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OBTENCAO DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS LATICAS EM AGUA RESIDUARIA
DE INDUSTRIA DE FECULA DE MANDIOCA

RESUMO

As bacteriocinas sédo produtos do metabolismo de muitas bactérias laticas e tém atraido
interesse dos pesquisadores, por apresentarem atividade antimicrobiana, podendo ser
utilizadas na conservacdo de alimentos e na industria farmacéutica. Os produtos da
mandioca e os residuos de seu processamento sdo comumente relacionados com a
presenca de bactérias laticas, portanto podem ser considerados substratos para a producao
de bacteriocinas, a partir de bactérias laticas isoladas do proprio residuo, representando
assim uma forma de valorizagcdo e de minimizacdo do impacto ambiental gerado por estes
residuos. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producéo de bacteriocinas de
bactérias laticas isoladas de residuos provenientes da agroindustria processadora da
mandioca. Foi feito o isolamento de uma bactéria do acido latico do residuo da inddstria da
mandioca, e avaliado seu potencial para producéo de bacteriocinas, além disso, foi utilizado
a propria agua residuaria como substrato para a producdo de bacteriocinas. Para isso, foi
feito um planejamento experimental de otimizagdo de producdo, comegando pelo Plackett
Burnam (PB) com 5 fatores que poderiam influenciar na produgédo de bacteriocinas, e
observou-se que somente 3 fatores a sacarose, extrato de levedura e sulfato de magnésio
tém influéncia na producgéo de bacteriocina utilizando agua residuaria como meio de cultura.
Foi feito um delineamento experimental composto central rotacional (DCCR) e a
metodologia de superficie de resposta foram adotados para derivar um modelo estatistico
para otimizacdo da composi¢cdo do meio utilizando agua residuaria da industria de fécula de
mandioca. Foi avaliada a producéo de bacteriocina em um reator em bateladas sequenciais
utilizando a bactéria isolada como produto de bacteriocina e o meio de cultura a agua
residuaria otimizada. O reator foi monitorado, de forma que, a cada 15 h, realizaram-se as
coletas de amostras do efluente para determinacdo da producdo de bacteriocina. O reator
foi conduzido por 13 ciclos na condi¢do (i) agua residuéaria otimizada segundo o DCCR
autoclavada (121°C/ 15 min), até observar a diminui¢cdo da producéo de bacteriocina, e por 6
ciclos na condigdo (ii) agua residuéria otimizada segundo o DCCR sem autoclavar, até
observar a diminuicdo da producdo de bacteriocina. A bactéria isolada produtora de
bacteriocina foi a bactéria do acido latico Leuconostoc mesenteroides. Os resultados
mostraram que o meio 6timo para a producdo de bacteriocina foi composto por sacarose
18,70 g/L extrato de levedura 14,60 g/L e sulfato de magnésio 1,3g/L, e que a maxima
producdo de bacteriocina ocorre em 15 horas de fermentacdo. Quando cultivada em meio
o6timo o rendimento de producao de bacteriocina € de 1205,58 Au/mL. Quando a
fermentagéo € realizada em escala maior no reator em bateladas sequenciais apresentam
um amento nos titulos de bacteriocina de 56,76% maior do que o resultado experimental
obtido na condicé@o 6tima, esse aumento ocorre somente na condicao (i), jA na condicao (ii)
A producédo de bacteriocina ocorreu somente com 15 horas de fermentacdo. Por tanto, foi
possivel identificar a presenca de bactérias do &cido latico e a producédo de bacteriocina na
agua residuaria da industria de fécula de mandioca, bem como otimizar a 4gua residuéria
para producdo de bacteriocina.

Palavras-chaves: Bactérias do acido latico; fermentacao; residuo agroindustrial
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OBTAINING BACTERIOCIN FROM LACTIC ACID BACTERIA IN CASSAVA
WASTEWATER

ABSTRACT

Bacteriocins are products of the metabolism of many lactic acid bacteria and have attracted
interest from researchers due to their antimicrobial activity and possibility of use in food
preservation and in the pharmaceutical industry. Cassava products and its processing
residues are commonly related to the presence of lactic acid bacteria, therefore, those can
be considered substrates for the production of bacteriocins from lactic bacteria isolated from
the residue itself, thus representing a form of recovery and minimizing the environmental
impact generated by these wastes. In this sense, the objective of this work was to evaluate
the production of bacteriocins from lactic bacteria isolated of the cassava agroindustrial
process residue. The isolation of a lactic acid bacterium from the cassava industry residue
was carried out and analyzed regarding its potential for bacteriocin production. In addition,
the residue water was used as a substrate for bacteriocin production. For this purpose, an
experimental planning for the optimization of the production was developed, beginning with
Plackett Burnam (PB) with 5 factors that could influence the production of this bacteriocin. It
was observed that only 3 factors, namely, sucrose, yeast extract and magnesium sulfate,
played influence on the production of Bacteriocin using wastewater as culture medium. A
rotational central composite experimental design (DCCR) was employed, and for the
derivation in the methodology of response surface, a statistical model of optimization of the
composition of the culture medium was adopted, using waste water from corn starch
industry. The bacteriocin production was evaluated in a reactor, in sequential batch, using
the bacteria isolated as bacteriocin product and optimized residual water as culture medium.
The reactor was monitored at every 15 hours and samples of the efluente were collected to
determine bacteriocin production. The reactor was conducted for 13 cycles in condition (i)
optimized residual water, according to DCCR, autoclaved (121 °C/15 min) until decrease of
bacteriocin could be observed; and for 6 cycles in condition (ii) optimized residual water,
according to the DCCR, without autoclaving until decrease in bacteriocin production was
observed. The isolated bacterium capable of producing bacteriocin was the lactic acid
bacterium Leuconostoc Mesenteroides. The results showed that the optimum culture
medium for bacteriocin production was composed of sucrose 18.70 g/L yeast extract 14.60
g/L, and magnesium sulfate 1.3 g/L, and that the maximum production of bacteriocin
happens in 15 hours of fermentation. When cultivated in optimum culture medium, the yield
of bacteriocin is 1205.58 Au/mL. When fermentation is carried out on a larger scale, in the
reactor, through sequential batch, bacteriocin levels increases up to 56.76% higher than the
experimental result obtained in the optimum condition and this increase occurs only in
condition (i), since (ii) Bacteriocin production occurred only after 15 hours of fermentation.
Therefore, it was possible to identify the presence of lactic acid bacteria, as well as the
production of bacteriocin in the wastewater of the cassava starch industry, as well as to
optimize the residual water for bacteriocin production.

Key-words: Lactic acid bacteria; fermentation; agroindustrial wastewater.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma cultura alimentar e tem contribuido de
forma bastante expressiva para compor a cesta basica, em especial de paises da Africa,
Asia e América Latina, devido as condi¢bes edafocliméaticas favoraveis desses continentes.
Além de ser utilizada para o consumo alimentar dos homens e animais, a mandioca também
é utilizada para a producédo de combustivel.

O processamento da mandioca, para a producdo de fécula e farinha, gera grandes
quantidades de residuos liquidos e solidos que, muitas vezes, sao dispostos de maneira
inadequada no meio, levando a sérios problemas ambientais. A busca por aplicacdes
tecnolégicas dos residuos da mandioca permite a sua valorizacdo e, a0 mesmo tempo, a
minimizag&o da poluicdo ambiental.

A agua residudria da agroindudstria processadora da mandioca é considerada de
elevado valor nutricional, tendo sido avaliada como meio para processos biotecnolégicos,
tais como, produgdo de etanol, compostos volateis, acido citrico, alcool feniletilico e acido
latico. Além de meio rico em nutrientes, as aguas residuérias da transformacdo da mandioca
também apresentam biota autéctone, com microrganismos de interesse biotecnolégico. As
bactérias laticas sdo exemplos de microrganismos que, normalmente, aparecem vinculados
aos produtos e residuos da mandioca e tém importancia na obtencédo de polvilho azedo e
acido latico.

As bactérias laticas também aparecem relacionadas a producdo de bacteriocinas.
Pesquisas mostram a presenca da bacteriocina nisina em agua residuaria da producéo de
farinha de mandioca. As bacteriocinas sdo definidas como pequenos peptideos que podem
apresentar atividade antimicrobiana, por possuirem atividade bactericida contra algumas
bactérias Gram positivas, incluindo microrganismos patogénicos e deteriorantes de
alimentos, o que possibilita sua utilizacdo como conservantes de alimentos.

