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RESUMO: O Leuconostoc mesenteroides € um microrganismo com potencial para a
producdo de bacteriocinas, sendo estas produzidas a partir das bactérias do acido lactico
podendo ser utilizada como um conservante natural de alimentos. A agua residuaria de
fecularia pode ser utilizada como um substrato para a produgdo das bacteriocinas. Nesse
sentido, o objetivo desse trabalho foi a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc
mesenteroides utilizando residuos provenientes da agroindustria processadora de mandioca.
Inicialmente, para otimizar a producdo das bacteriocinas foi utilizado um planejamento
experimental denominado de “Delineamento Experimental Composto Central Rotacional”
(DCCR). Apés, foi realizado uma série de analises para determinar a atividade das
bacteriocinas e gerar uma superficie de resposta com a melhor condi¢do. Os resultados
obtidos indicaram que todas as varidveis independentes sao significativas.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias do acido latico; Otimizacdo; Reuso de agua residuéria.

PRODUCTION OF BACTERIOCINES OF Leuconostoc mesenteroides from waste
water from cassava starch

ABSTRACT: Leuconostoc mesenteroides is a microorganism with potential for the
production of bacteriocins, which are produced from lactic acid bacteria and can be used as a
natural food preservative. Starch wastewater can be used as a substrate for the production of
bacteriocins. In this sense, the objective of this work was the production of bacteriocins by
Leuconostoc mesenteroides using residues from the cassava processing agribusiness. Initially,
to optimize the production of bacteriocins, an experimental design called “Central Rotational
Compound Experimental Design” (CRCED). Afterwards, a series of analyzes was carried out
to determine the activity of bacteriocins and to generate a response surface with the best
condition. The results obtained indicated that all independent variables are significant.
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INTRODUCAO: A mandioca, Manihot esculenta Crantz, é a sexta cultura alimentar mais
importante do mundo sustentando milhdes de pessoas na Africa, Asia e América Latina,
(TAPPIBAN et al., 2019). O processamento da mandioca para a producdo de fécula e farinha
gera uma enorme quantidade de residuos liquidos e solidos, que possuem na sua composi¢ao
uma variedade de moléculas que podem ser convertidas em produtos de valor agregado. A
agua residudria, residuo liquido, estd comumente relacionada com bactérias do acido lactico
que podem produzir as bacteriocinas, peptideos antimicrobianos usados na bioconservacao de
alimentos. Para o género Leuconostoc (heterofermentativa) sdo o0s produtores mais
significativos das bacteriocinas, sendo a espécie mais importante do dltimo grupo, a
Leuconostoc mesenteroides. Uma forma de melhorar a producdo da bacteriocinas em escala
de bancada é por meio da otimizacdo do meio de cultivo pelo método estatistico denominado
de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), tendo como meio de cultivo a agua
residudria da fécula da mandioca suplementada com sacarose, sulfato de magnésio e levedura.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho consiste em avaliar a influéncia das varidveis
independentes citadas a partir do DCCR no tempo de fermentacdo de 15h para a producdo de
bacteriocinas, explorando o aproveitamento da agua residuaria da fecularia de mandioca,
aumentando a viabilidade econdmica, minimizando os impactos ambientais e valorizando os
residuos

MATERIAL E METODOS: Delimitacdo experimental: O experimento foi realizado na
Universidade Estadual do Oeste do Parana. O in6culo da Leuconostoc mesenteroides foi
obtida inicialmente por Vilvert (2019) a partir dos residuos de uma agroindistria de
processamento de mandioca localizada no estado de S&o Paulo. O substrato utilizado para a
producdo das bacteriocinas foi a agua residuaria da industria de fécula de mandioca, sendo
obtido em industria localizada na regido Oeste do Estado do Parand. Na ativagdo do indculo
foi utilizado 10% da cultura estoque (v/v), que foi adicionada no caldo MRS, sendo este
incubado a 30°C, a 100 rpm, por 16 horas ou até a obtencdo de densidade 6ptica (OD) de 660
com uma leitura no espectrofotdometro com nm = 1 (VILVERT,2019).

Preparo dos tratamentos para o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
para Leuconostoc mesenteroides: Os tratamentos do DCCR foram realizados a partir de
fermentacdes em frascos de 120 mL, cada frasco foi composto por 45 mL de agua residuéria
da fécula de mandioca enriquecida com os nutrientes apresentados na Tabela 1 de acordo o
DCCR. Inicialmente, foi ajustado o pH para 6 com NaOH 0,2 mol/L para todos os
tratamentos. Apds, os frascos foram autoclavados a 121 atm, por 15 minutos e apds o
resfriamento do material foi adicionado 5 mL do inoculo (cerca de 10% v/v) para entdo serem
incubados a 35°C, a 100 rpm por 36 horas no PB e nas mesmas condic¢des por 20 horas no
DCCR. Ap0s o periodo de fermentacdo o pH foi corrigido para 2,5 com HCL 0,2 mol/L para
promover a excrecdo total das bacteriocinas da célula para o meio extracelular. O meio
acidificado foi centrifugado a 3.200 rpm por 20 min, onde o sobrenadante foi retirado e
filtrado em filtro de 0,20 um. No sobrenadante foram realizadas analises fisico-quimicas dos
seguintes parametros: DQO, agUcares totais, acido latico, acido acetico e bacteriocinas. O
precipitado da centrifugacdo foi utilizado para a quantificacdo da biomassa, sendo essa
expressa como sélidos suspensos totais (SST) (JOZALA, 2005).

