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RESUMO: Com o aumento da demanda do mercado mundial por alimentos naturais e saudaveis,
ampliou-se as buscas por novas tecnologias e produtos que conservem os alimentos. A Leuconostoc
mesenteroides € um microrganismo com potencial para a producdo de bacteriocinas que podem ser
utilizada como conservante natural de alimentos, e apresenta atividade antimicrobiana. A &gua
residuéria de fecularia pode ser utilizada como um substrato para a producdo das bacteriocinas. Nesse
sentindo, o objetivo desse trabalho consiste na producdo da 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) com 17 ensaios € dois tempos
de fermentagdo (15 h), agitacdo em 100 rpm e 30°C. Nesse experimento, foi verificado que todas as
variaveis estudadas exerciam influéncia na producéo de bacteriocinas.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias do acido lactico, residuos agroindustriais, DCCR.

LEUCONOSTOC MESENTEROIDES BACTERIOCINE PRODUCTION FROM
FECULARY RESIDENTIAL WATER

ABSTRACT: With the increase in demand in the world market for natural and healthy foods, the
search for new technologies and products that conserve food has increased. Leuconostoc
mesenteroides is a microorganism with potential for the production of bacteriocins that can be used as
a natural food preservative, and has antimicrobial activity. Starch wastewater can be used as a
substrate for the production of bacteriocins. In this sense, the objective of this work is the production
of Leuconostoc mesenteroides using residues from the cassava processing agroindustry. Initially, to
optimize the production of bacteriocins, an experimental design called “Central Rotational Compound
Experimental Design” (DCCR) was used with 17 tests and two fermentation times (15 h), agitation at
100 rpm and 30°C. In this experiment, it was found that all the variables studied had an influence on
the production of bacteriocins.
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INTRODUCAO: A deterioracdo de um produto alimentar pode ser definida como qualquer
alteracdo que o torne ndo consumivel do ponto de vista sensorial e de salubridade, uma vez
que os produtos devem estar isentos de microrganismos potencialmente patogénicos. A
aplicacdo de peptideos antimicrobianos de bactérias do &cido lactico, como as bacteriocinas,
podem ser utilizados na biopreservagdo dos alimentos. Bacteriocinas sdo pequenos peptideos



sintetizados ribossomicamente, capazes de inativar ou inibir o crescimento de bactérias
patogénicas, possuem resisténcia a altas temperaturas e pH baixo, o que favorece a aplicacéo
na conservacdo de alimentos. A bactéria lactica Leuconostoc mesenteroides é caracterizada
como gram-positiva, catalase negativa, morfologia na forma de cocdides, s@o fastidiosas, ndo
formadoras de esporos, anaerobias facultativas, mesofilas, com crescimento 6timo na faixa de
20 a 30°C (DE PAULA et al., 2015). Os residuos da industria processadora da fécula de
mandioca possuem uma grande variedade de moléculas que podem ser convertidas em
produtos de valor agregado, como na producdo de etanol, acido citrico, alcool feniletilico,
acido lactico, celulose, hemicelulose, proteina bruta, amido residual, fibras e lignina. A agua
residudria, residuo liquido, possui alto valor nutricional, com uma biota autoctone que pode
ser utilizada como meio de cultivo na producdo de bacteriocinas. Diante do exposto, 0
objetivo deste trabalho consiste em avaliar a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc
mesenteroides em escala de bancada por meio do reator anaerébio em bateladas sequenciais,
explorando o aproveitamento da agua residudaria da fecularia de mandioca para minimizar o
impacto ambiental, valorizar os residuos da agroindustria e gerar produtos com valor
agregado.

MATERIAL E METODOS: O experimento foi realizado na Universidade Estadual do
Oeste do Parana campus Cascavel. Os residuos para elaboracdo do indculo foram obtidos a
partir de uma agroindustria de processamento de mandioca localizada no estado de S&o Paulo,
bem como a obtencdo do substrato para a producdo da bacteriocina foi utilizado a &gua
residudria da industria de fécula de mandioca localizada na regido do Oeste do Parana. Na
ativacdo 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
optica (OD) de 660 com uma leitura no espectrofotometro com nm = 1.

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) . O agar
escolhido para verificar o crescimento das bacteriocinas foi o TSA (Agar triptona de soja)
suplementado com sangue de carneiro em 5% v/v e o Lactobacillus sakei foi utilizado como
microrganismo indicador da atividade de bactericionas. Para quantificar a bacteriocina
utilizou do método descrito por Jozala (2005) com um padrdo comercial de nisina da Sigma
Aldrich contendo 2,5% de nisina correspondendo 10® AU g™. Pela relagdo entre medida do
halo de inibicdo e concentracdo de nisina obteve-se um grafico com a seguinte equacao:
Equagao 1: Au.mL= 10 ((0,1502 x (mm do halo)) — 0,2834).

