um ensaio clinico com mulheres saudaveis, foi demonstrado que o consumo
diario de 200 g de iogurte probiético ou convencional, por duas semanas, ajuda a atingir a
necessidade total de vitamina B2, resultando em aumento nos niveis plasmaticos de
riboflavina livre (Fabian et al., 2008).

Outro estudo mostrou que a administragéo de leite fermentado por Propionibacterium
freudenreichii B2336, produtor de riboflavina, foi benéfica para ratos da linhagem Wistar com
deficiéncia desta vitamina. O produto fermentado apresentou elevada concentracdo de
riboflavina, eliminando a maioria das manifestacdes fisiologicas de ariboflavinose, enquanto
o produto fermentado com bactérias ndo produtoras de riboflavina ndo apresentou os

mesmos beneficios (LeBlanc et al., 2006).
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1.3.2 Folato (Vitamina B9)

Folato, ou vitamina B9, esta envolvido em diversas fun¢des importantes do
metabolismo, como replicacdo, reparacao e metilacdo do DNA e sintese de nucleotideos,
aminoacidos e vitaminas. Outra propriedade do folato é a capacidade antioxidante,
protegendo o genoma animal por meio da inibicdo do ataque de radicais livres ao DNA
(LeBlanc et al., 2010a).

O &cido folico é uma forma sintética de folato que ndo existe na natureza. Por outro
lado, as formas naturais de folato estdo presentes em varios alimentos (vegetais, frutas e
outros) e podem ser produzidas por micro-organismos (produtos lacteos, sucos fermentados
e outros) (Kariluoto et al., 2006). Leite e produtos lacteos sao fontes de folato (Holasova et
al., 2004). O leite fluido contém entre 20 e 50 pg/L de folato (LeBlanc et al., 2011). Produtos
lacteos fermentados contém quantidades mais altas dessa vitamina do que o leite fluido,
certamente devido a producéo adicional por bactérias (Holasova et al., 2004).

A deficiéncia de folato esta relacionada com varios problemas de saude, como
defeitos na formacédo do tubo neural, anemia megaloblastica, mal de Alzheimer, doencas
corondrias, osteoporose, aumento do risco de cancer de mamas e colon, perda de
desempenho cognitivo e perda auditiva (LeBlanc et al., 2010a; Laifio et al., 2011). Por essa
razdo, muitos paises tém adotado programas governamentais de suplementagéo de farinhas
e outros produtos com acido félico (FDA, 1996; Nasser et al., 2005; WHO, 2009). Uma das
grandes desvantagens da suplementagdo com &cido folico € que esse composto pode
mascarar a manifestacdo clinica de anemia megaloblastica causada pela deficiéncia de
vitamina B12 e, portanto, dificultar o seu diagnéstico (Morris & Tangney, 2007). Por outro
lado, folato produzido por micro-organismos ndo causa esse tipo de efeito (LeBlanc et al.,
2011).

Algumas pesquisas tém relatado que certas linhagens de bactérias laticas, como
Lactococcus lactis e Streptococcus thermophilus, utilizadas industrialmente na producéo de
produtos fermentados, podem sintetizar folato (Wegkamp et al., 2007; LeBlanc et al.,
2010b). Por essa razdo, produtos lacteos fermentados, incluindo o iogurte, podem conter
uma concentragdo de folato mais alta que nos produtos lacteos ndo fermentados (Leblanc et
al., 2007). Wouters et al. (2002) demonstraram que a concentracéo de folato no iogurte pode
ser superior a 200 ug/L quando fermentado com bactérias produtoras desta vitamina.

A producéo de folato varia consideravelmente entre os microrganismos, sendo uma
caracteristica dependente de cada cepa. Segundo varios autores, Streptococcus
thermophilus produz folato regularmente, enquanto Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus € um consumidor de folato (LeBlanc et al., 2011). Por esse motivo, a selecdo de
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combinagcbes adequadas de cepas é fundamental para o desenvolvimento de produtos
fermentados com altos niveis de vitaminas (LeBlanc et al., 2011).

A producdo de folato pode ser aumentada através do aumento da expressdo dos
genes envolvidos na biossintese da vitamina (Wegkamp et al., 2007). Contudo, na Europa,
as legislacbes atuais ndo permitem a utilizagdo de micro-organismos geneticamente
modificados em alimentos.

Considerando-se o0s aspectos relacionados as BAL e que algumas sdo capazes de
sintetizar vitaminas do grupo B, esses micro-organismos apresentam bom potencial de uso
tecnolégico para producdo de alimentos com teores mais altos de vitaminas do grupo B
(LeBlanc et al., 2010a).

2 OBJETIVO

O objetivo geral desta tese foi isolar bactérias laticas produtoras de folato e de
riboflavina a partir de amostras de leite de cabra cru e de queijos de cabra, avaliar a
capacidade destas bactérias produzirem estas vitaminas em leite de cabra UHT, identificar e

avaliar a diversidade genética das cepas produtoras por meio de técnicas moleculares.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao das bactérias laticas a partir de leite de cabra cru e queijo de cabra

As amostras de leite de cabra cru (n = 47) foram obtidas na Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Campus Pirassununga e no Sitio
Rekantinho, localizado na cidade de Ibiina, SP. As amostras de queijo de cabra (n = 5)
foram adquiridas em estabelecimentos comerciais na cidade de S&o Paulo.

Para o isolamento das bactérias laticas (BAL) seguiu-se o método de Schirru et al.
(2012), com algumas modificagbes. No caso de leite cabra, uma aliquota de 1 mL de cada
amostra foi adicionada a 9 mL de agua peptonada 0,1%, e a mistura submetida a diluicdes
decimais seriadas em agua peptonada 0,1%. No caso de queijo de cabra, uma porcéo de 25
g de cada amostra foi homogeneizada com 225 mL de agua peptonada 0,1% em um
stomacher (Stomacher, 400, Seward, London, UK) e a mistura foi submetida a diluicbes
decimais seriadas empregando-se agua peptonada 0,1%. Posteriormente, aliquotas de 100
ML de cada diluicAo foram transferidas para a superficie de seis placas estéreis, trés
contendo 4gar Man, Rogosa and Sharpe (MRS) (Oxoid, Basingstoke, UK) e trés contendo

agar M17 (Difco, New Jersey, USA) suplementado com 10% de lactose. O indculo foi
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distribuido na superficie das placas com uma alca de Drigalsky esterilizada, sendo uma
placa de cada meio incubada em jarras de anaerobiose (Anaerogen 2.5L Sachet, Oxoid) a
30, 37 e 42°C por 48 h.

Apés a incubagédo, 5 colbnias isoladas de cada placa de agar MRS e/ou agar M17
foram selecionadas aleatoriamente, inoculadas em caldo MRS e incubadas a 37°C por 24 h.
Uma aliquota desse caldo foi semeada por esgotamento em agar MRS ou agar M17 para a
purificacdo das colbnias, dependendo de qual meio de cultura o isolado foi obtido
inicialmente. As col6nias foram submetidas a coloragdo de Gram e ao teste de producéo de
catalase. Colbnias Gram positivas e catalase negativas foram transferidas para caldo MRS
adicionado de 20% (v/v) de glicerol (LabSynth, S&o Paulo, Brasil), e armazenadas a -20°C

até a realizacdo dos testes de producao de folato e de riboflavina.

3.2 Selecao das bactérias laticas produtoras de vitaminas

3.2.1 Avaliacéo preliminar da producéo de folato

As culturas de BAL obtidas conforme descrito em 3.1 foram inoculadas,
separadamente, em 3 mL de caldo MRS e incubadas a 37°C por 24 h. Em seguida, 1 mL
dessa cultura foi centrifugado (Sigma 1-14k, Alemanha) a 10000 x g durante 5 min, para a
obtencdo de um pellet bem compacto. Apos remocao do sobrenadante, as células do pellet
foram lavadas trés vezes com solucéo salina esterilizada (LabSynth) e ressuspensas em 1
mL de solugéo salina esterilizada. Uma aliquota de 120 pL desta suspenséo foi transferida
para um tubo contendo 3 mL de Folic Acid Casei Medium (FACM) (Difco), um meio
guimicamente definido sem folato, incubando-se a 37°C até turvacdo do meio, por no
maximo 72 h.

Apés a incubacéo, as culturas foram homogeneizadas e uma aliquota de 1 mL foi
submetida a centrifugacdo a 10000 x g durante 5 min. O sobrenadante foi descartado e as
células foram lavadas trés vezes com solucdo salina esterilizada. As células lavadas foram
ressuspensas em 1 mL de solucdo salina esterilizada e uma aliquota de 120 pL dessa
suspensao foi transferida para 3 mL de meio FACM, que foi incubado a 37°C por até 48 h.
Este procedimento foi repetido sete vezes para as culturas que apresentavam boa
multiplicacdo no meio FACM. Os isolados que continuaram multiplicando-se apés as sete
passagens no meio FACM foram selecionados, armazenados a -20°C em caldo MRS
adicionado de (20% v/v) de glicerol e testados quanto a producéao de folato.

Os isolados que pararam de se multiplicar em alguma das passagens pelo meio
FACM foram recuperados do ultimo tubo com meio FACM em que ocorreu multiplicacéo e

inoculados no meio FACM suplementado com uma solucéo de acido folico  (Sigma-Aldrich,



18

S&o Paulo, Brasil) com a concentracdo final de 1 pg/L no meio de cultura. Esse
procedimento foi realizado para confirmar que a multiplicacdo cessou por causa da auséncia

de folato e ndo de outro componente do meio FACM.

3.2.2 Avaliacao preliminar da producgéo de riboflavina

O procedimento experimental para a avaliagdo preliminar da producao de riboflavina
foi semelhante ao descrito para o folato (item 3.2.1).

Os isolados foram inoculados, separadamente, em 3 mL de caldo MRS e incubados
a 37°C por 24 h. Apos a incubacédo, uma aliquota de 1 mL foi centrifugada a 10000 g durante
5 minutos e o sobrenadante descartado. As células foram lavadas trés vezes com solucao
salina esterilizada (LabSynth) e ressuspensas em 1 mL de solucdo salina esterilizada. Uma
aliquota de 120 pL foi transferida para um tubo contendo 3 mL de caldo Riboflavin Assay
Medium, RAM, (Difco), um meio quimicamente definido sem riboflavina, incubando-se a
37°C por até 72 h, observando-se a turvacao do meio. Este procedimento foi repetido quatro
vezes para as culturas que apresentavam boa multiplicacdo no meio RAM. Os isolados que
continuaram multiplicando-se apds as quatro passagens no RAM foram selecionados,
armazenados a -20°C em caldo MRS adicionado de (20% v/v) de glicerol e testados quanto
a producéo de riboflavina.