No Brasil a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite o uso da nisina como
conservante alimentar em produtos lacteos, como queijos e requeijdes, na concentragdo de
12,5 mg.Kg* de produto final.

A busca por novos conservantes naturais tem atraido interesse de pesquisadores,
pois cada vez mais a populacdo tem mostrado interesse em consumir alimentos
processados, mas que ainda mantenham suas caracteristicas proximas as do produto
natural.

Como os produtos e os residuos do processamento da mandioca sdo comumente

relacionados a presenca de bactérias laticas, poderiam ser considerados substratos para a
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producdo de bacteriocinas, a partir de bactérias laticas isoladas do proprio residuo. Para
tanto, € interessante realizar a otimizacdo de um meio de cultura e a validagdo da producao
de bacteriocinas utilizando a &gua residuéria da industria de fécula de mandioca como
substrato.

Dessa forma, espera-se reduzir o custo do meio de cultura pelo aproveitamento de
residuos da agroindustria local, bem como desenvolver tecnologias, processos e
conhecimentos que viabilizem o uso eficiente desses recursos aumentando sua viabilidade
econbmica, minimizando o impacto ambiental e valorizando o residuo da agroindustria

processadora da mandioca.
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2.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Produgdo de bacteriocinas por bactérias laticas em efluente de fecularia de

mandioca.

2.2

Objetivos especificos

Isolar bactérias laticas dos residuos de industrias processadoras de mandioca,
com potencial de producédo de bacteriocinas;

Avaliar a producdo de bacteriocinas em meio sintético, a partir das bactérias
isoladas das aguas residudrias das industrias processadoras de mandioca;

Avaliar a producdo de bacteriocinas a partir da bactéria latica isolada, utilizando
como substrato a agua residuaria de induastria de fécula de mandioca;

Otimizar a composi¢do da agua residuaria da industria de fécula de mandioca,
para utilizar como substrato na producdo de bacteriocinas, a partir da bactéria
latica isolada;

Avaliar a produgdo de bacteriocinas em reator em bateladas sequenciais, a partir
da bactéria latica isolada, utilizando como substrato a agua residuaria de inddstria

de fécula de mandioca otimizada.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A cultura de mandioca, seu processamento e a geragado de residuos

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € um arbusto alto com 1 a 2 m, perene,
lenhosa, tropical da familia Euphorbiaceae, cultivada por suas raizes tuberosas ricas em
amido (ADETUNJIA et al., 2016; ZHANG et al., 2016; KURIA et al., 2017). Sendo composta
pela parte aérea com um tronco e ramos sobre ele. A parte subterranea é composta por dois
tipos de raizes: as responsaveis pela nutricdo das plantas e as que séo partes comestiveis
da planta, com disposicdo axial em torno do tronco. Cada planta pode ter de 5 a 20 raizes
tuberosas e cada uma delas pode atingir comprimento de 20 a 80 cm e diametro de 5 a 10
cm. O peso fresco de cada raiz tuberosa pode variar entre algumas centenas de gramas a
cinco quilos. (PANDEY et al., 2000).

A mandioca serve como importante cultura alimentar para milhdes de pessoas em
regibes tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América Latina (ADETUNJIA et al., 2016;
KURIA et al.,, 2017). A América do Sul é o local onde essa cultura foi domesticada ha
milhares de anos. Na Africa foi introduzida durante o século XVI, tornando-se uma fonte
importante de alimento para familias de baixa renda que vivem em areas rurais e, também,
uma fonte de renda, principalmente, para pequenos produtores. Na Asia a cultura da
mandioca foi introduzida ha cerca de duzentos anos e o objetivo do seu cultivo é a
exportacdo de produtos industrializados, como pedagos secos de amido para a alimentacao
animal e também para a producdo de combustivel (PINTO-ZEVALLOS; PAREJA;
AMBROGI, 2016).

Nigéria, Brasil e Tailandia sdo considerados os maiores produtores de mandioca do
mundo (ADEKUNLE; ORSAT; RAGHAVAN, 2016). Segundo dados da Embrapa no ano de
2017, o Estado do Parana foi responsavel por 14,79% da producéo brasileira de mandioca,
com elevada produtividade de 24.234,95 Kg/ha.

A mandioca pode crescer em solos pobres e acidos e que, muitas vezes, ndo sao
adequados para outras culturas; a colheita pode ser realizada em épocas de seca, quando
todas as outras culturas ndo se desenvolvem, justamente, pela falta de 4gua (KOSTINEK et
al., 2007; PINTO-ZEVALLOS; PAREJA; AMBROGI, 2016). Por possuir essas
caracteristicas, a mandioca ocupa a quarta posicdo na lista das principais culturas
alimentares nos paises em desenvolvimento, depois do arroz, trigo e milho (KOSTINEK et
al., 2007).
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Em relacdo a seguranca alimentar da cultura da mandioca, esta depende das
diversas caracteristicas da planta, que acumula o amido no parénquima da raiz, em fungéo
disso esse 6rgdo se torna uma fonte de carboidratos, vitamina C, riboflavina, tiamina e
niacina (PINTO-ZEVALLOS; PAREJA; AMBROGI, 2016).
Na Tabela 1 é apresentada a composi¢cdo média das raizes da mandioca.

Tabelal Composicdo quimica da raiz da mandioca por 100 gramas

Composicao Quantidade
Energia 25 (kcal)
Proteina 0,60 (9)
Lipideos totais 0,30 (9)
Carboidratos 30,10 (9)
Fibra alimentar 1,60 (g)
Célcio 0,019 (9)
Magnésio 0,027 (9)
Fésforo 0,022 (9)
Potassio 0,286 (9)

Fonte: IBGE (2009).

As raizes da mandioca (Manihot esculenta) também sdo compostas por quantidades
significativas de vitaminas e aminoacidos, principalmente de vitamina C, tiamina, riboflavina

e niacina, como apresentado na Tabela 2.

Tabela2 Composi¢cdo de aminoacidos das raizes da mandioca (g/100g)

Aminoacidos Quantidade
Treonina 2,08 (9)
Valina 2,78 (9)
Metionina 0,70 (9)
Isoleucina 2,08 (9)
Leucina 3,80 (9)
Fenilalanina 2,80 (9)
Lisina 0,35 (9)
Total 59,11 (9)

Fonte: FAO (1997).

Nas industrias de processamento da mandioca para a obtengdo da fécula ou da
farinha s8o geradas grandes quantidades de residuos. Na produgdo da farinha, gera-se
maior quantidade de residuos soélidos, como a casca marrom, entrecascas, raizes
inutilizaveis e farelo das raspas e no processo de extragdo da fécula € maior a quantidade
de residuos liquidos (SOCCOL; VANDENBERGHE 2003; LEITE; ZANON; MENEGALLI,
2016).
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A 4gua residuaria da fecularia, gerada nas operacoes de extracdo da fécula, lavagem
e descascamento das raizes, apresenta demanda quimica de oxigénio (DQO) entre 3 e
15g.L* (TORRES et al., 2017), concentracdo de aclUcares totais de 2,5 a 4,6 g.L?
(ANDREANI et al., 2015) e sais minerais. O pH deste efluente pode variar entre 4,5 a 6,5
(PALMA et al., 2018). Por se tratar de um efluente que dispde de uma alta concentracéo de
acucar prontamente disponivel e facilmente biodegradada, essa agua residudria apresenta
potencial para se tornar substrato para processos biotecnolégicos (NITSCHKE; PASTORE
2006, ANDREANI et al., 2019).

De acordo com MOSHI et al. (2015), para cada unidade de mandioca crua
processada em forma de gari na Nigéria gera-se 30% de residuo sélido, 20% de residuo
liguido e 16% de residuo gasoso. A disposicao inadequada desses residuos pode prejudicar
0 meio ambiente, portanto, encontrar aplicacbes para os residuos da mandioca deve
contribuir para reduzir os problemas ambientais (MOSHI et al., 2015; ADEKUNLE; ORSAT,;
RAGHAVAN, 2016; LEITE; ZANON; MENEGALLI, 2016).