Otimizacdo da producdo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides em agua
residudria da induastria de fécula de mandioca: Foi realizado o delineamento composto
central rotacional (DCCR) para otimizar a producdo de bacteriocinas. Na Tabela 1 sdo
apresentadas as varidveis, seus valores e 0s respectivos niveis, com adi¢cdo dos pontos axiais
necessarios para a formacdo das superficies de resposta nos 17 ensaios.



TABELA 1. Condigbes experimentais do planejamento experimental composto central
rotacional (DCCR) com trés repeti¢bes no ponto central.

Experimentos Sacarose Extrato de levedura Sulfato de magnésio
1 -1 (6,0714) -1 (7,0238) -1 (0,30357)
2 +1 (23,9285) -1 (7,0238) -1 (0,30357)
3 -1 (6,0714) +1(12,9762) -1 (0,30357)
4 +1 (23,9285) +1(12,9762) -1 (0,30357)
5 -1 (23,9285) -1 (7,0238) +1 (1,19642)
6 +1 (23,9285) -1 (7,0238) +1 (1,19642)
7 -1 (23,9285) +1 (12,9762) +1 (1,19642)
8 +1 (23,9285) +1 (12,9762) +1 (1,19642)
9 -a. (0) 0 (10) 0 (0,75)
10 + o (30) 0 (10) 0 (0,75)
11 0 (15) -a. (5) 0 (0,75)
12 0 (15) +a (15) 0 (0,75)
13 0 (15) 0 (10) -0, (0)

14 0 (15) 0 (10) +a (1,5)
15 0 (15) 0 (10) 0 (0,75)
16 0 (15) 0 (10) 0 (0,75)
17 0 (15) 0 (10 0(0,75)

Legenda: Os valores entre parénteses so 0s reais

Determinagéo da atividade de bacteriocinas: A determinacdo da atividade de bacteriocinas
foi realizada pelo método de difusdo em agar descrito por Lewus e Montville (1991). A curva
padrdo foi obtida através da diluicdo de nisina padrdo na &gua residudria da mandioca
autoclavada a 121 atm por 15 minutos, nas concentra¢des de 10° a 10° AU mL*. A medida
média dos halos estd relacionada a atividade da bacteriocina, sendo expressa em unidades
arbitrarias (arbitrary units- AU). A relacdo dos diametros do halo de inibicdo com a
concentracédo de bacteriocina gerou uma equagao da reta, descrita pela seguinte equacéo PB =
log10((0.1632)+06135)) ' Em que: PB = producéo de bacteriocina (AU/mL) e x = medida do halo

de inibigdo (mm).

RESULTADOS E DISCUSSAO: Efeitos das variaveis independentes na producéo
bacteriocinas de Leuconostoc mesenteroides no DCCR: Na Figura 1 é apresentado o
grafico de Pareto que indica os efeitos das variaveis independentes na producdo de
bacteriocina no tempo de fermentacdo de 15 horas.
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FIGURA 1. Grafico de pareto com efeito estimado das variaveis independentes para a
producdo de bacteriocina.



No grafico de Pareto (Figura 2) identifica-se que a maior parte das variaveis independentes
foram significativas ao nivel de 95% de confianca para producdo de bacteriocinas de
Leuconostoc mesenteroides, bem como observa-se que a variavel sulfato de magneésio, em
comparagdo com a sacarose e o extrato de levedura, foi mais significativa a partir dos valores
encontrados. O enriquecimento de residuos da agroindustria para a producdo de bacteriocinas
foi relatado por Daba et al. (1991), os autores suplementaram o soro de leite com extrato de
levedura e Tween 80, e indicaram um aumento da producéo da bacteriocina Mesenterocina 5,
produzida a partir da Leuconostoc mesenteroides durante a fermentacdo. Dessa forma, para a
melhor producéo desse tipo de bactéria latica é interessante e necessaria a suplementacéo do
meio.

CONCLUSOES: A producio da Leuconostoc mesenteroides pode ser otimizada por meio de
um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) utilizando como substrato a agua
residuaria da fécula de mandioca, representando uma forma de valorizacdo e de minimizacdo
dos impactos ambientais gerados por estes residuos. Considerando os resultados obtidos e a
analise estatistica descrita, verifica-se que todas as varidveis independentes s&o significativas
em um intervalo de confianca de 95%.
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