Os isolados que pararam de se multiplicar em alguma das passagens pelo meio
RAM foram recuperados do ultimo tubo com meio RAM em que ocorreu multiplicacdo e
inoculados no meio RAM suplementado com uma solucéo de riboflavina (Sigma-Aldrich)
com a concentracao final de 1 ug/mL no meio de cultura. Esse procedimento foi realizado
para confirmar que a multiplicacdo cessou por causa da auséncia de riboflavina e nédo de

outro componente do meio RAM.

3.3 Avaliacéo da producéao de folato (vitamina B9) pelos isolados

3.3.1 Preparacao das suspensdes para determinacdo de folato extracelular (EC) e

intracelular (IC)

Os isolados selecionados conforme descrito no item 3.2.1 foram inoculados,
separadamente, em 3 mL de caldo MRS e incubados a 37°C por 24 h. Em seguida, uma
aliguota de 1 mL foi retirada e centrifugada a 10000 x g por 5 min. Apés remogdo do
sobrenadante, as células remanescentes foram lavadas trés vezes com solucdo salina

esterilizada. As células lavadas foram ressuspensas em 1 mL de solucéo salina esterilizada
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e uma aliquota de 120 uL desta suspenséo foi transferida para um tubo contendo 3 mL de
FACM, incubando-se a 37°C por 24 h, repetindo-se este procedimento trés vezes.

Para determinacdo da quantidade de folato extracelular (EC) e intracelular (IC),
centrifugou-se uma aliquota de 1,5 mL da ultima suspensao no meio FACM a 10000 x g por
5 min. Em seguida, 500 pL do sobrenadante foram removidos e misturados com 500 pL de
tampao protetor [solucdo de acetato de sodio (0,82%) e acido ascorbico (1%)] para a
obtencdo da suspensdo EC. Apés descarte do restante do sobrenadante, as células foram
lavadas trés vezes em solucéo salina esterilizada e o pellet formado foi ressuspenso em 1
mL de tampéao protetor para obtencéo da suspenséo IC.

As duas suspensdes (EC e IC) foram aquecidas a 100°C por 5 min, centrifugadas a
10000 x g por 5 min, armazenando-se os sobrenadantes a -20°C até a determinagéo da
concentracao de folato.

3.3.2 Determinagéo da concentragéo de folato

A determinacdo da concentracdo de folato nas suspensdes foi realizada de acordo
com método de Horne & Patterson (1988) empregando-se como cepa indicadora da
presenca de folato o Lactobacillus casei subsp. rhamnosus NCIMB 10463, resistente a
cloranfenicol (>500 pg/mL) e dependente de folato para se multiplicar (O’Brien et al., 2001).
A cepa indicadora foi cedida pelo Dr. Jean Guy Joseph LeBlanc do Centro de Referencia de
Lactobacilos (CERELA), Tucuman, Argentina.

A cepa indicadora foi inoculada em 3 mL de caldo MRS e incubada a 37°C por 24 h.
Em seguida, 1 mL desta cultura foi centrifugada a 10000 x g por 5 min, descartando-se o
sobrenadante. As células foram lavadas trés vezes com solucdo salina esterilizada e
ressuspensas em 1 mL de solucdo salina esterilizada. Uma aliquota de 120 pL dessa
suspenséao foi transferida para um tubo contendo 3 mL de meio FACM, incubando-se a 37°C
por 24 h. Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes, sendo a Ultima cultura
utilizada nos testes de determinacdo da concentracdo de folato. Para isso, centrifugou-se 1
mL dessa terceira cultura a 10000 x g por 5 min, resuspendendo-se o sedimento em 1 mL
de solucédo salina esterilizada. A etapa de lavagem das células foi repetida trés vezes. Em
seguida, 480 uL dessa suspensao foram transferidos para um tubo contendo 12 mL de caldo
FACM de dupla concentracdo, adicionando-se 24 pL de uma solucao de cloranfenicol a 20
mg/mL.

Para a determinacdo da concentracdo de folato nas suspensdes EC e IC, as
suspensfes foram descongeladas em temperatura ambiente e adicionadas de um volume
de tampéo fosfato (0,1 M, pH 6,6 — 6,8) suficiente para que o resultado do teste estivesse na

faixa de densidade 6ptica (DO) a 595 nm estabelecida na curva padrdo, conforme descrito a
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seguir. Ap6s a homogeneizagdo da mistura da suspensdo em teste com o tampéo fosfato,
trés aliquotas de 100 pL desta mistura foram transferidas para po¢os de uma placa para
microtitulagdo de 96 pocos, adicionando-se em seguida 100 pL da suspensdo contendo a
cepa indicadora. Apés a homogeneizacdo das misturas com uma pipeta, as placas foram
incubadas a 37°C por 48 h, e ap6s nova homogeneizacao, efetuou-se a leitura da densidade
Optica (DO) a 595 nm, empregando-se um leitor de microplacas (Multiskan™ FC Microplate
Photometer, Thermo Scientific™, Waltham, USA). Simultaneamente a estes testes e
empregando a mesma placa de microtitulacdo, construiu-se uma curva padrdo, com
solucbes de acido félico com concentragcbes entre 0,0 e 1,0 pg/L, preparadas em tampao
fosfato 0,1 M (pH 6,6 — 6,8). Com base na curva padréo, calculou-se as concentracbes de
folato intracelular (IC) e extracelular (EC) produzido pelos isolados. A concentragdo de folato
total foi obtida somando-se as concentragfes de folato IC e EC. Os resultados foram

expressos em pg/L.

3.4 Avaliacdo da producdao de riboflavina (vitamina B2) pelosisolados

3.4.1 Preparacao das suspensfes para determinacéo de riboflavina extracelular (EC)

e intracelular (IC)

Os isolados selecionados conforme descrito no item 3.2.2 foram inoculados,
separadamente, em 3 mL de caldo MRS e incubados a 37°C por 24 h. Em seguida, uma
aliqguota de 1 mL foi retirada e centrifugada a 10000 x g por 5 min. Apés remoc¢édo do
sobrenadante, as células remanescentes foram lavadas trés vezes com solu¢do salina
esterilizada. As células lavadas foram ressuspensas em 1 mL de solucéo salina esterilizada
e uma aliquota de 120 uL desta suspenséo foi transferida para um tubo contendo 3 mL de
RAM, incubando-se a 37°C por 24 h, repetindo-se este procedimento trés vezes.

Para determinacdo da quantidade de riboflavina extracelular (EC) e intracelular (IC),
centrifugou-se uma aliquota de 1,5 mL da ultima suspenséo no meio RAM a 10000 x g por 5
min. Em seguida, 500 pL do sobrenadante foram removidos e misturados com 500 pL de
uma solucéo de &cido acético a (1% v/v) para a obtencao da suspensao EC. ApoOs descarte
do restante do sobrenadante, as células foram lavadas trés vezes em solucdo salina
esterilizada e o pellet formado foi ressuspenso em 1 mL da solug¢édo de acido acético a (1%
v/v) para obtencao da suspenséo IC.

As duas suspensdes (EC e IC) foram aquecidas a 100°C por 5 min, centrifugadas a
10000 x g por 5 min, armazenando-se 0s sobrenadantes a -20°C até a determinacéo da

concentracao de riboflavina.
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3.4.2 Determinagdo da concentragdo deriboflavina

A determinacdo da concentracdo de riboflavina nas suspensdes foi realizada de
acordo com o método de Golbach et al., 2007, sendo como cepa indicadora da presenca de
riboflavina o Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ATCC 7469, que depende desta vitamina
para sua multiplicacdo. A cepa indicadora foi cedida pelo Dr. Jean Guy Joseph LeBlanc do
Centro de Referencia de Lactobacilos (CERELA), Tucuman, Argentina.

A cepa indicadora foi inoculada em 3 mL de caldo MRS, que foi incubado a 37°C por
24 h. Em seguida, 1 mL dessa cultura foi centrifugada a 10000 x g por 5 min, descartando-
se o0 sobrenadante. As células foram lavadas trés vezes em solucao salina esterilizada e
ressuspensas em 1 mL de solugdo salina esterilizada. Uma aliquota de 120 pL da
suspenséo foi inoculada em 3 mL do meio RAM, que foi incubado a 37°C por 24 h. Uma
aliquota de 1 mL dessa cultura foi centrifugada, lavada e ressuspensa em 1 mL de solucdo
salina esterilizada. Em seguida, 480 uL dessa foram transferidos para um tubo contendo 12
mL de caldo RAM de dupla concentracao.

Para a determinacdo da concentracéo de riboflavina nas duas suspensdes (EC e IC),
as suspensOes foram descongeladas em temperatura ambiente e adicionadas de um
volume de tampéo fosfato (0,1 M, pH 6,6 — 6,8) suficiente para que o resultado do teste
estivesse na faixa de densidade Optica (DO) a 595 nm estabelecida na curva padrao,
conforme descrito a seguir. Ap6s a homogeneizagéo da mistura da suspensdo em teste com
o tampdo fosfato, trés aliquotas de 100 pL desta mistura foram transferidas para pocos de
uma placa para microtitulagdo de 96 pocos, adicionando-se em seguida 100 pL da
suspensdo contendo a cepa indicadora. Ap6s a homogeneizagcdo das misturas com uma
pipeta, as placas foram incubadas a 37°C por 48 h, e apés nova homogeneizacgéo, efetuou-
se a leitura da densidade optica (DO) a 595 nm, empregando-se um leitor de microplacas
(Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Scientific™). Simultaneamente a estes
testes e empregando a mesma placa de microtitulag@o, construiu-se uma curva padrdo, com
solucdes de riboflavina (10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 pg/L), preparadas em tampdao fosfato
0,1 M (pH 6,6 — 6,8). Com base na curva padrdo, calculou-se as concentracbes de
riboflavina intracelular (IC) e extracelular (EC) produzida pelos isolados. A concentracdo de
riboflavina total foi obtida somando-se as concentracdes de riboflavina IC e EC. Os

resultados foram expressos em pg/L.
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3.5 Pesquisa do género Enterococcus entre os isolados produtores de folato e

riboflavina

Os isolados que produziram folato total acima da média e todos os isolados
produtores de riboflavina foram selecionados e analisados por PCR para identificacao
daqgueles pertencentes ao género Enterococcus spp . A identificacdo foi realizada através da
amplificacdo do gene tuf (elongation factor Tu), que apresenta 112 pb e é especifico para
Enterococcus spp.

A reacdo de amplificacdo foi realizada segundo Ke et al. (1999), utilizando os primers
Ent 1 (5-TACTGACAAACCATTCATGATG-3) eEnt2 (5-AACTTCGTCACCAACGCGAAC-
3. O volume final da reagao foi de 50 pL, contendo 2,5 pL de cada primer (10 puM), 2 yL de
DNA (20 ng/uL), 21,5 yL de GoTaq® Green Master Mix 2x [(2x Green GoTag® Reaction
Buffer, pH 8,5; 400 uM dATP; 400 uM dGTP; 400 uM dCTP; 400 uM dTTP e 3 mM MgCl.),
Promega, USA], sendo o restante do volume completado com agua de mili-Q esterilizada. A
PCR foi realizada em termociclador (Veriti® 96-Well Thermal Cycler, Applied Biosystems®,
California, USA). As condi¢des utilizadas foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min,
seguindo-se 35 ciclos contendo uma desnhaturagdo a 94°C por 15 s, um anelamento a 55°C
por 15 s e uma extensao a 72°C por 45 s. A extensao final foi realizada a 72°C por 5 min.