3.2 Bactérias do acido latico

As bactérias do acido latico (BAL) sdo Gram-positivas sem motilidade e nao
formadoras de esporos. Tém forma de coco e, como produto principal da fermentacdo de
carboidratos e alcoois superiores, produzem acido latico. S&o nao-patogénicas e,
geralmente, sdo consideradas como seguras (GRAS), de acordo com a US Food and Drug
Administration (FDA) (STILES; HOLZAPFEL, 1997; SIKORA et al., 2013; WANG et al.,
2016). Além disso, sdo microrganismos encontrados no meio ambiente e, por sua elevada
exigéncia nutricional, s&o normalmente encontrados em ambientes ricos em carboidratos,
aminoacidos e nucleotideos, mas também podem se adaptar a condic6es desfavoraveis, o
gue torna possivel habitar em uma gama variada de nichos (SIKORA et al., 2013).

Estas bactérias sdo importantes para a producdo de alimentos e bebidas
fermentadas, podendo citar como exemplo a sua utilizagdo por muito tempo para produzir e
conservar alimentos, como queijos, legumes em conservas e iogurtes (WANG et al., 2016).

Na fermentacdo do acido latico existem duas vias distintas; fermentacdo
homofermentativa e heterofermentativa. Durante a glicolise ha formacao de duas moléculas
de piruvato que, na fermentacdo homofermentativa, sdo convertidos em lactato. Na
fermentagdo heterofermentativa, uma molécula de piruvato € convertida em lactato e a outra
em etanol e didxido de carbono (Figura 1) (MADIGAN et al., 2010; SIKORA et al., 2013).
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Figural Via de fermentagdo da glicose por bactérias laticas homofermentativas e
heterofermentativas.

Fonte: Madigan et al. (2010).

Na literatura sao relatadas cerca de 400 espécies de bactérias laticas, pertencentes
aos Lactobacillales classificados em sete familias: Lactobacillaceae (Género: Lactobacillus e
Pediococcus); Aerococcaceae (Género Aerococcus); Carnobacteriaceae (Género:
Alloiococcus, Carnobacterium, Granulicatella e

Dolosigranulum, Lactosphaera);

Enterococcaceae  (Género: Enterococcus,  Tetragenococcus e  Vagococcus);
Leuconostocaceae (Género: Leuconostoc, Oenococcus e Weisella); Streptococcaceae
(Género: Streptococcus, Lactococcus e Melissococcus); Microbacteriaceae (Género
Microbacterium) (SIKORA et al., 2013).

Bactérias do acido latico sédo encontradas naturalmente em plantas, frutas, legumes,
graos, leite e, também, no trato digestivo de homens e animais. As principais espécies
encontradas no ser humano sédo Lactobacillus ruminis, L. salivarius, L. gasseri, L. reuteri,

Bifidobacterium longum e B. breve e, em razdo disso, as BAL tém sido utilizadas como
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bactérias probibticas no trato gastrointestinal humano, auxiliando para inibicdo de patdgenos
e imunomodulacdo. Também podem ser adicionadas intencionalmente em produtos como
carne e na fermentacdo de produtos lacteos. O &cido latico também é utilizado como
matéria-prima na industria para a producdo de bioplastico, &cido polilatico, em produtos
farmacéuticos e cosmeéticos (CLEVELAND et al.,, 2001; LIANG; MCDONALD; COATS,
2015).

Os mecanismos que as BAL utilizam para a preservacdo de alimentos sdo muito
variados. As principais atividades antimicrobianas conhecidas séo: redugéo do pH, devido &
sintese de acidos como &cido latico, acido acético e acido propiénico, producéo de peroxido
de hidrogénio, quando na presenca de oxigénio, producdo de diacetil e excrecdo de
bacteriocinas (NOIKE et al., 2002).

As BAL produtoras de bacteriocinas necessitam de meios complexos para o seu
crescimento, aumentando com isso o0 custo de producdo e também a dificuldade para a
purificacdo. Varios meios de cultura tém sido utilizados para cultivar as cepas das BAL como
o MRS, M17, M17S, CM, SM8 e permeado de soro de leite (PAPAGIANNI; AVRAMIDIS;
FILIOUSIS, 2007).

Bactérias do &cido latico produzem varios tipos de bacteriocinas que devem ser
estudadas, do ponto de vista de sua utilizagdo e efeito, como conservantes naturais de
alimentos e antimicrobianos (CLEVELAND et al., 2001).

3.3 Utilizacdo das bactérias do acido latico

As bactérias do acido latico sdo muito utilizadas em alimentos, como conservantes e
na fermentacdo de produtos como carne, lacteos, vegetais e produtos de panificacdo. As
BAL, que produzem as bacteriocinas, podem também ser utilizadas na industria
farmacéutica, por possuirem a capacidade de produzir peptideos antimicrobianos e, por
isso, podem ser exploradas pela industria farmacéutica para desenvolverem novos
antibiéticos (CLEVELAND et al., 2001; NOIKE et al., 2002; NOONPAKDEE et al., 2003;
PEREZ et al., 2012; ZACHAROF; LOVITT, 2012). Portanto, a descoberta de novas fontes de
bacteriocinas com caracteristicas de uso alimentar ou farmacéutico é necesséaria.

A utilizagdo das bacteriocinas nos alimentos pode promover a reducdo do uso de
conservantes quimicos e ou da intensidade de calor e de outros tratamentos fisicos,
tornando os alimentos frescos, prontos para consumo e levemente preservados,

satisfazendo a necessidade dos consumidores que estdo sempre em busca de alimentos
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mais naturais. Por isso, tem-se buscado conhecer e desenvolver novas téchicas para
aplicagbes das bacteriocinas nos alimentos (TODOROQV, 2009).

O modo de agdo das bacteriocinas se baseia na inibicdo das células alvos pelo
ataque dos lipidios anibnicos da membrana citoplasmatica, que atuam como receptores
primarios, ocorrendo entdo a formacdo de poros na membrana, esgotando o potencial
transmembranar e ou gradiente de pH, resultando na fuga do material celular (CLEVELAND
et al., 2001; TODORQV, 2009).

Na literatura sdo descritos alguns modelos de poros pelos quais as bacteriocinas
agem, sendo eles: i) modelo em forma de cunha, utilizado pelas bacteriocinas da classe |,
este modelo induz aos poros. ii) modelo barrelstave sugere a formacéo de poros devido as
supostas hélices transmembranares dos peptideos, capacidade de ligacdo na membrana e
solubilidade em agua. As bacteriocinas da classe Il usam o mecanismo de tapete, pelo qual
0s peptideos se localizam em paralelo as membranas, interferindo na sua estrutura
(TODOROV, 2009).

Os alimentos ndo devem ser conservados somente por bacteriocinas, mas como
parte de um sistema que é capaz de romper a membrana celular. Para as bacteriocinas se
tornarem mais eficazes devem ser combinados com o uso de outras técnicas,
como tratamentos ndo térmicos como campo elétrico pulsado, pois tem a vantagem de nao
ter efeito sobre a qualidade nutricional e a funcionalidade dos alimentos. Embora essa
técnica seja cara, quando utilizada em conjunto com as bacteriocinas diminui os custos e
continua sendo eficaz. As bacteriocinas também podem ser utilizadas junto com outros
compostos como acetato de sédio e lactato de sédio, que também auxiliam para uma melhor
inativacdo das bactérias patogénicas. As bacteriocinas agem também contra agentes
contaminantes externos, melhorando a seguranca alimentar dos alimentos (TODOROV,
2009; ZACHAROF; LOVITT, 2012)

As bacteriocinas tém sido utilizadas como barreira natural contra patdgenos,
principalmente na deterioracdo dos alimentos causadas por bactérias e, ainda, conseguem
manter as caracteristicas organolépticas desses produtos. Por isso, sdo necessarias buscas
de novas fontes de bacteriocinas para melhorar a sua aplicabilidade (ZACHAROF; LOVITT,
2012).

34 Leuconostoc ssp.

O género Leuconostoc inclui 10 espécies: Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc

lactis, Leuconostoc oenos, Leuconostoc paramesenteroides, Leuconostoc gelidum,
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Leuconostoc carnosum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Leuconostoc fallax, Leuconostoc amelibiosum, que podem ser encontrados em vegetais,
legumes fermentados, produtos lacteos e carnes refrigeradas (STILES, 1994).