Otimizacdo da producdo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides em agua
residuaria da industria de fécula de mandioca: Considerando as variaveis independentes
sacarose, extrato de levedura e sulfato de magnésio que influenciam diretamente no
crescimento da bactéria lactica Leuconostoc mesenteroides, foi realizado o delineamento
composto central rotacional (DCCR — Tabela 1).

TABELA 1. Condigdes experimentais codificadas e reais do planejamento experimental
composto central rotacional (DCCR) com trés repeticdes no ponto central.

Experimentos Sacarose Extrato de levedura Sulfato de magnésio
1 -1 (6,07) -1 (7,02) -1 (0,30)
2 +1 (23,92) -1(7,02) -1 (0,30)
3 -1(6,07) +1 (12,97) -1 (0,30)
4 +1(23,92) +1 (12,97) -1 (0,30)
5 -1(6,07) -1 (7,02) +1(1,19)




6 +1(23,92) -1(7,02) +1(1,19)
7 -1(6,07) +1 (12,97) +1 (1,19)
8 +1(23,92) +1(12,97) +1(1,19)
9 -a (0) 0 (10,00) 0(0,75)
10 + (30,00) 0 (10,00) (0,75)

11 0 (15,00) - (5,00) 0(0,75)
12 0 (15,00) +a (15,00) 0(0,75)
13 0 (15,00) 0 (10,00) -a (0)

14 0 (15,00) 0 (10,00) +0.(1,5)
15 0 (15,00) 0 (10,00) 0(0,75)
16 0 (15,00) 0 (10,00) 0(0,75)
17 0 (15,00) 0 (10,00 0(0,75)

RESULTADOS E DISCUSSAQ: Efeitos das variaveis independentes na producdo de
Leuconostoc mesenteroides no DCCR: Na Figura 1 é apresentado o gréfico de Pareto que
indica os efeitos das varidveis independentes na producdo de bacteriocina. ldentifica-se que
todas as varidveis independentes foram significativas ao nivel de 95% de confianca para
producdo da Leuconostoc mesenteroides, bem como observa-se que as variaveis sulfato de
magnésio e extrato de levedura, em comparacdo com a sacarose, foram mais significativa a
partir dos valores encontrados. O enriquecimento de residuos da agroinddstria 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 producédo da
bacteriocina Mesenterocina 5, produzida a partir da Leuconostoc mesenteroides durante a
fermentacdo. Dessa forma, para a melhor producao desse tipo de bactéria lactica é interessante
e necessaria a suplementacdo do meio.

Atividade bacteriocina (AU/ml)

(2)Extrato de levedura (g/L)(L) -247,7
Sulfato de magnésio (mg/L)(Q) 232,69
2Lby3L 136,03
(3)Sulfato de magnésio (mg/L)(L) -127,75
1Lby2L 127,73
1Lby3L 122,98
Extrato de levedura (g/L)(Q) 112,58
Sacarose (g/L)(Q) -88,52
(1)Sacarose (g/L)(L) -82,46

p=,05

FIGURA 1. Gréafico de pareto com efeito estimado das variaveis independentes para a
producéo de bacteriocina

Analise da superficie de resposta do DCCR: O modelo que descreve o comportamento de
producéo de bacteriocinas de Leuconostoc mesenteroides a partir das variaveis independentes
(extrato de levedura, sulfato de magnésio e sacarose), apresenta efeitos significativos no
intervalo de confiangca de 95%. A regressdo para os dados de producdo de bacteriocina
apresentou R2=0,84, representando 84% da variacdo da eficiéncia de producdo. A ANOVA
indicou que o modelo obtido pode ser considerado predito, uma vez que para um nivel de
confianca de 5% o teste F indicou um F calculado superior ao F tabelado. Dessa forma, a
partir desses resultados foram geradas superficies de resposta a fim de verificar as regides
experimentais que possuem as melhores respostas, representadas na Figura 2.
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FIGURA 2. Superficie de resposta para producao de bacteriocinas. Legenda: a) Sulfato de
magnésio e extrato de levedura; b) Sacarose e extrato de levedura e c) Sacarose e
sulfato de magnésio.

Atraveés das superficies de resposta observa-se que a producdo de bacteriocinas foi afetada por
todas as varidveis independentes. Quantidades baixas de sacarose, extrato de levedura e
sulfato de magnésio propiciaram maiores taxas de producdo de bacteriocinas (Figura 2 b-c).
Relacionando as variaveis extrato de levedura e sulfato de magnésio (Figura 2- a), verifica-se
que esses substratos, assim como foi apresentado no grafico de pareto (Figura 1) exercem
uma maior influéncia na producéo de bacteriocinas do que o substrato sacarose.

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