Para a visualizacdo dos fragmentos amplificados, uma aliquota (8 uL) da reacéo de
PCR foi aplicada em 1,5% gel de agarose em tampéao TBE 0,5 x, sendo a eletroforese
realizada a 100 V por 35 min. Os fragmentos amplificados foram visualizados sob luz

ultravioleta apds a coloragdo em brometo de etidio.

3.6 Identificagdo dos isolados produtores de folato e riboflavina ndo pertencentes ao

género Enterococcus

Os isolados produtores de folato (n= 39) e/ou riboflavina (n = 8) néo pertencentes ao
género Enterococcus foram submetidos a RAPD-PCR para diferenciacdo e sequenciamento

da porgéo 16S do rDNA para identificagdo do género e espécie.

3.6.1 Random Amplified Polymorphic DNA — Polimerase Chain Reaction (RAPD-PCR)

A reacado de amplificacdo por RAPD-PCR foi realizada segundo Van Reenen & Dicks
(1996), utilizando os primers OPL 02 (5' -TGGGCGTCAA- 3), OPL 14 (5° -GTGACAGGCT-
3") e OPL 20 (5' -TGGTGGACCA- 3'). O volume final da reacéo foi de 50 pL, contendo 1,4
ML de primer (10 uM), 2 uL de DNA (20 ng/uL), 25 uL de GoTag® Green Master Mix 2x [(2x
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Green GoTaq® Reaction Buffer, pH 8,5; 400 uM dATP; 400 uM dGTP; 400 uM dCTP; 400
UM dTTP e 3 mM MgCI2 (Promega, USA)], sendo o restante do volume completado com
agua de mili-Q esterilizada. A PCR foi realizada em termociclador (Veriti® 96-Well Thermal
Cycler, Applied Biosystems). As condi¢Oes utilizadas foram: desnaturagéo inicial a 94°C por
0 min, seguindo-se 45 ciclos contendo uma desnaturacdo a 94°C por 1 min, um anelamento
a 28°C por 1 min e uma extensdo a 72°C por 2 min. A extenséo final foi realizada a 72°C por
5 min.

Para a visualizacdo dos fragmentos amplificados, uma aliquota (8 L) da reacdo de
PCR foi aplicada em 1,5% gel de agarose em tampdo TBE 0,5 x, sendo a eletroforese
realizada a 70 V por 157 min. Os fragmentos amplificados foram visualizados sob luz

ultravioleta ap6s a coloragéo em brometo de etidio.

3.6.2 Sequenciamento da por¢éo 16S do rDNA

Apoés a realizacdo do RAPD-PCR, os isolados que apresentaram perfis genéticos
distintos foram selecionados para a identificagdo do género e espécie, por meio do
sequenciamento da por¢cdo 16S do rDNA. A amplificacdo dessa regido foi realizada por
PCR, utilizando os primers fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e rD1 (5-
TAAGGAGGTGATCCAGGC-3’). O volume final da reacgao foi de 50 uL, contendo 2,5 pL de
cada primer (10 uM), 2 uL de DNA (20 ng/uL), 25 puL de GoTag® Green Master Mix 2x [(2x
Green GoTaq® Reaction Buffer, pH 8,5; 400 uM dATP; 400 uM dGTP; 400 uM dCTP; 400
UM dTTP e 3 mM MgCI2 (Promega, USA)], sendo o restante do volume completado com
agua de mili-Q esterilizada. A PCR foi realizada em termociclador (Veriti® 96-Well Thermal
Cycler, Applied Biosystems). As condi¢des utilizadas foram: desnaturagéo inicial a 95°C por
2 min, seguindo-se 40 ciclos contendo uma desnaturacdo a 95°C por 30 s, um anelamento a
45°C por 30 s e uma extensédo a 72°C por 30 s. A extensao final foi realizada a 72°C por 7
min.

A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada por meio da retirada de uma
aliquota (8 uL) da reacdo de PCR, que foi aplicada em 1,5% gel de agarose em tampéo TBE
0,5 x, sendo a eletroforese realizada a 70 V por 60 min. Os fragmentos amplificados foram
visualizados sob luz ultravioleta ap6s a coloragdo em brometo de etidio.

AplOs a visualizacdo dos fragmentos, os produtos da reacdo foram purificados,
utilizando um kit comercial (QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN, Brasil). Os produtos de
purificacdo foram encaminhados ao Centro de Pesquisa sobre o Genoma Humano e
Células—Tronco, Universidade de S&o Paulo, para a realizacdo do sequenciamento.

As cepas foram identificadas por comparacdo das sequéncias obtidas com as

disponiveis na base de dados GenBank, utilizando o programa Basic Local Alignment
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Search Tool (BLAST). Para a identificag@o taxondmica, o nivel de similaridade minimo
considerado entre as sequéncias foi de 99%.

3.7 Avaliagéo da producéo de folato em leite de cabra

Com base nos resultados do sequenciamento da porcdo 16S do rDNA e na
capacidade de produzir folato em meio de cultivo, foram selecionados 8 isolados para
avaliacao da producdo de folato em leite. Os isolados selecionados pertenciam as espécies
Streptococcus thermophilus (5 isolados), Lactococcus lactis subsp. lactis (2 isolados) e
Lactobacillus helveticus (um isolado).

3.7.1 Preparacgao do in6culo e elaboracgéo do leite fermentado

As cepas selecionadas foram inoculadas individualmente em 3 mL de caldo MRS e
incubadas a 37 °C por 18h. Em seguida, 1 mL dessas culturas foi centrifugado a 10000 x g
durante 5 min para a obtencao de um pellet. Apés remocéo do sobrenadante, as células do
pellet foram lavadas trés vezes com solucdo salina esterilizada. Da suspensao final
contendo 10% UFC/mL, transferiu-se uma aliquota de 100 pL para 100 mL de leite de cabra
UHT, que foi incubado a 37 °C por 24 h.

Durante a incubagédo do leite, foram retiradas aliquotas nos tempos 0, 6, 8 e 24h para
determinacéo do pH, enumeracao de células viaveis (UFC/mL) e medida da concentracéo
de folato (png/L).

3.7.2 Determinacédo do pH

A determinacdo do pH do leite foi realizada com um medidor digital de pH (PHS-
3BW, Bell Engineering, USA).

3.7.3 Enumeracdao das células viaveis

Uma aliquota de 100 pL do leite fermentado foi transferida para 900 pL de solugéo
salina esterilizada, realizando-se as diluicdes decimais seriadas subsequentes empregando-
se 0 mesmo diluente. Para enumeracao das células viaveis, 100 pL de cada diluigdo foram
transferidos para placas estéreis contendo agar Man Rogosa and Sharpe (MRS,
Oxoid).Ap06s a distribuicdo das aliquotas na superficie das placas com al¢as de Drigalsky, as

placas foram incubadas em jarras de anaerobiose (Anaerogen 2.5L Sachet, Oxoid) a 37 °C
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por 48 h. Apés a incubacéo, as coldnias foram enumeradas e o resultado foi expresso em
UFC/mL.

3.7.4 Determinag&o da concentragéo de folato

3.7.4.1 Preparo das amostras de sobrenadante

Uma aliquota de 500 pL do leite fermentado foi adicionada a 500 uL de tampdao
protetor [solugdo de acetato de sodio (0,82%) e éacido ascorbico (1%)], e a mistura foi
aquecida a 100 °C por 5 min e centrifugada a 10000 x g. O sobrenadante foi removido e
armazenado a -20 °C até a realizacao da determinacdo da concentracao de folato.

Anteriormente a determinacdo da concentracdo de folato, as amostras de
sobrenadante foram submetidas a um tratamento trienzimatico com o objetivo de liberar o
folato sequestrado pelas proteinas do leite, seguindo-se a metodologia descrita por lyer et
al. (2009). Para isso, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e aliquotas
de 500 pL foram adicionadas de 100 pL de amilase de Aspergillus oryzae (4mg/mL) (Sigma
Aldrich) e incubadas a 37 °C por 2 h. Em seguida, as amostras tratadas foram aquecidas a
100 °C por 5 min e resfriadas. As amostras foram entdo adicionadas de 100 pL de protease
de Streptomyces griseus (4mg/mL) (Sigma Aldrich), incubando-se a 37 °C por 2 h e 30 min.
Apés esse periodo, as amostras foram aquecidas a 100 °C por 5 min e resfriadas. Apos
esse procedimento, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 min. Os
sobrenadantes foram transferidos para outro tubo, ao qual se adicionou 100 pL de plasma
humano (Sigma Aldrich), incubando-se a 37 °C por 3 h. As misturas foram aquecidas a 100
°C por 5 min, resfriadas e centrifugadas a 10000 rpm por 5 min. Os sobrenadantes foram
transferidos para outro tubo, e armazenados a -20 °C até a determinacdo da concentracao

de folato.

3.7.4.2 Determinagéo da concentragéo de folato

Esta determinacdo foi realizada utilizando o método de Horne & Patterson (1988),
gue utiliza como cepa indicadora Lactobacillus casei subsp rhamnosus NCIMB 10463
(O’Brien et al., 2001), resistente a cloranfenicol (500 pug/mL) e dependente de folato para
multiplicagcdo. A cepa indicadora foi cedida pelo Dr. Jean Guy Joseph LeBlanc do Centro de
Referencia de Lactobacilos (CERELA), Tucuman, Argentina.

A cepa indicadora foi inoculada em 3 mL de caldo MRS, e incubada a 37 °C por 24 h.
Em seguida, 1 mL dessa cultura foi centrifugada a 10000 x g por 5 min, descartando-se o
sobrenadante. As células foram lavadas trés vezes com solugcdo salina esterilizada e,
posteriormente, ressuspensas em 1 mL do mesmo diluente. Uma aliquota de 120 uL dessa

suspensao foi transferida para um tubo contendo 3 mL de meio FACM, incubando-se a 37
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°C por 24 h. Esse procedimento foi repetido mais uma vez, sendo a Ultima cultura utilizada
nos testes de determinacéo da concentracdo de folato. Para isso, centrifugou-se 1 mL dessa
segunda cultura a 10000 x g por 5 min, ressuspendendo-se o0 sedimento em 1 mL de
solucdo salina esterilizada. A etapa de lavagem das células foi repetida trés vezes. Em
seguida, 480 uL dessa suspensao foram transferidos para um tubo contendo 12 mL de caldo
FACM de dupla concentracdo, adicionando-se 24 pL de uma solucao de cloranfenicol a 20
mg/mL.