Microrganismos do género Leuconostoc podem ser encontrados com grande
frequéncia nos mesmos habitats que os do género Lactobacilos e Lactococcus (THUNELL
1995). Uma forma de diferenciar culturas mistas de Lactococcus e Leuconostoc é a
suplementagdo do meio M17 com 5% de glicose. Nesse meio, as cepas de Lactococcus
produzem colbnias de tamanho adequado ap6s 24 h de crescimento, enquanto as de
Leuconostoc requerem 48 horas de crescimento. Outro teste possivel para diferenciar essas
culturas é a adicdo de 5% de sacarose ao meio de crescimento M17, em que havera
formacé&o de limo nas colbnias de Leuconostoc (HEMME; SHEUNEMAMM 2004).

O género Leuconostoc apresenta as seguintes caracteristicas: cocos gram positivos,
células esféricas muitas vezes lenticulares em agar, ocorre geralmente em pares e cadeias,
nao tem motilidade, catalase negativa, ndo forma esporos, sdo anaerébios facultativos, nédo
hemoliticos, resistentes a vancomicina. Sao considerados nao patogénicos e apresentam
temperatura 6tima para crescimento entre 20 e 30°C. Requerem meio de crescimento
complexo, sao heterofermentativos e produzem CO- a partir do metabolismo da glicose e
D-(-)- lactato (TUNNEL, 1995).

Tecnologicamente as cepas Leuconostoc produzem baixa quantidade de &cido, e
possuem a capacidade de crescer sob condigbes de stress como, por exemplo, meios
acidos, alto teor de sal e temperaturas altas (PAULA et al., 2014).

As bactérias laticas do género Leuconostoc apresentam papel fundamental na
formacdo de aroma e texturas em alguns produtos lacteos, por produzirem acetoina e
diacetil. Algumas espécies produzem dextrano que é utilizado na inddstria alimenticia e
farmacéutica. Também foi relatado que cepas de Leuconostoc podem produzir
bacteriocinas, pertencentes a subclasse lla, que sao peptideos ndo modificados resistentes
ao calor, semelhantes a pediocina, que possuem ativos contra a Listeria monocytogenes
(CHAMPAGNE; GARDMEN, 2002; HEMME; SCHEUNEMANN, 2004).

Devido a essa eficacia antilisterial, as bacteriocinas da classe lla tém grande
potencial como biopreservadores em uma gama de alimentos (ENNAHAR et al., 2000;
XIRAPHI et al., 2008).
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3.5 Bacteriocinas

Bacteriocinas s&o peptideos biologicamente ativos, que inativam ou inibem o
crescimento de outras bactérias, por possuirem propriedades antimicrobianas. S&o
subprodutos do metabolismo bacteriano, produzido durante a fase priméria de crescimento,
ocorrendo durante o meio da fase de crescimento exponencial, atingindo o nivel maximo no
final da fase exponencial ou no inicio da primeira fase estacionaria, sendo sintetizados
ribossomicamente, codificados no material genético e transportados pelos plasmideos
(CHEIGH et al, 2002; TODOROV, 2009). Estudos mostram que € comum as bactérias dos
acidos laticos poderem produzir mdltiplas bacteriocinas, podendo produzir até trés
bacteriocinas diferentes (NES et al., 1996).

As bacteriocinas possuem atividade antagbnica ao crescimento bacteriano, suas
células produtoras sdo imunes as suas proprias bacteriocinas, possuem a capacidade de
controlar o crescimento de bactérias patogénicas que causam decomposi¢cado, normalmente
sdo estiveis ao calor e consideradas de qualidade alimentar, pois sdo associados a
fermentagdo dos alimentos. Bacteriocinas surgem da necessidade de sobrevivéncia em
ambientes mais povoadas ou em culturas mistas (ZENDO et al., 2007; PEREZ et al., 2012;
MALHEIROS et al., 2015; GOMES et al., 2015, RANVEER et al., 2016). A resisténcia a altas
temperaturas, o pH baixo e a sensibilidade as enzimas proteoliticas humanas tornam as
bacteriocinas um mecanismo atraente para aplicacdo na conservacéo de alimentos (PAULA
et al., 2014).

As bacteriocinas possuem como caracteristicas gerais baixo peso molecular
(normalmente ndo passam de 10 kDa), sdo moléculas catibnicas, anfipaticas, modificadas
apos traducdo, sao rapidamente degradadas por enzimas proteoliticas, especialmente pelas
proteases do trato gastrointestinal humano, fazendo com que sejam seguras para consumo
humano. Quando incorporadas em solu¢des aquosas as bacteriocinas ndo possuem formas,
mas quando expostas a solventes como trifluoretano ou com membranas fosfolipidicas
anibnicas, formam uma estrutura helicoidal (ZACHAROF; LOVITT, 2012).

A caracterizacdo das bacteriocinas deve ser realizada por meio de estudos do
espectro de atividade, modo de acéo e dos efeitos do calor, pH, enzimas proteoliticas, sal e
detergentes na sua atividade. Inclui-se também a determinacdo da massa molecular, da
composi¢do e da sequéncia dos aminoécidos, organizacdo genética, producao e secrecao
das bacteriocinas (TODOROV, 2009).

As bacteriocinas derivadas de bactérias do acido latico se diferenciam quanto as
caracteristicas bioquimicas, genéticas e espectro de atividades, porém as bacteriocinas com
ligeiras diferencas em suas estruturas ou bacteriocinas diferentes produzidas pela mesma

bactéria e com a mesma classificacdo apresentam espectros antimicrobianos com
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diferencas insignificantes ou muitas vezes sem diferenca alguma. Possuem como
caracteristicas comuns o alto ponto isoelétrico, baixo peso molecular e a presenca de
regides hidrofilicas e hidrofébicas (ENNAHAR et al., 2000; SCHULZ et al., 2003).

Klaenhammer (1993) classifica as bacteriocinas BAL em classes:

Classe | - conhecida como lantibiéticos (peptideos antibiticos contendo lantionina),
sdo pequenas e inferioriores a 5 KDa, com 19 a 38 aminoacidos; uma caracteristica da
sintese sdo os pré-peptideos constituidos por uma sequéncia-lider de 14 a 30 amino&cidos
na regido N-terminal, a qual € removida durante a maturagdo da proteina. Com base na
biossintese séo divididas em tipo la- lantibidticos catiénicos formam peptideos, por exemplo,
a nisina, que forma poros ha membrana alvo e tem uma estrutura flexivel, em comparacéo
com a estrutura mais rigida da classe Ib. O tipo B é compacto, com estruturas globulares,
inibidores de enzimas e imunologicamente ativos. Todos os lantibidticos conhecidos
atualmente sao produzidos por bactérias gram positivas.

Classe Il — é formada por peptideos né&o-lantionina e estaveis ao calor. Possuem
caracteristicas em comum como glicina, sendo fortemente catibnicas, pH entre 8 e 11,
possuem dominios hidrofébicos e anfifilicos; formadas unicamente por aminoacidos, sendo
subdivididas em Classe ll-a - peptideos ativos de Listeria, com uma sequéncia N-terminal
Tyr-Gly-Asn-Gly-Val e duas cisteinas formando uma ponte S-S, sdo produzidas por uma
grande variedade de bactérias do acido latico e foram caracterizadas bioquimicamente. Sao
ativas contra Listeria spp. A bacteriocina que representa este grupo € a Pediocina. Classe II-
b - sdo bacteriocinas de dois peptideos que dependem da sua atividade complementar.
Classe lI-c - algumas bacteriocinas ndo possuem um peptideo duplo de glicina, sintetizados
com uma sequéncia lider N-terminal de tipo seg. Classe Il-d - sao bacteriocinas nao-

lantionina que ndo cumprem quaisquer dos critérios dos outros trés grupos.

Classe Il - é formada por grandes bacteriocinas, maiores que 30 KDa e sédo
termolabeis.
As bacteriocinas da classe | lantibidticos sofrem extensas modificacdes

pés-traducionais e contém aminoacidos incomuns como, por exemplo, a nisina que é um
peptideo de 34 aminoacidos, ativa contra uma vasta gama de bactérias gram positivas. A
diferenca das bacteriocinas da classe Il que ndo contém lantionia sdo bactericocinas
minimamente modificadas, podendo citar como exemplo as lactococinas, pediocinas e a
leucocina A, que sdo peptideos com 36-44 aminodcidos, inibem a bactéria patogénica
Listeria monocytogenes, que € responsavel por graves infeccfes do sistema nervoso
central, apds a absorcao de produtos lacteos contaminados (FLEURY et al. 1996).

