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1. INTRODUCAO

O grupo das bactérias acido-laticas (BAL) € composto por microrganismos
gue apresentam caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas em comum, ndo sao
esporuladas, séo catalase negativa e Gram-postivas, podem apresentar morfologia
de cocos ou bacilos e produzem acido latico como principal produto da fermentacao
de carboidratos (LEVIT et al., 2021). As BAL s&o consideradas GRAS (Generaly
Reconized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration), e devido a isso sédo
utilizadas como culturas iniciadoras em processos fermentativos em industrias do
setor alimenticio (MOJGANI et al., 2015).

Algumas BAL apresentam propriedades probi6ticas, beneficiando a saude do
hospedeiro, bem como, ao longo do processo fermentativo tém a capacidade de
produzir alguns metabdlitos de interesse como peptideos bioativos, acidos graxos
de cadeia curta (RAFIQUE et al., 2023) e vitaminas A, K e do grupo B (PELUZIO et
al., 2021).

Entre as vitaminas que as BAL sintetizam podemos destacar a vitamina B9,
também denominada de folato, que € considerado um micronutriente essencial
para a manutencdo do metabolismo (PFEIFFER et al., 2005). O folato pode variar
conforme o seu estado de oxidacdo e também de acordo com o grupo carbono
ligado nas posicées N5 e N10 do anel de pteridina (SERRANO-AMATRIAIN et al.,
2016; SAUBADE et al., 2016).

A deficiéncia em folato pode acarretar alguns disturbios de sautde (MAYNARD
et al., 2018), como diminuicdo da capacidade cognitiva e anemia, assim como a
deficiéncia materna pode resultar na ma formacéao do tubo neural (LUCOCK, 2000;
DALY et al.,1995), sendo a recomendacdo diaria para individuos adultos o
consumo de 400 ug de folato (FAO/ WHO, 2004). Em virtude da incidéncia de
individuos com deficiéncia dessa vitamina, muitos paises incluindo o Brasil,
preconizam a fortificacdo de farinhas com acido folico (forma sintética do folato)
(BRASIL, 2022). Entretanto, alguns estudos levantam o questionamento sobre o
metabolismo e absorc¢éo do acido félico (MAYNARD et al., 2018), bem como o seu
acumulo substancial (STRICKLAND et al., 2013), que ocorre no figado, devido ao
fato de ser o 6rgdo de armazenamento da vitamina (ZHANG et al., 2022).

Nesse contexto, o objetivo foi avaliar fenotipicamente a capacidade de sintese
de folato por isolados de bactérias acido-laticas.

2. METODOLOGIA
Para a realizacdo da avaliacdo da capacidade de producéo de folato foram
utilizados ao todo sete isolados, da colecdo de culturas iniciadoras e probidticas do
Laboratério de Processamento de Produtos de Origem Animal (LPOA), sendo
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Weissella cibaria C28, W. cibaria C34 (isolados de sushi), Lacticaseibacillus casei
CSL16 (isolado de silagem de colostro bovino), Pediococcus pentosaceus P97 e
Latilactobacillus curvatus P99 (isolados de presunto) e Enterococcus thailandicus
F1 e Lactobacillus sp. H7 (isolados de kefir).

Os isolados foram avaliados quando a sua capacidade de multiplicag&do por
sete vezes consecutivas em meio FACM (Folic Acid Casei Medium) (LAINO et al.,
2012). Os isolados que foram capazes de passar pelas sete lavagens em FACM
foram considerados fenotipicamente, capazes de sintetizar folato. Na terceira e
sétima lavagem foram coletadas aliquotas para a quantificacdo de folato
extracelular e intracelular, através do método microbioldgico.

O meio de cultura da lavagem 3 e da lavagem 7 foi aliquotado em eppendorf
e apos foi adicionado 1/1 v/v de solucéo tampéao fosfato 0,1 M pH 6,6-6,8. O preparo
das fragdes extracelular e intracelular seguiu o protocolo proposto por LAINO et al
(2012), onde apos a adicao do tampéo, os eppendorfs foram centrifugados a 5.000
g por cinco minutos e o0 sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf
(fracdo extracelular). Os eppendorfs que ficaram com o pellet tiveram o mesmo
ressuspendido na solucdo tampdo com igual volume adicionado antes da
centrifugacédo (fracao intracelular). J& a quantificacdo seguiu o protocolo proposto
por HORNE e PETTERSON (1998), onde a cepa ATCC 7469 Lacticaseibacillus
rhamnosus foi utilizada como indicadora da presenca de folato no meio, onde a
cepa passou por 2 lavagens em meio FACM e ap6s 4% do ultimo cultivo foi
inoculado em um novo caldo com 2XFACM, as fracdes extracelular e intracelular
foram aliquotados (100 pL) em triplicata em uma placa de 96 pogos, e juntamente
foi adicionado 100 yL em cada pogo da suspencdo da cepa ATCC 7469 L.
rhamnosus em 2XFACM. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Os
resultados foram expressos em absorbancia a 580 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo, cinco dos sete isolados apresentaram a capacidade de multiplicagcéo
ao longo das sete lavagens em meio FACM. Os resultados obtidos da avaliacdo da
capacidade de multiplicacdo da cepa L. rhamnosus ATCC 7469, estdo
apresentados na Figura 1. Todas as fracGes extracelular e intracelular de ambas
as lavagens, possuem folato, levando em consideracdo que a cepa indicadora
apresentou capacidade de multiplicacdo em todas as amostras avaliadas.

Dentre os isolados avaliados, os que se destacaram quanto a capacidade de
sintese de folato foram P. pentosaceus P97 e W. cibaria C28 com as maiores
absorbancias apresentadas de 1,653 e 1,629 respetivamente, para a fracdo
intracelular da lavagem sete. Ao analisarmos a producéo de folato extracelular o
isolado que se destacou foi Lactobacillus sp. H7 apresentando absorbancia de
1,037 na fragédo da lavagem sete.

Em um estudo conduzido por SALVUCCI et al (2016) diversas cepas de BAL
foram avaliadas com capacidade de sintese de folato, dentre elas Pediococcus
pentosaceus ES110 isolado de farinha integral. Os autores também identificaram a
capacidade de sintese de folato entre as espécies de Enterococcus mundtii,
Lactobacillus pentosus, P. acidilactici, E. faecalis, Limosilactobacillus fermentum,
E. gallinarum e Levilactobacillus brevis, corroborando com o0s resultados
encontrados no presente estudo. J& DEATRAKSA et al (2018) avaliaram a
capacidade de producao de folato de isolados de Weissella cibaria e W. confusa
de peixe fermentado e todos os isolados avaliados produziram folato, resultado
também encontrado no presente estudo.
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Em relacdo a capacidade de sintese de folato por BAL é importante ressaltar
gue a mesma € cepa-dependente (GREPPI et al., 2017).

Figura 1. Resultados obtidos das frac6es extracelular e Intracelular das lavagens
trés e sete em FACM de isolados de bactérias acido- laticas utilizando a cepa
indicadora ATCC 7469 Lacticaseibacillus rhamnosus
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(C28) Weissella cibaria; (C34) Weissella cibaria; (P97) Pediococcus pentosaceus;
(F1) Enterococcus thaulandicus; (H7) Lactobacillus sp.
Fonte: Autores 2024
4. CONCLUSOES

As bactérias 4cido-laticas prospectadas de diferentes matrizes alimentares
possuem potencial de sintese de folato, podendo ser consideradas para aplicacao
como microrganismos fermentadores para obtencao de produtos bioenriquecidos
com folato.
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