Para a determinacdo da concentracao de folato nas amostras, as suspensées foram
descongeladas em temperatura ambiente e adicionadas de um volume de tampdao fosfato
(0,1 M, pH 6,6-6,8) suficiente para que o resultado do teste estivesse na faixa de densidade
Optica (DO) a 595 nm estabelecida na curva padrdo, conforme descrito a seguir. ApGs a
homogeneizagédo da mistura da suspensao em teste com o tampao fosfato, trés aliquotas de
100 pL desta mistura foram transferidas para pogcos de uma placa de microtitulagdo de 96
pocos, adicionando-se 100 pL da suspensdo contendo a cepa indicadora. Apds a
homogeneizacdo das misturas com uma pipeta, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 h,
e apbés nova homogeneizacdo, efetuou-se a leitura da densidade optica (DO) a 595 nm,
empregando-se o leitor de microplacas (MultiskanTM FC Microplate Photometer, Thermo
Scientific TM). Simultaneamente a estes testes e empregando a mesma placa de
microtitulacdo, construiu-se uma curva padrdo, com solu¢cdes de &acido fdlico com
concentracoes entre 0,0 e 1,0 pg/L, preparadas em tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,6 — 6,8).
Com base na curva padréo, calculou-se as concentracdes de folato das amostras. Os

resultados foram expressos em ug/L.

3.8 Avaliagéo da producéo de riboflavina em leite de cabra

Com base nos resultados do sequenciamento da porcdo 16S do rDNA e na
capacdidade de produzir riboflavina em meio de cultivo, foram selecionados 4 isolados para
avaliagdo da producdo de riboflavina em leite. Os isolados selecionados pertenciam as
espécies Streptococcus thermophilus (2 isolados), Lactococcus lactis subsp. lactis (um

isolado) e Lactobacillus helveticus (um isolado).

3.8.1 Preparacédo do in6culo e elaboracéo do leite fermentado

As cepas selecionadas foram inoculadas individualmente em 3 mL de caldo MRS e
incubadas a 37 °C por 18h. Em seguida, 1 mL dessas culturas foi centrifugado a 10000 x g

durante 5 min para a obtencdo de um pellet. Apés remocao do sobrenadante, as células do
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pellet foram lavadas trés vezes com solucdo salina esterilizada. Da suspensao final
contendo 10% UFC/mL, transferiu-se uma aliquota de 100 pL para 100 mL de leite de cabra
UHT, que foi incubado a 37 °C por 24 h.

Durante o periodo de incubacédo foram retiradas aliquotas nos tempos 0, 6, 8 e 24h
para determinacdo do pH, enumeracdo de células viaveis (UFC/mL) e medida da

concentragao de riboflavina (ug/L).

3.8.2 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH do leite foi realizada utilizando um medidor digital de pH (PHS-
3BW, Bell Engineering, USA).

3.8.3 Enumeracdao das células viaveis

Uma aliquota de 100 uL do leite fermentado foi transferida para 900 pL de solucdo
salina esterilizada, realizando-se as diluicdes decimais seriadas subsequentes empregando-
se 0 mesmo diluente. Para enumeracao das células viaveis, 100 pL de cada diluigdo foram
transferidos para placas estéreis contendo a4gar Man Rogosa and Sharpe (MRS, Oxoid).
Apés a distribuicdo das aliquotas na superficie das placas com allcas de Drigalsky, as
placas foram incubadas em jarras de anaerobiose (Anaerogen 2.5L Sachet, Oxoid) a 37 °C
por 48 h. Ap6s a incubacao, as colénias foram enumeradas e o resultado foi expresso em
UFC/mL.

3.8.4 Determinacéo da concentracéo deriboflavina

3.8.4.1 Preparo das amostras

Uma aliquota de 500 pL do leite fermentado foi adicionada a 500 pL de acido acético
1%, aquecida a 100 °C por 5 min e centrifugada a 10000 x g. O sobrenadante foi removido e
armazenado a -20 °C até a realizacao da determinacao da concentracao de riboflavina.
Anteriormente a determinacgdo da concentracdo de riboflavina, as amostras de sobrenadante
foram submetidas a um tratamento com acido tricloroacético (TCA) a 0,75 M com o objetivo
de liberar a riboflavina sequestrada pelas proteinas do leite. Para isso, as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e aliquotas de 300 pL foram adicionadas de 100 pL
de &cido tricloroacético 0,75 M (Labsynth) e incubadas a 4 °C por 1 h. Em seguida, as

amostras tratadas foram centrifugadas a 10000 x g por 5 min. Os sobrenadantes foram
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transferidos para outro tubo, e armazenados a -20 °C até a determinacao da concentracao
de riboflavina.

3.8.4.2 Determinagéo da concentragéo de riboflavina

Esta determinacdo foi realizada utilizando o método de Golbach et al., 2007, que
utiliza como cepa indicadora Lactobacillus casei subsp rhamnosus ATCC 7469, dependente
de vitamina B2 para multiplicagdo. A cepa indicadora foi cedida pelo Dr. Jean Guy Joseph
LeBlanc do Centro de Referencia de Lactobacilos (CERELA), Tucuman, Argentina.

A cepa indicadora foi inoculada em 3 mL de caldo MRS, e incubado a 37 °C por 24 h.
Em seguida, 1 mL dessa cultura foi centrifugada a 10000 x g por 5 min, descartando-se o
sobrenadante. As células foram lavadas trés vezes com solugdo salina esterilizada e,
posteriormente, ressuspensas em 1 mL do mesmo diluente. Uma aliquota de 120 pL dessa
suspenséo foi transferida para um tubo contendo 3 mL de meio RAM suplementado com 1,5
ML de solucdo de riboflavina (1mg/mL), incubando-se a 37 °C por 24 h. Essa cultura foi
utiizada nos testes de determinacdo da concentracdo de vitamina B2. Para isso,
centrifugou-se 1 mL dessa cultura a 10000 x g por 5 min, ressuspendendo-se o sedimento
em 1 mL de solugcéo salina esterilizada. A etapa de lavagem das células foi repetida trés
vezes. Em seguida, 480 uL dessa suspensao foram transferidos para um tubo contendo 12
mL de caldo RAM de dupla concentragéo.

Para a determinacdo da concentracdo de riboflavina nas amostras, as suspensdes
foram descongeladas em temperatura ambiente e adicionadas de um volume de tampéo
fosfato (0,1 M, pH 6,6 — 6,8) suficiente para que o resultado do teste estivesse na faixa de
densidade éptica (DO) a 595 nm estabelecida na curva padréo, conforme descrito a seguir.
Apds a homogeneizagdo da mistura da suspensdo em teste com o tampao fosfato, trés
aliguotas de 100 pL desta mistura foram transferidas para pogcos de uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos, adicionando-se 100 pL da suspensdo contendo a cepa
indicadora. Apés a homogeneizacao das misturas com uma pipeta, as placas foram
incubadas a 37 °C por 48 h, e ap6s nova homogeneizacdo, efetuou-se a leitura da
densidada 6ptica (DO) a 595 nm, empregando-se o leitor de microplacas (Multiskan™ FC
Microplate Photometer, Thermo Scientific ™). Simultaneamente a estes testes e
empregando a mesma placa de microtitulacdo, construiu-se uma curva padrdo, com
solucdes de riboflavina com concentracdes entre 0,0 e 200,0 ug/L, preparadas em tampéo
fosfato 0,1 M (pH 6,6-6,8). Com base na curva padrdo, calculou-se as concentracdes de

riboflavina das amostras. Os resultados foram expressos em pg/L.
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3.9 Analise Estatistica

As concentragbes de folato e de riboflavina EC, IC e total foram expressas como
médias aritméticas + desvio padrdo, considerando as triplicatas efetuadas. A significancia
das diferencas de concentragdes de folato e de riboflavina EC, IC e total produzidos pelos
isolados obtidos de leite de cabra cru e de queijo de cabra foi determinada através dos
testes Mann-Whitney e t de Student, de acordo com a distribuicdo das variaveis,
empregando-se o programa Sigma Stat, versdo 3.11 (Systat Software, USA).

Os valores de producédo de folato e riboflavina em leite de cabra foram expressos em
médias aritméticas + desvio padréo, considerando as triplicatas realizadas. As comparacdes
foram realizadas por meio de um teste de ANOVA, seguida por um teste de Tukey,
considerando um nivel de significancia de p<0,05. O programa utilizado foi o Assistat,
verséo 7.7.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 179 isolados de bactérias laticas, sendo 87 provenientes de leite de

cabra cru e 92 de queijo de cabra.

4.1 Avaliacdo da producéao de folato pelos isolados em meio de cultivo

Do total de 179 isolados, 151 (84,4%) deram resultado positivo nos testes
preliminares de producéo de folato, pois foram capazes de se multiplicar em meio de cultura
sem folato (meio FACM), em sete cultivos sucessivos neste meio. Dentre os 151 isolados,
72 eram provenientes de leite de cabra cru e 79 de queijo de cabra.

Os demais isolados (28) que pararam de se multiplicar em uma das sete passagens
pelo meio FACM voltaram a se multiplicar quando inoculados em meio FACM suplementado
com acido fdlico, indicando que nédo eram produtores de folato.

A frequéncia de isolamento de cepas potencialmente produtoras de folato (84,4%) foi
mais alta que a reportada por Laifio et al. 2012, que observaram que dentre 92 cepas
analisadas apenas 36, ou seja 39,1%, foram capazes de se multiplicar em sete cultivos
sucessivos no meio FACM. A multiplicacdo de bactérias em meio de cultura sem folato nao
necessariamente indica que elas produzem essa vitamina, pois algumas podem né&o
necessitar dessa vitamina para se multiplicar. No entanto, esta técnica mostrou-se eficiente
para selecionar bactérias laticas produtoras de folato.

A Tabela 1 apresenta os valores médios das concentracfes de folato extracelular

(EC), intracelular (IC) e total (EC + IC), produzido pelos isolados em meio FACM. Houve
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uma diferencga significativa (p<0,1) entre a média da concentragdo de folato total produzido
pelos isolados de leite (154,9 pg/L) e o produzido pelos isolados de queijo (124,0 pg/L).
Igualmente, houve diferenga significativa entre as concentragbes de folato IC produzido
pelos dois tipos de isolado. O mesmo foi observado para as concentracdes de folato EC. Os
isolados provenientes de leite de cabra foram capazes de produzir quantidades mais

elevadas de todos os tipos de folato (EC, IC e total) que os isolados de queijo de cabra.

Tabela 1. Média das concentracbes de folato extracelular, intracelular e total, produzido
pelos isolados obtidos de leite de cabra cru e queijos de cabra.