A maioria das bacteriocinas pertencem as classes | ou Il. As bacteriocinas dessas
classes sdo mais faceis de serem entendidas e utilizadas, por exemplo, em alimentos, por

terem especificidade de alvo e por serem robustas (CLEVELAND et al., 2001).
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A bacteriocina mais conhecida e utilizada como conservante de alimentos € a nisina.
E formada por 34 aminoécidos, incluindo a lantionina e quatro estruturas ciclicas de B metil
lantionina. E produzida por certas linhagens de Lactococcus lactis e tem o nome derivado do
termo “N-inihibitory substances” (NIS) adicionado ao sufixo INA. Tem sido muito utilizada
pela industria alimenticia como conservante de alimentos. Foram identificadas sete variantes
de nisina. Nisina A (GROSS; MORELL, 1971), nisina Z (MULDERS et al., 1991), nisina Q
(ZENDO et al., 2003), nisina U e U2 (WIRAWAN et al., 2006), nisina F (KWAADSTENIET,;
DOESCHATE; DICKS, 2008) e nisina H (O'CONNOR et al., 2015). A nisina A e sua
variante natural nisina Z, que diferem pela substituicdo de um aminoacido na posi¢éo 27,
tém histidina e a nisina Z asparagina (RODRIGUEZ et al.,, 1995; NOIKE et al., 2002;
CHEIGH et al., 2002; NOONPAKDEE et al.,, 2002; SCHULZ et al., 2003; ZACHAROF;
LOVITT, 2012).

A nisina e sua variante natural foram estudadas e aprovadas como eficazes contra
agentes microbianos que causam intoxicagdo alimentar e deterioracdo. Foi também
aprovada como aditivo alimentar seguro (GRAS) nos Estados Unidos, pela Food and Drug
Administracdo, 1988. Estudos in vitro e de resisténcia cruzada mostraram que a nisina é
segura para consumo humano (CLEVELAND et al., 2001; ZACHAROF; LOVITT, 2012).

A nisina possui atividade antimicrobiana contra bactérias gram positivas, como por
exemplo, S. aureus, Listeria monocytogenes, Lactobacillus spp., Microcococcus spp.,
Bacillus spp. e Clostrdium spp. Por isso tem sido utilizada como um bom conservante
alimentar (CHEIGH et al.,, 2002; SHI et al., 2017). Uma aplicagdo da nisina como
conservante alimentar é sua utilizacdo combinada com baixa quantidade de nitrito, para
impedir o crescimento de Clostridium em carnes (CLEVELAND et al., 2001; RAMU et al.,
2015).

A Unica bacteriocina encontrada comercialmente considerada de qualidade
aliementar é a nisina que € uma bacteriocina produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis.
A producdo comercial é feita através da fermentacdo em larga escala com meios que
contenham ingredientes de qualidade alimentar (LIU et al., 2003; CHIKINDAS et al., 2018).

A nisina ndo é considerada um conservante natural quando as concentragfes
utilizadas excedem o que € encontrado em alimentos fermentados naturalmente com a
presenca desta bacteriocina (CLEVELAND et al., 2001). O fato de ser considerada como
conservante natural seguro (GRAS) confere as bacteriocinas uma vantagem importante
sobre os antibidticos comuns no ponto de vista legal, na sua utilizagdo em aplicacbes
alimentares (PEREZ et al., 2012).

Portanto, existem algumas diferencas entre antibidticos e bacteriocinas. A aplicacéo
da bacteriocinas é, principalmente, em alimentos, enquanto os antibiéticos tém aplicagédo
clinica. A formacéo das bacteriocinas é ribossomal, tem um estreito espectro de atividade e

sédo hospedeiros de células imunoldgicas. Tém como células alvos, em geral, adaptacdes
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gque afetam a composi¢cdo da membrana celular. Os requisitos de interacdo e modo de acéo
das bacteriocinas sao, na maioria das vezes, biossintese da parede celular, as bacteriocinas
também n&o possuem toxicidades. Os antibiéticos tém sua formacdo por meio de
metabdlitos secundarios, possuem um amplo espectro de atividade, ndo sdo hospedeiros de
células imunoldgicas, possuem como células alvo as que sao geneticamente transmissiveis
e podem afetar locais diferentes dependendo do modo de acdo dos antibiéticos. Os
requisitos de interacdo e o modo de acdo dos antibioticos sdo especificos da membrana
celular ou intracelular. Os antibidticos também podem possuir toxicidade (CLEVELAND et
al., 2001)

Desse modo, para as bacteriocinas se diferenciarem dos antibiéticos clinicos devem
ser utilizadas somente para controlar o crescimento dos patdégenos nos alimentos
(ZACHAROF; LOVITT, 2012).

3.6 Bacteriocinas produzidas por Leuchostoc mesenteroides

Algumas espécies de Leuconostoc podem produzir bacteriocinas como, por exemplo,
Leuconostc mesenteroides isolada de salsicha fermentada tradicional grega produz uma
bacteriocina denominada mesenterocina E 131 que é ativa contra o patégeno Listeria
monocytogenes (XIRAPHI et al., 2008). Outras bacteriocinas também foram descobertas
isoladas de diferentes fontes, podendo ser citada a mesenterocina 5 (DABA et al., 1991),
mesenterocina 52 (MATHIEU et al., 1993), mesenterocina 52 A e mesenterocina 52 B
(REVOL-JUNELLES et al., 1996) mesenterocina Y105 (HECHARD et al., 1999), Leucocina
A, Leucaocina B e Leucocina C produzidas pela mesma cepa Leuconostoc mesenteroides
TA33a (PAPATHANASOPOULOS et al., 1997), leucocyclicin Q que é a primeira bacteriocina
ciclica descoberta de Leuconostoc mesenteroides (MASUDA et al., 2011), que apresenta
amplo espectro microbiano.

A primeira cepa de Leuconostoc mesenteroides a ser relatada por produzir
bacteriocina foi a Leuconostoc mesenteroides UL5 isolada de queijo cheddar, produz uma
substancia proteica com atividade antibacteriana, denominada mesenterocina 5. Esse
composto antibacteriano foi pouco afetado apés aquecimento por 30 min a 100 °C,
indicando claramente que a substancia ativa € uma proteina estavel ao calor e demonstrou
uma acgao bacteriostatica, mas néo o efeito bactericida nas bactérias testadas em periodo de
incubacéo de 18 h (DABA et al., 1991).

Mafiah et al. (1993) relataram a presenca da bacteriocina mesenterocina Y105,

produzida pela cepa Leuconostoc mesenteroides Y105, que € um peptideo composto por 36
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aminoacidos, possui massa molecular baixa, é altamente termoestavel e possui um efeito
bactericida sobre a cepa Listeria monocytogenes E20. Sua estrutura primaria se assemelha
ao de outras bactriocinas como a leucocina A-UAL187, pediocina PA-1, sakacina P e
curvacina A.

Mathieu et al. (1993) isoloram uma cepa de Leuconostoc mesenteroides ssp
mesenteroide FR 52 de leite de vaca cru e observaram a presenca de uma bacteriocina
denominada de Mesenterocina 52. Esta bacteriocina inibiu outras cepas de Leuconostoc e
vérias cepas de Enterococcus e Listeria spp. A mesenterocina 52 foi secretada para o meio
durante a fase de crescimento, foi estavel a pH 7, ap6s aquecimento a 100 °C por
15 minutos, mas teve uma maior estabilidade a pH 4,5, apds 6 horas de aquecimento a
80 °C. A massa molecular aparente foi estimada em menos de 10 kDa.

A bacteriocina mesenterocina 52 foi purificada das suas células produtoras por um
método de adsorcdo dependendo do pH e dessorgdo da bacteriocina a partir de células
produtoras, combinado com cromatografia liquida de alta performance de fase reversa. O
perfil de eluicdo revelou a presenca de dois picos inibitorios de atividade, cada um exibindo
espectros inibitérios, denominados mesenterocina 52A e mesenterocinas 52B. A
bacteriocina do pico 52A possuia um amplo espectro inibitério, incluindo a atividade
antilisteria, possui uma massa molecular de 3868 Da e uma sequéncia de aminoacidos
idéntica a descrita para Mesentericina Y105. A bacteriocina do pico 52B s6 foi ativa contra
Leuconostoc sp., possui uma massa molecular de 3446 Da e sua sequéncia de aminoécido
ndo tem homologia com nenhuma bacteriocina conhecida (REVOLL-JUNELLES et al.,
1996).