Concentracéo de Origem dos isolados
folato (ug/L) Leite de cabra cru Queijo de cabra Leite + queijo
Extracelular 68,9 2 63,2° 65,9
Intracelular 85,92 60,9° 72,8
Total 154,92 124,0° 138,8

Valores na mesma linha seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0.1, Teste Mann-
Whitney)

Os valores para cada isolado individualmente estdo apresentados na Tabela 2. A
concentracdo de folato total variou desde 0,7 pg/L (isolado 313 pc) até 498,3 pg/L (isolado
244). Os dois isolados mencionados eram provenientes de leite de cabra. Entre os 72
isolados provenientes de leite de cabra, a concentracao de folato total foi superior a média
em 33 isolados (45,8%), enquanto para os isolados oriundos de amostras de queijo, a
capacidade de produzir uma quantidade de folato total acima do valor médio foi observada
em 43 (54,4%) dos 79 isolados.

A concentracdo de folato EC foi semelhante a concentracdo de folato IC para a
maioria dos isolados (Tabela 2), ndo havendo diferenca significativa entre estas
concentracdes (p<0.05). A média da concentracao de folato EC foi 65,9 pg/L, com valores
variando entre 0,3 pg/L (isolado 355 pc) e 269,1 pg/L (isolado 361 v). Os dois isolados
mencionados foram obtidos de queijo de cabra. Em 40,4% dos isolados, a concentracdo de
folato EC esteve acima da média.

Em relacdo ao folato IC, observou-se que a média da concentracdo de folato
intracelular (IC) foi 72,8 ug/L, variando de 0,4 ug/L (isolado 364 v, proveniente de queijo) a
358,6 pg/L (isolado 249, proveniente de leite). Em 47,0% dos isolados, a concentracdo de
folato IC esteve acima da média. Em 32 isolados (17,9% do total de isolados estudados), as
concentracdes de folato IC e de folato EC estiveram concomitantemente acima das médias
(65,9 ug/L e 72,8 pg/L, respectivamente). Chamou atencdo o fato de da concentracdo de

folato IC para isolado 313pc, obtido de leite de cabra, ter sido zero.



31

Tabela 2. Concentracdes de folato extracelular, intracelular e total produzido pelos isolados
obtidos de leite de cabra cru e de queijos de cabra.

Isolado Concentracéo de Concentracdo de Concentragao de folato
folato extracelular  folato intracelular total
_ (ug/L)* (ug/L)* (ug/L)
Leite
32 1,1+ 0,0 3,8+ 0,0 4,9
34v 107,2+ 0,6 7,2+ 0,0 114,4
36 pc 74,2+ 0,5 97,7+ 0,5 171,9
36V 123,8+ 0,3 13,7+ 0,0 137,5
54 pc 49,0+ 0,3 131,6 + 0,5 180,6
54 v 419+ 0,3 515+ 0,2 93,4
58 pc 85,1+ 0,3 63,4+ 0,1 148,5
58 v 62,7+ 0,1 68,9 + 0,6 131,6
170 v 190,3+ 2,6 121,1+ 0,9 3114
172 pc 99,7+ 0,3 85,5+ 0,5 185,2
172 v 92,8+ 0,6 98,3+ 1,3 191,1
173 pc 160,7 + 0,8 82,3+ 0,7 243,0
173 v 1459+ 0,7 958+ 1,0 241,7
174 pc 1736+ 1,1 98,5+ 0,5 272,1
174 v 2186+ 1,2 61,4+ 0,1 280,0
179 pc 101,9+ 0,3 111,21+ 0,4 213,0
179 v 81,7+ 0,3 103,3+ 0,7 185,0
180 pc 109,4 + 0,7 67,3+ 0,3 176,7
180 v 78,2+ 0,6 71,9+ 0,0 150,1
186 pc 151,3+ 0,3 80,9+ 0,4 232,2
186 v 47,7+ 0,1 97,8+ 0,6 145,5
190 pc 1154+ 0,4 86,5+ 0,5 201,9
190 v 134,1+ 0,6 92,5+ 0,7 226,6
200A pc 88,8+ 0,4 699+ 04 158,7
200A v 160,3+ 0,6 66,2+ 0,5 226,5
200B 17,9+ 0,0 85,8+ 0,4 103,7
213 38,8+ 0,6 78,4+ 0,3 117,2
224 pc 85,8+ 0,5 92,0+ 0,3 177,8
224 v 50,0+ 0,4 91,2+ 0,0 141,2
235 pc 121,0+ 0,7 1009+ 1,1 2219

* Valores expressos em média + desvio padréo
@ Soma das médias das concentragdes de folato extracelular e intracelular (p<0.05, Teste Mann-Whitney)



Tabela 2. Continuacao

Isolado Concentracéo de Concentracéo de Concentracéo de
folato extracelular  folato intracelular folato total
_ (ug/L)* (ug/L)* (ug/L)?
Leite
235v 126,1+ 1,0 79,1+ 0,2 205,2
239 pc 33,8+ 0,1 162,3+ 1,0 196,1
239 v 29,9+ 0,1 1116+ 0,4 1415
241 187,1+ 0,4 246,6 + 1,0 433,7
242 4,2+ 0,0 146,0 + 1,8 150,2
243 v 44,3+ 0,0 125,6 + 0,0 169,9
244 1429+ 0,4 355,4+ 0,1 498,3
245 6,1+ 0,0 60,5+ 0,5 66,6
248 pc 349+ 0,2 90,2+ 0,2 125,1
248 v 2,6+ 0,0 40,0+ 0,0 42,6
249 82,3+ 0,2 358,6 + 0,7 440,9
250 pc 32,0+ 0,3 105,2+ 0,3 137,2
250 v 62,3+ 0,2 106,4 + 0,3 168,7
251 3,2+ 0,0 1359+ 0,3 139,1
253 v 0,6+ 0,0 30,8+ 0,2 31,4
254 227,8+ 0,7 1129+ 0,4 340,7
258 56,1+ 1,3 30,2+ 0,2 86,3
260 pc 1348+ 0,4 1278+ 1,0 262,6
260 v 149,2+ 0,4 116,2+ 0,5 265,4
261 446 + 0,1 246,7 + 0,2 291,3
262 6,2+ 0,0 25+ 0,0 8,7
265 pc 13,1+ 0,0 55+ 0,0 18,6
266 29,0+ 0,0 47,0+ 0,1 76,0
267 14,3+ 0,0 1143+ 0,2 128,6
268 pc 0,6+ 0,0 2,6+ 0,0 3,2
268 v 53,4+ 0,2 1748+ 1,6 228,2
270 3,3+ 0,0 1,4+ 0,0 4,7
271 163,1+ 0,3 73,4+ 0,0 236,5
274 9,4+ 0,0 96,6 + 0,2 106,0
275 4,1+ 0,0 2,0+ 0,0 6,1

* Valores expressos em média + desvio padréo
@ Soma das médias das concentragdes de folato extracelular e intracelular (p<0.05, Teste Mann-Whitney)



Tabela 2. Continuacao

Isolado Concentracéo de Concentracéo de Concentracéo de
folato extracelular  folato intracelular folato total
(Hg/L)* (Hg/L)* (Hg/L)®
Leite
276 48+ 0,0 1242+ 0,1 129,0
277 29,1+ 0,0 439+ 0,1 73,0
279 854+ 0,1 75,3+ 0,5 160,7
285 10,2+ 0,0 3,0+ 0,0 13,2
295 28+ 0,0 2,0+ 0,0 4,8
298 3,4+ 0,0 1,6+ 0,0 50
313 pc 0,7+ 0,0 0,0+ 0,0 0,7
315 pc 25+ 0,0 1,6+ 0,0 4,1
315v 27,1+ 0,0 20,8+ 0,1 47,9
316 74+ 0,0 1259+ 1,6 133,3
317 53,9+ 0,1 50,3+ 0,5 104,2
318 26,5+ 0,2 55,3+ 0,4 81,8
Queijos
331v 73,7+ 0,2 22,7+ 0,0 96,4
332v 134,0+ 0,0 15,1+ 0,0 149,1
333v 1325+ 0,5 9,3+ 0,0 141,8
334 v 190,7+ 0,3 20,4+ 0,0 211,1
335v 167,7+ 0,5 12,4+ 0,0 180,1
336 v 30,5+ 0,1 171,1+ 1,8 201,6
337v 155,8+ 0,4 16,0+ 0,0 171,8
338v 1789+ 0,1 125+ 0,0 1914
339v 1451+ 1,3 34,9+ 0,0 180,0
340 32,5+ 0,2 150,1+ 1,4 182,6
341 pc 52,0+ 0,1 56,5+ 0,5 108,5
341v 1259+ 1,0 12,5+ 0,0 138,4
342 v 159,0+ 1,3 13,6 + 0,0 172,6
343 pc 71,0+ 0,6 1819+ 1,0 252,9
343 v 166,0 + 0,9 3,0+ 0,0 169,0
344 46+ 0,0 2,6+ 0,0 7,2

* Valores expressos em média + desvio padrédo
a Soma das médias das concentracdes de folato extracelular e intracelular (p<0.05, Teste Mann-Whitney)
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Tabela 2. Continuacao

Isolado Concentracéo de Concentracéo de Concentracéo de
folato extracelular  folato intracelular folato total
(Hg/L)* (Hg/L)* (Hg/L)®
Queijos
345 pc 135,8+ 0,2 615+ 0,2 197,3
345v 146,3+ 1,3 95,8+ 0,1 242,1
346 56+ 0,0 1126+ 1,6 118,2
348 20,9+ 0,1 148,5+ 0,7 169,4
349 pc 0,0+ 0,0 3,2+ 0,0 3,2
349 v 82,7+ 0,3 43,2+ 0,3 125,9
350 51+ 0,0 97,1+ 15 102,2
351 pc 23+ 0,0 3,6+ 0,0 5,9
351v 26,1+ 0,1 38,6+ 0,3 64,7
352 3,1+ 0,0 19,7+ 0,0 22,8
353 57+ 0,0 2,4+ 0,0 8,1
354 v 2438+ 1,1 14,9+ 0,0 258,7
355 pc 0,3+ 0,0 0,7+ 0,0 1,0
355v 0,8+ 0,0 6,3+ 0,0 7,1
356 13,4+ 0,0 1419+ 2,1 155,3
357 4,1+ 0,0 1119+ 0,6 116,0
358 3,2+ 0,0 50+ 0,0 8,2
359 17,3+ 0,0 782+ 0,4 95,5
360 v 59,7+ 0,4 107,2+ 0,0 166,9
361 pc 106,5+ 0,3 30,6 + 0,3 137,1
361v 269,1+ 1,2 24,8+ 0,0 293,9
362 29,9+ 0,0 109,0+ 0,6 138,9
363 v 7,1+ 0,0 22,7+ 0,0 29,8
364 pc 120,3+ 0,1 91,9+ 0,8 212,2
364 v 52,7+ 0,3 0,4+ 0,0 53,1
365 4,1+ 0,0 51+ 0,0 9,2
366 96,6 + 0,0 292,4+ 0,0 389,0
367 1,1+ 0,3 1,3+ 0,5 2,4
368 19,2+ 0,0 224,0+ 0,3 243,2
369 101,3+ 0,4 119,3+ 0,6 220,6

* Valores expressos em média + desvio padréo
@ Soma das médias das concentragdes de folato extracelular e intracelular (p<0.05, Teste Mann-Whitney)



Tabela 2. Continuacao

Isolado Concentracéo de Concentracéo de Concentracéo de
folato extracelular  folato intracelular folato total
(Hg/L)* (Hg/L)* (Hg/L)®
Queijos
370 25,7+ 0,0 137,7+ 0,8 163,4
371 4,4+ 0,0 749+ 0,6 79,3
372 41,4+ 0,1 117,3+ 0,7 158,7
374 3,2+ 0,0 4,3+ 0,0 7,5
375 45+ 0,0 4,3+ 0,0 8,8
378 3,8+ 0,0 0,8+ 0,0 4,6
379 0,9+ 0,0 46 0,0 55
380 1,8+ 0,0 3,7+ 0,0 55
385 145+ 0,0 1759+ 0,6 190,4
387 2,4+ 0,0 1,7+ 0,0 4,1
388 4,7+ 0,0 75+ 0,0 12,2
394 0,7+ 0,0 1,1+ 0,0 1,8
402 414+ 0,1 62,2+ 0,2 103,6
403 38,0+ 0,1 110,2 £ 0,2 148,2
408 23,3+ 0,0 75,2+ 0,2 98,5
410 99,7+ 04 65,7+ 0,2 165,4
419 67,6+ 0,4 68,7+ 0,3 136,3
421 152,8+ 0,7 1345+ 24 287,3
422 136,0+ 0,0 975+ 1,0 233,5
425 114,8+ 0,3 945+ 1,6 209,3
442 101,4+ 0,3 40,4+ 0,2 141,8
443 87,1+ 0,2 69,0+ 04 156,1
444 73,1+ 0,5 19,7+ 0,0 92,8
445 43,6 £ 0,0 58,3+ 0,2 101,9
446 27,6+ 0,0 42,0+ 0,1 69,6
447 59,6 £ 0,0 108,21+ 0,9 167,7
448 59,5+ 0,1 71,8+ 0,2 131,3
449 1129+ 0,2 90,4+ 0,5 203,3
453 63,9+ 0,3 47,0+ 0,1 110,9
455 47,8+ 0,0 84,8+ 0,3 132,6

* Valores expressos em média + desvio padrédo
a Soma das médias das concentracdes de folato extracelular e intracelular (p<0.05, Teste Mann-Whitney)
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Tabela 2. Continuacao

Isolado Concentracéo de Concentracéo de Concentracéo de
folato extracelular folato intracelular folato total
(Mg/L)* (Mg/L)* (ug/L)?
Queijos
461 56,6 + 0,0 1112+ 0,4 167,8
472 46,2+ 0,0 29,7+ 0,1 75,9
474 26,0+ 0,0 454+ 0,0 71,4

* Valores expressos em média + desvio padrédo
& Soma das médias das concentragdes de folato extracelular e intracelular (p<0.05, Teste Mann-Whitney)

Os isolados testados neste estudo foram melhores produtores de folato que o
reportado em outros trabalhos, que usaram a mesma metodologia para mensurar a
producdo de folato por bactérias laticas. Por exemplo, Laifio et al. (2012) relataram que o
melhor produtor de folato no meio FACM de seu estudo foi capaz de produzir 94,8 £ 0,4
Hg/L, enquanto Gangadharan et al. (2010) relataram um maximo de 13,5 + 0,04 ug/L. No
presente estudo, observou-se que 135 dos 179 (75,4%) isolados analisados produziram
folato total em concentracdo mais elevada que a reportada nos dois estudos mencionados.
Ressalte-se que a cepa 244, proveniente de leite cru de cabra, foi capaz de produzir 498,3
pg/L de folato total, ou seja, produziu cinco vezes mais folato total que o melhor isolado
produtor de folato reportado por Laifio et al. (2012) e quarenta vezes mais que o melhor
isolado reportado por Gangadharan et al. (2010). Ressalta-se ainda que a concentracdo
média de folato total produzido por este isolado foi quase o triplo da concentracdo média
observada neste estudo para os isolados obtidos de leite cru (154,9 pg/L) e o quadruplo da
observada para os isolados de queijo de cabra (124,0 ug/L).

Os resultados deste estudo indicaram que a capacidade de produzir folato foi
isolado-dependente, conforme ja havia sido observado também por outros autores (LeBlanc
et al. 2010a; Lin et al., 2000; Nor et al., 2010). Também Sybesma et al. (2003) observaram
gue cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis produziram desde 57 pg/L até 291 pg/L de
folato em meio de cultivo, dependendo da cepa considerada. Igualmente, a variacao foi de 2
Mo/L até 89 pg/L para cepas de Lactobacillus helveticus, e de 29 pg/L a 202 ug/L para
isolados de Streptococcus thermophilus. Por outro lado, a concentracéo de folato produzido
em meio de cultivo por diferentes espécies de Bifidobacterium sp. variou de 70 a 110 pg/L

(Pompei et al., 2007), ou seja, a variacao foi inferior a observada no presente estudo.
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4.2 Avaliagdo da producéo de riboflavina pelos isolados em meio de cultura

Do total de 179 isolados, 15 (8,4%) deram resultado positivo nos testes preliminares
de producédo de riboflavina, pois foram capazes de se multiplicar em meio de cultura sem
riboflavina (meio RAM), em quatro cultivos sucessivos neste meio. Dentre os 15 isolados, 11
eram provenientes de queijo de cabra e 4 de leite de cabra cru.

Os demais isolados (164) que pararam de se multiplicar em uma das quatro
passagens pelo meio RAM voltaram a se multiplicar quando inoculados em meio RAM
suplementado com riboflavina, indicando que ndo eram produtores desta vitamina.

A frequéncia de isolamento de cepas potencialmente produtoras de riboflavina
(8,4%) foi menor que a reportada por Juarez del Valle et al. (2014), que observaram que
dentre 179 cepas analisadas, 42, ou seja 23,5%, foram capazes de se multiplicar em quatro
cultivos sucessivos no meio RAM. No estudo realizado por Jayashree et al. (2010), a
frequéncia de isolamento de cepas potencialmente produtoras de riboflavina foi de 50% (24
de um total de 48), e portanto mais elevada que a observada neste estudo e também no de
Juarez del Valle et al. (2014).

A Tabela 3 apresenta os resultados médios das concentracdes de riboflavina
extracelular (EC), intracelular (IC) e total (EC + IC) produzida pelos 15 isolados em meio
RAM, dos quais 4 foram provenientes de leite de cabra cru e 11 de queijo de cabra. N&do
houve diferenca significativa (p<0.05) entre as médias das concentragdes de riboflavina EC,
IC e total produzida pelos isolados de leite de cabra cru e de queijo de cabra.

Tabela 3. Média das concentracdes de riboflavina extracelular, intracelular e total, produzida
pelos isolados obtidos de leite de cabra cru e queijos de cabra.

Concentragao de Origem dos isolados

riboflavina (ug/L) Leite de cabra cru Queijo de cabra Leite + queijo
Extracelular 205,32 253,2 2 240,4
Intracelular 114,02 126,6 @ 123,2
Total 319,32 379,82 363,7

Valores na mesma linha seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p<0.05, Teste t de
Student)

Os valores para cada isolado individualmente estdo apresentados na Tabela 4. O
valor médio da concentracdo de riboflavina total (EC + IC) produzida pelos 15 isolados
estudados foi 363,7 ug/L, variando de 129,3 ug/L (isolado 353, proveniente de queijo) a
531,5 pg/L (isolado 34v, proveniente de leite de cabra). Dentre os isolados produtores de
riboflavina, 9 (60%) produziram riboflavina total (EC + IC) acima da concentracdo média,
sendo a maioria dos isolados (8) proveniente de queijo de cabra e apenas um de leite de

cabra cru.
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A média da concentracdo de riboflavina EC produzida pelos isolados foi 240,4 pg/L,
variando de 96,7 pg/L (isolado 352, obtido de queijo de cabra) a 408,0 pg/L (isolado 360,
obtido de queijo de cabra). Verificou-se que 9 dos 15 isolados produtores de riboflavina
(60%) produziram riboflavina EC em concentragcao superior a média (363,7 + 147,1 ug/L).

A concentragdo média de riboflavina IC foi 123,2 pg/L, variando de 16,7 pg/L (isolado
353, obtido de queijo) a 215,1 pg/L (isolado 472, obtido de queijo). Em sete dos 15 isolados
produtores de riboflavina (46,7%) a concentracéo de riboflavina IC foi superior a média.

Tabela 4. Concentragdes de riboflavina extracelular, intracelular e total, produzida pelos
isolados provenientes de leite de cabra cru e queijos de cabra.

Isolado Concentracdo de Concentracéo de Concentracéao de
riboflavina extracelular riboflavinaintracelular riboflavina total
(Hg/L)* (Hg/L)* (Hg/L)*™
Leite
34 v 366,7 + 0,6° 164,8 £ 0,2° 531,5
190 pc 193,3 + 0,4° 85,8 +0,1° 279,1
224 v 132,0 + 0,6° 88,0 + 0,0° 220,0
241 129,3 + 0,1° 117,3+0,2° 246,6
Queijos
341 pc 256,0 + 0,3° 194,6 £ 0,1° 450,6
348 364,0 + 0,6° 64,9 + 0,0° 428,9
349 pc 338,7 + 0,1° 184,0 £ 0,2° 522,7
352 96,7 + 0,0° 76,2 £ 0,5¢ 1729
353 112,7 + 0,4° 16,7 +0,0° 129,4
355 pc 286,7 + 0,5° 133,3+0,7°¢ 420,0
358 274,7 + 0,0° 159,1+0,7° 433,8
368 408,0 + 0,2° 115,1+0,1° 523,1
395 108,0 + 0,1° 43,1+ 0,0° 151,1
472 293,3 = 0,5° 215,1+0,6° 508,4
474 246,7 + 0,4° 190,6 £ 0,1°¢ 437,3

* Valores expressos em média + desvio padréo

" Soma das médias das concentragdes de riboflavina extracelular e intracelular

Médias * desvio padrdo na mesma linha seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0.05,
Teste Mann-Whitney)

Dentre os 15 isolados produtores de riboflavina, 14 também produziram folato.
Observou-se que dois destes 15 isolados (isolado 348 e 368 provenientes de queijo de
cabra) produziram simultaneamente folato total e riboflavina total acima das médias  (138,8
Mg/l e 363,7 ug/L, respectivamente).