A cepa Leuconostoc mesenteroides TA33a que produz trés bacteriocinas diferentes
as Leucocina A, Leucocina B e Leucocina C isoladas de carne processada foram estudadas
e confirmadas que a Leucocina A se assemelha com leucocina sintética A-UAL 187
(FLEURY et al. 1996), por possuirem o mesmo tempo de reten¢gdo, mesma espectrometria
de massa e mesmo espectro inibitério, portanto sdo o mesmo peptideo antimicrobiano; a
Leucocina B com peso molecular de 3466 Da apresenta semelhanca com a mesenterocina
52B e dextranicina J24 ambos com peso molécular de 3466 Da; a Leucocina C apresenta
ser uma nova bacteriocina, pois possui um espectro antimicrobiano diferente, foi ativo a uma
gama de bactérias gram positivas e teve um tempo de retencdo diferente da leucocina
sintética A-UAL 187 e mesentreocina Y105 (PAPATHANASOPOULOS et al., 1997).

A bacteriocina mesenterocina E131, que € ativa contra o agente patogénico Listeria
monocytogenes, foi produzida pela cepa Leuconostoc mesenteroides E131, isolada da
salsicha fermentada. Aplicando métodos moleculares, determinou-se que esta bacteriocina
era idéntica a mesentocina Y105 identificada anteriormente e era expressa durante a fase

de crescimento exponencial (XIRAPHI et al., 2008).
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A bacteriocina ciclica descoberta, produzida por Leucnostoc mesenteroides TK41401
foi a Leucociclina Q, isolada de picles japonés. Esta bacteriocina possui a sequéncia de
amino&cidos semelhante a bacteriocina ciclica lactociclicina Q produzida por Lactococcus
sp. QU 12, porém o espectro antimicrobiano diferiu claramente desta bacteriocina (MASUDA
et al., 2011).

Outra bacteriocina descoberta, produzida por Leuconostoc mesenteroides spp.
mesenteroides IMAU: 10231, foi isolada da microbiota natural de uma salsicha Sremska,
que é uma salsicha tipica da Sérvia, essa bacteriocina apresentou uma atividade antilisterial,
tendo um bom potencial de seguranca de alimentos, podendo ser utilizada na industria da
carne, na producao da prépria salsicha que foi isolada (MORACANIN et al., 2013).

Foram isoladas cepas de Leuconostoc mesenteroides de mussarela de bufalo, que
foi caracterizada como Leuc. Mesenteroides subsp. mesenteroiudes SJRP55 e descobriu-se
a presenca de duas bacteriocinas Mesenterocina W-SJRP55 e Mesenterocina Z-SJRP55
com massas molares de 3.868 KDa e 3444 KDa, respectivamente. As sequéncias de
aminoacidos indicaram homologia entre a bacteriocina Mesenterocina W-SJR55 e a
Mesenterocina Y105; a Mesenterocina Z-SJRP55 e a mesenterocina B105, isoladas a partir
de leite de cabra (PAULA et al., 2014).

3.7 Fatores que afetam o crescimento das bactérias laticas e a producdo de

bacteriocinas

A producao de bacteriocinas ocorre durante a fase de crescimento das bactérias
produtoras e acaba no final da fase exponencial ou, at¢é mesmo, antes do fim do
crescimento das BAL. A diminuicdo da producdo de bacteriocinas pode ocorrer devido ao
aumento populacional e a escassez de nutrientes (OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015).
Como a producéo de bacteriocinas € associada ao crescimento bacteriano, as suas taxas de
producdo devem melhorar em processos de fermentacdo continuo, no qual altas taxas de
crescimento podem ser mantidas (PARENTE; RICCIARDI, 1999).

As BAL possuem uma capacidade limitada de sintetizar vitaminas B e amino&cidos,
possuindo, portanto, necessidades nutricionais complexas para seu crescimento, por iSso
sdo comumente encontradas em ambientes ricos em nutrientes (HOFVENDAHL,;
HAGERDAL, 2000). Portanto, para que as BAL possam ter uma elevada producédo de
bacteriocinas, varios fatores tém que ser considerados como fontes de carbono, fontes de

nitrogénio, pH, temperatura e agitagdo (CHEIG et al., 2002).
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O controle do pH melhora o crescimento das BAL e, consequentemente, ocorre um
aumento na producdo de bacteriocinas, sendo que o pH étimo para a producdo €,
geralmente, entre 55 e 6 (PARENTE; RICCIARDI, 1999). Liu et al. (2003) estudaram a
producdo de nisina utilizando como meio de cultura o soro de leite suplementado com
hidrolisado de caseina em um reator de leito empacotado e também obtiveram a méxima
producéo de nisina em pH 5,5.

A temperatura € uma variavel que interfere na produgédo de bacteriocinas, por isso
estudos tém testados o maximo rendimento de produgdo desta bacteriocina na melhor
condi¢cdo. Liu et al. (2004) testaram a maxima producdo de nisina em meio M17 em um
intervalo de temperatura entre 25-38°C e concluiram que a melhor producao foi observada
na temperatura de 31°C.

Em outro estudo em que se avaliou a producdo de nisina por Lactococcus lactis
subsp. Latics utilizando como meio de cultura extrato fermentado de cevada que é um
subproduto do Shochu (uma bebida destilada tipica do Japéo) foram testados diferentes
valores de pH 5,2-6,0 e diferentes temperaturas 25-32°C. Foi observada uma producao
méxima de nisina em pH 5,5 porém as mudangas de temperatura ndo afetaram
acentuadamente a producéo de nisina (FURUTA et al., 2008).

Hofvendahl e Hagerdal (2000) utilizaram as BAL para a producdo fermentativa de
acido latico (AL) e observaram que ha um aumento da produc¢éo do acido latico quando um
acucar puro é fermentado. Esses autores relataram, também, que dentre as fontes de
acucar utilizadas a que obteve maior producéo de AL foi a glicose. Para fontes de nitrogénio,
observaram que a adicdo de maiores concentragfes de nutrientes teve um efeito positivo
sobre a producgédo AL, isto evidencia as exigéncias nutricionais complexas das BAL, devido a
sua capacidade de biossintese limitada.

Neysens et al. (2003) avaliaram o efeito do cloreto de sédio no crescimento e
producdo de bacteriocinas, e observaram que houve um efeito desvantajoso na adicdo do
sal sobre a producéo e a atividade das bacteriocinas por estirpes das BAL, porém, quando
aplicado em concentragdes baixas, o cloreto de sédio exerceu um efeito benéfico sobre a
producao de bacteriocinas em algumas estirpes avaliadas.

Os tempos de fermentagcdo para producdo de bacteriocina sdo um fator
determinante. Cheig et al. (2002) obtiveram maxima producéo de bacteriocinas em 15 horas
e término da producdo em 30 h, j& LosteinkiT et al. (2001) obtiveram maxima producéo em 6

horas e, em 35 h, ja ndo havia mais produc¢éo de bacteriocinas.
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3.8 Consideracgdes Finais

As bacteriocinas tém sido amplamente utilizadas como conservante natural de
alimentos, devido a demanda cada vez maior do mercado mundial por alimentos naturais e
saudaveis. Assim, € importante o desenvolvimento de tecnologias para a conservacao de
alimentos empregando agentes antimicrobianos naturais como, por exemplo, as
bacteriocinas. Pesquisas sobre novas fontes de bacteriocinas sdo de grande importancia
para atender ao mercado alimenticio.

Existem varios fatores que influenciam no crescimento das BAL e,
consequentemente, na formacdo de bacteriocinas, tais como fonte de carbono, fonte de
nitrogénio, pH, temperatura, agitacdo dentre outros. Portanto, € necessaria a otimizacao das
condigbes de processo para que a agua residuaria de fecularia possa ser utilizada como

substrato para a producéo de bacteriocinas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta dos residuos

Os residuos das agroindustrias de processamento de mandioca para o isolamento
das bactérias laticas foram coletados em uma Unica coleta das industrias de fécula de
mandioca da regido Oeste do Estado do Parand e em industria de producéo de farinha de
mandioca do Estado de S&o Paulo.