Os isolados obtidos neste estudo foram capazes de produzir riboflavina em
concentracdes inferiores as reportadas por outros autores, tais como Jayashree et al. (2010,
gue conseguiram isolar uma cepa com capacidade de produzir 2,29 mg/L de riboflavina, um

valor muito superior ao maximo observado no presente estudo. No entanto, os resultados de
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producéo de riboflavina aqui reportados foram superiores aos de Burgess et al. (2006), que
isolaram cepas com a capacidade de produzir essa vitamina em concentracbes de, no
maéaximo, 200 pg/L.

4.3 lIdentificagcdo dos isolados produtores de folato eriboflavina

Os resultados dos testes de PCR para Enterococcus spp. indicaram que 43 dos 77
isolados que produziam folato total acima da média e 7 dos 15 isolados produtores de
riboflavina pertencem ao género Enterococcus spp. Dadas as limitagbes de aplicacdo de
BAL pertencentes a este género em alimentos, estes isolados foram excluidos dos testes
posteriores de producédo de vitaminas em leite de cabra UHT.

A andlise do RAPD-PCR com os primers OPL 02, OPL 14 e OPL 20 indicou que 0s
demais isolados produtores de folato e riboflavina pertenceram a 19 grupos genéticos
diferentes.

Através do sequenciamento da porcao 16S do rDNA de um isolado de cada um dos
19 grupos geneticamente diferentes, verificou-se que o0s isolados pertenceram a sete
espécies (Tabela 5), sendo Streptococcus thermophilus a espécie mais comum (7 isolados),
seguido de Weissella paramensenteroides (6 isolados), Lactococcus lactis subsp. lactis (4
isolados), Bacillus sp. (um isolado), Lactobacillus helveticus (um isolado), Streptococcus
lutetiensis (um isolado) e Streptococcus infantarius subsp. infantarius (um isolado). Oito dos

isolados identificados foram produtores de folato e riboflavina simultaneamente.



Tabela 5. Grupos genéticos e identificacao dos isolados produtores de folato e riboflavina.

Grupo Isolado
genético Identificagao
(RAPD-PCR)

A 34v Streptococcus thermophilus 2°

A 170 v Streptococcus thermophilus 2

B 36pc Lactococcus lactis subsp. lactis @
C 179pc Weissella paramesenteroides @
D 190pc Weissella paramesenteroides
E 348 Bacillus sp.

F 352 Lactobacillus helveticus ®

Gl 361v Streptococcus thermophilus 2

G2 360v Streptococcus thermoplhilus @

H 366 Weissella paramesenteroides @
I 368 Lactococcus lactis subsp. lactis @
J 472 Streptococcus lutetiensis

K 474 Streptococcus infantarius subsp. infantarius
L 334v Streptococcus thermophilus 2

L 341pc Streptococcus thermophilus 2°

M 340 Lactococcus lactis subsp. lactis @
N 260pc Weissella paramesenteroides @
@] 242 Weissella paramesenteroides @
P 244 Weissella paramesenteroides @
Q 268v Streptococcus thermophilus 2

R 343pc Lactococcus lactis subsp. lactis @

aProdutor de folato.

b Produtor de riboflavina.

40
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4.4 Avaliacao da producéo de folato em leite de cabra

Observou-se que 7 dos 8 isolados testados foram capazes de produzir folato em leite
de cabra UHT a 37°C. Cinco destes isolados foram pertencentes a espécie Streptococcus
thermophilus e 2 a espécie Lactococcus lactis subsp. lactis. Apenas o isolado Lactobacillus
helveticus FP352 néo foi capaz de produzir folato no leite UHT, visto que a concentracao de
folato no leite apds 24h nao foi maior do que a detectada no tempo zero.

Segundo informagdes encontradas na literatura, bactérias pertencentes as espécies
Streptococcus thermophilus e Lactococcus lactis subsp. lactis sdo capazes de sintetizar
folato, enquanto aquelas pertencentes ao género Lactobacillus sp. normalmente nao
possuem esta caracteristica, sendo, na verdade, consumidoras dessa vitamina (LeBlanc et
al.,, 2007). No entanto, ha relatos de producdo de folato por cepas pertencentes a algumas
espécies de Lactobacillus, como Lb. acidophilus, Lb plantarum e Lb. reuteri, além de
Leuconostoc lactis, Propionibacterium, e Bifidobacterium longum (Crittenden et al., 2003;
Gangadharan et al., 2010; LeBlanc et al., 2011; Lin & Young et al., 2000; Pompei et al.,
2007).

A Tabela 6 apresenta os valores de pH, contagem de células viaveis (UFC/mL) e
concentracdo de folato total produzido pelos oito isolados, em leite de cabra UHT,
mensurados nos tempos 0, 6, 8 e 24 h apos a adigédo dos isolados ao leite. Para a maioria, 0
aumento da producdo de folato total ao longo do tempo foi acompanhado por uma
diminuicdo do pH do leite. Por outro lado, as Figuras 1 e 2 indicam que, com excecao de
Lactobacillus helveticus FP352, a populagdo dos demais isolados estudados manteve-se
constante a partir de 6h, mas a producdo de folato total continuou aumentando, até o final
do periodo de incubacéo (24h). Também Laifio et al (2012) observaram que a producgéo de
folato é cepa-dependente e nem sempre aumenta com o aumento da populacdo da cepa
produtora. Segundo, Laifio et al (2012), o aumento na producéo de folato foi proporcional a
multiplicacdo da cepa CRL415, enquanto duas outras cepas de BAL atingiram o maximo de
producdo de folato em 6h, enquanto a multiplicacdo continuou de forma exponencial até
10h.



Tabela 6. Contagem de células viaveis, pH e concentracdo de folato em leite de cabra UHT apo6s 0, 6, 8, 24 h a37°C
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Isolado Tempo Contagem pH Concentracéo de Folato total em 24h
(h) (log UFC/mL)* folato (ug/L)” (Hg/L)***
5,32+0,31 6,55 48,07 £ 17,53 ¢
) 6 8,70 £ 0,30 5,36 83,77 £10,39°¢
Streptococcus thermophilus FP34v
8 8,90 £ 0,09 4,89 165,56 + 34,84 °
24 8,84 + 0,29 4,15 219,88 £ 8,87 @ 171,80 + 8,66 *°
5,06 £ 0,52 6,54 23,41 +9,16°
) 6 8,21 +0,73 5,95 44,80 £ 2,74 "
Streptococcus thermophilus FP170v
8 8,63+0,21 5,33 221,93 + 28,582
24 8,61+0,11 4,28 211,31 +69,97 2 187,91 + 60,81
5,26 £ 0,34 6,53 56,58 +17,80°
) 8,28 £ 0,19 5,36 237,89 + 35,722
Streptococcus thermophilus FP268v
8,03+ 0,54 4,87 251,07 + 28,122
24 7,74 £ 0,63 4,13 240,01 + 36,56 @ 183,42 + 18,76
5,05+0,19 6,53 38,76 £ 6,62°
_ 8,60 + 0,39 5,37 36,12 +1,23°
Streptococcus thermophilus FP341pc
8 8,92 £ 0,27 4,89 124,41 + 32,48 2
24 9,11 £ 0,40 4,15 151,73+ 35,382 112,97 + 28,76 P«
5,64 £ 0,07 6,53 49,26 +6,39°
8,25 + 0,66 5,67 43,68 +6,34°
Streptococcus thermophilus FP361v
8 8,08+1,20 5,03 59,40 + 4,77 ®
24 8,82+ 0,19 4,21 92,19+ 13,522 42,93+7,13¢
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5,61+ 0,08 6,54 56,28 £ 3,11 ¢
] ) 6 8,97 £ 0,27 5,09 74,74 + 8,84 "
Lactococcus lactis subsp. lactis FP343pc
8 8,74 £ 0,36 4,52 64,12 + 6,22 P©
24 7,77 £0,78 4,21 114,62+ 4,292 58,34+ 1,18 @
558 +0,12 6,53 51,44 +7,33°
) _ 6 8,22+ 0,33 5,20 130,15+ 8,63°
Lactococcus lactis subsp. lactis FP368
8 8,78 £ 0,52 4,74 253,43 +31,742
24 8,27 £ 0,67 4,07 313,34 +81,36 2 261,91 + 74,032
5,68 + 0,30 6,53 40,38 £ 5,842
7,23+ 0,35 5,97 51,00 £ 8,66 2
Lacvivpauvliiius l1iciveuuvuds rrooc
8 7,60 + 0,16 5,35 33,55+13.732
24 8,58 + 0,15 3,48 29,60 + 15,302 NA

* Média + desvio padrédo (n=3 — numero de repeticdes do experimento)

" Média + desvio padrdo (n=9 — nimero de repeticdes do experimento). Letras diferentes para uma mesma coluna indicam que ha diferenca

significativa na producao de folato (ug/L) ao longo do tempo para um mesmo isolado (Teste Tukey, p<0,05).

*** \Jalor correspondente a diferenca entre a concentragéo de folato total no tempo 24 h e no tempo 0 h. Valores representados por letras

diferentes indicam que ha diferenca significativa na concentracédo de folato total para os diferentes isolados analisados (Teste Tukey, p<0,05).

NA= Nao se aplica (ndo houve producéo de folato)
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Figura 1: Contagem de células viaveis em leite de cabra UHT inoculado com as bactérias

laticas potencialmente produtoras de folato, a 37°C.
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Figura 2: Concentracdo de folato em leite de cabra UHT contendo as bactérias laticas

potencialmente produtoras de folato, a 37°C.

As Figuras 1 e 2 mostram que os oito isolados testados multiplicaram-se de maneira

semelhante no leite de cabra UHT a 37°C, mas a producéo de folato variou de acordo com o

isolado. O isolado que produziu mais folato foi Lactococcus lactis subsp. lactis FP368, com

261,91 pg/L, enquanto o isolado Lb. helveticus FP352 n&o foi capaz de produzir folato no

leite de cabra UHT. A média da concentragdo de folato total produzida foi de 120,55 pg/L.

Observou-se que os isolados Lactococcus lactis subsp. lactis FP368,  Streptococcus
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thermophilus FP34v, Streptococcus thermophilus FP170v e Streptococcus thermophilus
FP268v foram bons produtores de folato, mas as quantidades produzidas variaram de
acordo com o isolado. O mesmo comportamento foi observado para Lactococcus lactis
subsp. lactis, no qual o isolado FP368 apresentou uma producdo de folato total
significativamente maior (261,91 ug/L) que o isolado FP343pc, que apresentou uma
producao de 58,34 pg/L.

A determinacdo do tempo necessério para a producdo da maior quantidade de folato
€ de extrema importancia, uma vez que essas as cepas produtoras podem ser utilizadas em
processos industriais. Lactococcus lactis subsp. lactis e Streptococcus thermophilus séo
espécies de bactérias laticas comumente usadas como culturas starter na elaboragédo de
uma grande variedade de produtos lacteos fermentados como iogurtes, queijos e leites
fermentados. Em muitos produtos, o alto conteudo de folato deve-se a presenca de
bactérias laticas produtoras dessa vitamina (LeBlanc et al., 2010a).