Nos ensaios de producédo de bacteriocinas foram utilizados como substrato a agua
residudria do processo de obtengéo da fécula de mandioca. Na execucao do trabalho foram

realizadas duas coletas de efluente em fecularia da regido Oeste do Estado do Parana.

4.2 Caracterizagao fisico-quimica dos residuos utilizados como substrato para a
producdo de bacteriocinas

Apoés a coleta e homogeneizacgdo da agua residuaria da fecularia de mandioca, foram
retiradas amostras para a caracterizagdo fisico-quimica em funcdo dos seguintes
parametros: pH, DQO, soélidos totais, solidos totais volateis e acUcares totais. Na
determinagédo dos parédmetros foram utilizados métodos descritos em APHA (2005), com
excecdo dos acUcares totais que foram determinados de acordo com os indicadores
descritos em Dubois et al. (1956).

Na Tabela 3, encontram-se os dados relativos a composi¢do da agua residuaria da
indastria de fécula de mandioca utilizada como meio de cultura para a producdo de

bacteriocinas.
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Tabela3 Composicdo da agua residuéaria da indastria da fécula de mandioca utilizada
como substrato para a producdo de bacteriocina

Pardmetros Unidades Agua residuéria
Potéassio mg/L 685,62
Magnésio mg/L 90,04
Carbono total mag/L 4720
Nitrogénio total mag/L 290
AgUcares totais mg/L 6,19
DQO mg/L 17600
pH - 3,92
Acido latico mg/L 230
Acido acético mg/L 47,22

4.3 Obtencédo de bactérias do acido latico (bal) produtoras de bacteriocinas

4.3.1 Isolamento das bactérias do acido latico de residuos do processamento da

mandioca

Para o isolamento das bactérias do &cido latico de residuos do processamento da
mandioca foi utilizada a metodologia adaptada de Jatoba et al. (2008), Coelho (2011) e
Bernardo et al. (2013).

Foram utilizados os efluentes dos processos da extracdo da fécula e da fabricacéo
da farinha. Inicialmente, foi preparado o meio de cultura M17 (caldo), com a seguinte
composicdo (g/L): peptona de caseina (2,5); peptona de carne (2,5); peptona de soja (5);
extrato de levedura (2,5); extrato de carne (2,5); B glicerofosfato dissédico penta hidratado
(19), sulfato de magnésio hidratado (0,25); acido ascorbico (0,5). O caldo M17 foi entédo
inoculado com o residuo liquido do processamento da mandioca, na propor¢édo de 2 mL do
residuo em 18 ml do meio M17 e incubado a 35°C, 150 rpm por 24 horas.

Apos esse periodo, foram retirados 100 pL do caldo fermentado e colocados em
Eppendorff contendo 900 uL de agua peptonada tamponada, realizando diluicbes em série
de fator 10 até 10°. De cada diluicdo, foram utilizados 100 pL para o plagueamento pela
técnica Pour Plate em meio de cultura agar M17, levando para a incubagédo a 35°C por
48 horas.

A partir destas placas, foram selecionadas, aletatoriamente, as colénias que estavam
com a sua morfologia bem formada, com as caracteristicas de col6nias brancas leitosas e

circulares; foram purificadas pelo método de esgotamento por estria, em placas de Petri
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contendo meio M17 sélido. As placas foram entdo incubadas novamente a 35°C por
48 horas para a obtencao dos isolados de bactérias do &cido latico.

Apobs a obtencao dos isolados, eles foram caracterizados segundo sua morfologia e
caracteristicas bioquimicas, pela coloragdo de gram e producdo de catalase; foram
conservados como culturas estoque a -20°C em caldo M17, contendo 30% (v/v) de glicerol,
para posterior preparacao do inéculo e fermentacéo.

4.3.2 Caracterizacdo morfologica e bioquimica dos isolados

As colbnias isoladas foram submetidas a caracterizacdo morfoldgica e bioquimica,
através da coloracdo de gram e producdo de catalase. A coloracdo de gram foi realizada
através do tratamento de células devidamente fixadas em laminas de vidro com cristal
violeta, lugol, alcool e fucsina e visualizadas em microscoépio 6ptico, com objetiva de 100x e
ocular de 10x. O teste da catalase foi realizado adicionando uma gota de peréxido de
hidrogénio & superficie das culturas cultivadas em Agar M17. Ocorrendo o borbulhamento
imediato da cultura, considerava-se como catalase positiva, na auséncia de borbulhamento
como catalase negativa.

As colbnias com caracteristicas de coco ou bacilo gram positivos e catalase negativa
foram consideradas BAL potencialmente produtoras de bacteriocinas (CAMARGO, 2011,
KRUGER et al., 2013). As colénias com potencial para a producdo de bacteriocinas foram

selecionadas e entéo avaliadas quanto a sua producéo.

4.4  Otimizacdo da producéo de bacteriocinas em agua residuéria da industria de

fécula de mandioca

Para identificar as variaveis que teriam efeito significativo na producédo de
bacteriocinas foi utilizado o planejamento experimental Plackett Burman (PB). Este
planejamento tem sido muito utilizado para identificar variaveis significativas de um maior
namero de varidveis potenciais, com menor nimero de ensaios (GREASHAM; HERBER
1997). O PB utilizado contemplou cinco variaveis independentes (pH, sacarose, extrato de
levedura, fosfato de potéssio e sulfato de magnésio), com dois niveis e trés repeticées no
ponto central. As variaveis independentes com seus respectivos niveis foram selecionadas
com base na revisdo da literatura, como fatores que influenciam na producdo de
bacteriocinas (AMIALI et al., 1998; CABO; MURADO; GONZALEZ, 2001; CHANDRAPATI,
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SULLIVAN, 1998; CHEIG et al., 2002; DABA et al.,1993; DROSINOS et al., 2006; GUERRA,;
RUA; PASTRANA, 2001; LIU et al., 2004; LOSTEINKIT et al., 2001; PARENTE; RICCIARDI,
1999; PONGTHARANGKUL; DEMIRCI, 2006; SIMSEK et al., 2009). Na Tabela 4 sé&o
apresentados os dados relativos aos niveis das variaveis independentes do
planejamento PB.

Tabela4 Variaveis independentes e niveis do planejamento experimental fatorial Plackett
Burman para a producéo de bacteriocinas

Niveis

Variavel -1 0 +1
pH 55 6 6,5
Sacarose (g/L) 0 10 20
Extrato de Levedura
(g/L) 0 5 10
KH2PO4 (g/L) 0 0,57 1,14
MgSO0a4 (g/L) 0 0,57 1,14

Os dados sobre as condigbes do modelo experimental Plackett Burman, com 12

ensaios e 3 repeticdes no ponto central estéo relacionadas na Tabela 5.

Tabela5 Condicbes experimentais codificadas do planejamento experimental Plackett
Burman com quatro repeticbes no ponto central para a produgdo de
bacteriocinas

Extrato de
Experimentos pH Sacarose levedura KH2PO4 MgSO4
1 1 -1 1 -1 -1
2 1 1 -1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1
4 1 -1 1 1 -1
5 1 1 -1 1 1
6 1 1 1 -1 1
7 -1 1 1 1 -1
8 -1 -1 1 1 1
9 -1 -1 -1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1 -1
13 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0

A variavel resposta avaliada foi concentracéo de bacteriocinas. Os resultados foram

avaliados pela andlise estatistica dos efeitos no software Statistica® 8.0.
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A férmula que representa o modelo esta apresentada na Equacéo 1.

e
E(xi) = M (1)
em que:
E(xi) = Efeito da variavel testada;
Mi*e M =Respostas dos ensaios para os niveis (+1 e -1);
N = Numero total de ensaios.

A férmula que explica o erro padrao experimental esta apresentada na Equacéao 2.

_ Z(Exi)2
SE = /—N (2)

em que:

S E= Erro padrdo experimental;

E(x) = Efeito da variavel testada;

N = Numero total de ensaios.

A siginificancia (p-valor) do efeito de cada varidvel na produgéo de bacteriocinas foi
medida pelo teste t de Student, apresentado na Equacéo 3.

t(xi) = 22 (€q.3)
em que:

E(x) = Efeito do variavel testada;

SE = Erro padrédo experimental.