A Figura 3 apresenta a quantidade de folato total no leite de cabra apos 0, 6, 8 e 24h
a 37°C, produzido por todos os isolados testados. E possivel observar que houve uma
interessante variacdo na quantidade de folato produzido em cada tempo analisado, de uma
forma cepa-dependente. ApGs 6h, St. thermophilus FP268v aumentou de forma significativa
(320%) o teor de folato no leite, que foi 0 mesmo detectado apds 24 h. Por outro lado, St.
thermophilus FP34v causou um incremento gradual na concentracéo de folato, 0 mesmo
ocorrendo com Lactococcus lactis subsp. lactis FP368, embora de forma mais acentuada.
Esses resultados sdo melhores que os reportados por Laifio et al. (2015) para a cepa
Streptococcus thermophilus CRL803, que aumentou o teor de folato em leite apenas 32%

apos 6h.
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Figura 3: Folato total no leite de cabra UHT contendo bactérias laticas potencialmente produtoras de folato, apés 0, 6, 8 e 24h a 37°C.

Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os diferentes isolados para 0 mesmo intervalo de tempo
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Em relagdo ao pH do leite de cabra contendo as bactérias laticas potencialmente
produtoras de folato, observou-se que Lb. helveticus FP352 causou maior reducao apos 24
h do que os demais isolados, atingindo o valor de 3,48 (Figura 4). No entanto, o isolado que
causou a acidificacdo mais rapida do leite foi Lactococcus lactis subsp. lactis FP343pc. O pH
do leite tem um papel importante na estabilidade dos folatos, que sdo mais estaveis entre
pH 2 -10. (Forssén et al., 2000).

7,00 —e— St. thermophilus FP34v
6,00
—=— St. thermophilus FP170v
5,00
St. thermophilus FP268v
4,00
%_ St. thermophilus FP341pc
3,00 -
—— St. thermophilus FP361v
2,00 -
1,00 - —s— Lc. lactis subsp. lactis FP343pc
0,00 : : : : : : —— Lc. lactis subsp. lactis FP368
0 4 8 12 16 20 24 .
—— Lb. helveticus FP352
Tempo (h)

Figura 4: Valores de pH do leite de cabra contendo bactérias laticas potencialmente
produtoras de folato, a 37°C.

A gquantidade de folato total produzido em meio de cultura FACM e leite de cabra
para cada um dos isolados testados esta apresentado na Tabela 7. Observou-se que para 5
dos 8 isolados testados, a quantidade de folato total produzido foi maior em meio FACM do
gue em leite de cabra, indicando que a sintese é favorecida pela auséncia da vitamina no
ambiente de cultivo. Além disso, o folato originalmente presente no leite de cabra nao inibiu
a producdo dessa vitamina pelas bactérias adicionadas, exceto para o isolado FP352. Esse
resultado indica que a sintese de folato por esses isolados ndo é regulada pela presenga de
folato no meio.
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Tabela 7. Concentracao de folato total produzido pelos isolados em meio FACM e leite de
cabra ap06s 24h a 37°C

Identificacdo do isolado Meio FACM (pg/L) Leite de cabra (ug/L)
St. thermophilus FP34v 114,40 171,80
St. thermophilus FP170v 311,40 187,91
St. thermophilus FP268v 228,20 183,42
St. thermophilus FP341pc 108,50 112,97
St. thermophilus FP361v 293,90 42,93
Lc. lactis subsp. lactis FP343pc 252,90 58,34
Lc. lactis subsp. lactis FP368 243,20 261,91

Lb. helveticus FP352 22,80 NA

NA= N&o se aplica (ndo houve producéo de folato)

No geral, a eficiéncia de producdo de folato total pelos isolados estudados neste
trabalho foi melhor que a reportada por Laino et al. 2012. A maior produgéo de folato total
em leite obtida por estes autores foi 72,50 pg/L, enquanto que neste trabalho obteve-se
producdo quase quatro vezes mais alta (261,91 ug/L), produzido por Lc lactis subsp. lactis
FP368.

Considerando-se a recomendacéo de ingestédo diaria de 400 pg de folato (LeBlanc et
al., 2007), uma porcdo normal de 200 mL de leite contendo o isolado Lc lactis subsp. lactis
FP368 supriria cerca de 15% da quantidade diaria recomendada. Dessa forma derivados
lacteos caprinos, como leites fermentados, contendo folatos produzidos pelas cepas
isoladas nesse estudo seriam uma boa alternativa para a suplementacéo da dieta (LeBlanc
et al., 2007)

4.5 Avaliacéo da producéo de riboflavina em leite de cabra

Os resultados da determinag&o do pH, enumeracéo de células viaveis (UFC/mL) e da
concentracdo de riboflavina produzida no leite de cabra pelos quatro isolados testados, nos
tempos 0, 6, 8 e 24 h, a 37°C, estdo apresentados na Tabela 8.

A concentracdo de riboflavina no leite permaneceu a mesma ao longo de 24 h,
indicando que nenhum dos 4 isolados testados foi capaz de aumentar a concentracdo de
riboflavina no produto. Por outro lado, também n&o houve consumo dessa vitamina ao longo
do tempo.

Diferentemente do que foi observado nesse estudo, Juarez del Valle et al. (2014)

verificaram que bactérias laticas foram capazes de produzir riboflavina em leite de  soja.
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Esse fato foi possivel pois a soja € uma matriz alimentar com baixas quantidades de
vitamina B2.

Outros autores, como Kneifel et al. (1992), reportaram que bactérias laticas foram
capazes de sintetizar riboflavina em iogurte e buttermilk, aumentando em 60% a
concentracdo dessa vitamina nesses produtos, quando comparado com o leite nédo
fermentado.

A producdo de riboflavina por bactérias laticas em derivados lacteos também foi
demonstrada por Jayashree et al. (2010). LeBlanc et al. (2006) produziram um leite
fermentado com teores mais altos de vitamina B2 utilizando a cepa Propionibacterium
freudenreichii B2336, que é produtora dessa vitamina.



Tabela 8. Contagem de células vidveis, pH e concentracdo de riboflavina em leite de cabra UHT apés 0, 6, 8, 24 h a37°C
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Identificacdo do isolado Tempo Contagem pH Concentracéo de Riboflavina total
(h) (log UFC/mL)’ riboflavina em 24h (ug/mL)***
(ng/mL)”
592 +1,13 6,59 2459+ 7,702
_ 6 8,28 £ 0,55 6,01 22,51+835°2
Streptococcus thermophilus FP34v
8 8,33+ 0,58 5,25 22,88+ 7,732
24 8,92 + 0,20 4,42 17,68+ 2,442 NA
4,89 + 0,19 6,56 27,61+8,84°2
_ 6 8,37 £ 0,41 5,91 23,31+ 8,742
Streptococcus thermophilus FP341pc
8 8,63 + 0,37 5,25 20,73+ 0,69 @
24 8,82+ 0,20 4,34 20,04 + 6,02 @ NA
5,97 £ 0,28 6,54 30,44 +7,78 2
_ , 7,99+ 0,73 5,76 24,43+ 1,772
Lactococcus lactis subsp. lactis FP368
8,69 + 0,38 5,02 22,21+6,312
24 8,62 £ 0,58 3,86 20,79+2,96 2 NA
5,78 £ 0,25 6,53 25,70+ 9,77 @
7,08 £ 0,54 6,28 24,77 +£10,94 @
Lacviluuavliiud 1ITIVCLULUD I ovaL
8 7,47 +£0,14 5,78 19,25+£1,93¢2
24 8,85+ 0,47 3,64 17,37 +£8,31°2 NA

* Média + desvio padrdo (n=3 — nimero de repeticdes do experimento)

" Média + desvio padrdo (n=9 — nimero de repeticbes do experimento) representados por letras diferentes para uma mesma coluna indicam que ha diferenca

significativa na concentracéo de riboflavina total (ug/mL) ao longo do tempo para um mesmo isolado (Teste Tukey post hoc, p<0,05).

NA = N&o se aplica (ndo houve producéo de riboflavina)
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5 CONCLUSOES

As cepas produtoras de folato obtidas neste estudo sdo de grande interesse para
industria na producdo de derivados lacteos enriquecidos com vitaminas, pois foram
excelentes produtoras dessa vitamina, tanto em meio de cultura quanto no leite de cabra
UHT mantido a 37°C. O mesmo ndo ocorreu com as cepas produtora de riboflavina, que nao
foram capazes de produzir esta vitamina em leite de cabra nas condi¢gdes testadas

As principais conclusfes deste trabalho séo:

e Leite cru e queijo de cabra foram boas fontes de bactérias laticas com capacidade de
produzir folatos e riboflavina, demonstrada nos testes em meios de cultura
apropriados. Houve uma diferenca significativa (p<0,1) entre a média da
concentracdo de folato (EC, IC e total) produzido pelos isolados de leite e o
produzido pelos isolados de queijo de cabra, mas a diferenca entre as médias das
concentracoes de riboflavina (EC, IC e total) produzida por estes isolados ndo foi
significativa (p<0.05).

e Foram identificados isolados com capacidade de sintetizar folato e riboflavina
simultaneamente e a produgdo de ambas vitaminas (EC, IC e total), em meio de
cultura e em leite UHT, variou de acordo com isolado.

e Ap0s 24h, a producéo de folato pelas bactérias laticas isoladas em meio de cultura a
37°C variou entre 0,7 pg/L até 498,3 pg/L, enquanto em leite de cabra UHT variou
entre 0,0 pug/L e 261,91 ug/L, jA descontada a quantidade de folato previamente
presente no leite. A producao de riboflavina em meio de cultura variou de 129,3 pg/L
a 531,5 pg/L, mas nédo houve producao desta vitamina no leite UHT.

e Cerca de metade dos isolados produtores de folato e de riboflavina acima da média
(43 em 77 e 7 em 15, respectivamente) pertenceram ao género Enterococcus,
limitando seu potencial de aplicacdo em alimentos, devido a possibilidade de
apresentar patogenicidade.

e Para alguns isolados, a concentracdo de folato produzido em leite de cabra UHT a
37°C foi muito acima da média, ficando acima também da média descrita para outros
isolados em outros estudos, evidenciando seu interessante potencial de aplicacdo na
producdo de novos derivados lacteos caprinos, com teores mais altos de folato,
especialmente porque os isolados que produziram maior quantidade de folato em
leite pertenceram as espécies Streptococcus thermophilus e Lactococcus lactis

subsp. lactis, amplamente utilizadas na industria de laticinios.
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e Mais estudos sdo necessarios para elucidar as razbes da falha de producgédo de
riboflavina em leite pelos isolados que produziram riboflavina em meio de cultura. A
otimizacdo das condi¢des de producao certamente levara a melhores resultados dos

gue obtidos no presente estudo em relagéo a esta vitamina.
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