Identificadas as variaveis com maior influéncia na producdo de bacteriocinas, foi
realizado o experimento delineamento composto central rotacional (DCCR) para otimizar a
producao de bacteriocinas. As varidveis independentes selecionadas do PB foram sacarose,
extrato de levedura e sulfato de magnésio. No DCCR, utilizou-se planejamento fatorial 23
com 0ito ensaios nos niveis -1 e +1, seis ensaios na parte axial —a e +a e trés repeticées no
ponto central, obtendo-se 17 ensaios. Na Tabela 6 séo apresentados os dados relativos aos

niveis do planejamento com os respectivos valores das variaveis independentes do DCCR.

Tabela 6 Variaveis independentes e niveis do planejamento composto central rotacional

(DCCR)
Niveis
Variavel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Sacarose (g/L) 0 6,0714 15 23,9285 30
Extrato de 5 7,0238 10 12,9762 15
Levedura (g/L)

MgSOa (g/L) 0 0,30357 0,75 1,19642 1,5
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As condicdes experimentais referentes ao modelo experimental planejamento
composto central rotacional (DCCR), com 14 ensaios e 3 repeticbes no ponto central estdo
apresentadas na Tabela 7.

Tabela7 Condicbes experimentais codificadas do planejamento experimental composto
rotacional (DCCR) com trés repeticdes no ponto central

Experimentos Sacarose Extrato de Levedura MgSO4
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

O DCCR ajusta um modelo teérico néo linear as respostas obtidas nos experimentos

do planejamento. O ajuste segue um modelo de 2° ordem e é descrito pela Equagéo 4.

Y= Bo+ i=1*> Bi Xi+ ="} Bii X2 + ¥ By Xi X+ E 4)
em que:

Y = resposta predita de producéo de bacteriocina;

Bo = valor constante do intercepto;

Bi = coeficiente lineares;

Xi = 0s paramentro variaveis;

Bii = coeficiente quadratico de x;;

Bi = coeficiente da interac&o entre a vairavel x;.

Com o auxilio de software STATISTICA, a analise de variancia (ANOVA) foi realizada
para determinar a importancia do modelo e coeficientes de regressdo. A qualidade da
equacdo polinomial foi julgada pelo coeficiente de determinacdo (R?) e a siginificancia
estatistica foi verificada por teste-F de Fischer. A significAncia do coeficiente de regresséo

foi testado pelo teste t de Student. A superficie de resposta e a resposta de contorno do
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modelo-predito foram utilizadas para avaliar as relagfes interativas entre as variaveis
significativas.

Para estimar as melhores respostas de producdo de bacteriocinas foi utilizada a
funcéo desirability de Derringer. Segundo Derringer e Suich (1980), a funcdo desirability tem
como objetivo encontrar as condicbes de operacdo que garantam o cumprimento dos
critérios para todas as respostas envolvidas e, ao mesmo tempo, proporcionar a melhor
resposta conjunta dos fatores estudados.

ApOs a realizacdo dos ensaios do DCCR, foram determinadas as melhores
condi¢des para a producéo de bacteriocinas. Além disso, foram calculados os coeficientes
de regressdo, a andlise de variancia (ANOVA) e obtidos os graficos de superficies de
resposta, para o intervalo de confianca de 90%. Em busca de determinar a validade dos
resultados foram realizados ensaios com o0s parametros selecionados no delineamento
experimental DCCR, bem como a cinética de produgdo de bacteriocinas em funcdo do
tempo de fermentagéo.

Para a realizagdo dos delineamentos experimentais PB e posteriormente o DCCR, foi
preparado o indculo utilizando a cultura estoque do item 4.3.1, que foi ativada em caldo Man
Rogosa and Sharpe (MRS), com a seguinte composi¢cdo (g/L): glicose (20,0), peptona
(10,0), extrato de levedura (5,0), extrato de carne (10,0), acetato de sddio (5,0), citrato de
amonio (2,0), KzHPO4 (5,0), MgS04.7H20 (0,1) e MnS04.4H,0 (0,05). O in6culo foi incubado
a 30°C, 100 rpm, por 16 horas ou até a obtencéo de densidade éptica 1 a 660 nm.

Para a realizacdo das fermentacdes dos delineamentos experimentais PB e DCCR
0s ensaios foram conduzidos em frascos de 120 mL, contendo 45 mL de agua residuéria da
industria de mandioca enriquecida com os fatores, segundo 0s planejamentos experimentais
PB e DCCR. O pH foi ajustado para 6 com NaOH 0,2 mol/L e os frascos foram autoclavados
a 121 atm por 15 min. Apés o resfriamento do material, foi adicionado o in6culo 10% v/v e
incubado a 35°C, 100 rpm, por 36 h.

Apos esse periodo foram medidos os valores de pH dos meios fermentados e entdo
promovida a acidificagdo com HCI 0,2 mol/L até pH 2,5, com o0 objetivo de assegurar a
excrecao total das bacteriocinas das células para o meio extracelular. O meio acidificado foi
centrifugado a 3.200 rpm por 20 min, o sobrenadante foi retirado e filtrado em filtro de 0,20 p
para posterior quantificagdo de bacteriocinas (JOZALA et al., 2005). No sobrenadante foram
analisados também os parametros DQO, acUcares totais, 4cido latico e acido acético. O
precipitado da centrifugacéo foi utilizado para a quantificacdo da biomassa, expressa como

sélidos suspensos totais (SST).
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4.5 Identificagdo molecular do isolado

Apdés os ensaios de producdo de bacteriocinas selecionou-se a cepa com maior
potencial de producdo, identificada por sequenciamento genético. A regido variavel v3-v4 do
gene ribossomal 16s foi amplificada por PCR para o sequenciamento de amplicons
16s rRNA, e sequenciadas por meio da plataforma lllumina MiSeq, realizada pela empresa
Neoprospecta.

4.6 Métodos analiticos

As medidas de pH foram realizadas em pHmetro de bancada Tec 3MP da marca
Tecnal®. A demanda quimica de oxigénio (DQO), sélidos totais (ST) e sélidos totais volateis
(SV) foram determinados pelos métodos preconizados pelo Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (EATON et al., 2005). A concentracdo de acucares
totais (AT) foi quantificada de acordo com a descrita por de Dubois et al. (1956).

Os acidos latico e acético foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em sistema Shimadzu®, equipado com coluna Aminex® HPX-87H
(300 mm x 7,8 mm Bio-Rad), forno CTO20A a temperatura de 64 °C, controlador CBM-20A,
detector UV com arranjo de diodos SPD20A em comprimento de onda de 208 nm e bomba
LC-20AT. A fase movel foi composta por agua ultrapura Milli-Q (Millipore®), acidificada com
0,005 M de H,;SO4, em fluxo de 0,5 mL.min? e volume de injecdo de 20 uL (LAZARO et al.,
2012; PENTEADO et al., 2013). As amostras para a analise dos acidos foram filtradas em
membrana de acetato de celulose com poro de 0,2 um e acidificadas com solugéo de H>SO4
(2 MollL).

4.7 Determinacédo da atividade de bacteriocinas

A atividade de bacteriocinae foi determinada pelo método de difusdo em &gar,
descrito por Lewus e Montivelle (1991). Nesse método, placas de Petri com o meio TSA
(Agar triptona de soja) suplementado com sangue de carneiro (5% v/v) sdo inoculadas com
o microrganismo indicador Lactococcus sakei, sensivel a acdo da bacteriocina.

O cultivo do microrganismo indicador Lactococcus sakei foi realizado em meio liquido
MRS 35°C, 100 rpm, até atingir densidade 6ptica de 0,4 (660 nm); 100 ul da cultura foi entdo
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espalhado com o auxilio da alca de Drigalski na placa de Petri, contendo meio TSA
suplementado com sangue de carneiro. Com a ajuda de um perfurador de metal estéril,
pocinhos de 3 mm foram cortados. Aliquotas de 20 ul do sobrenadante das amostras
fermentadas foram colocadas em cada pocinho. As placas foram incubadas em jarro de
anaerobiose a 35°C por 24 h.

O diametro dos halos formados (por inibicdo do crescimento celular) foi medido com
o auxilio de um paquimetro, sendo realizadas 4 medidas dos halos. A medida média dos
halos foi relacionada com a atividade de bacteriocina, a qual é expressa em Unidades
arbitrarias (AU).

Para a quantificacdo da concentracdo de bacteriocinas, foi confeccionada uma curva
padréo, relacionando a concentracdo da bacteriocina nisina com o didametro do halo de
inibicdo. Para isso, utilizou-se um padrédo comercial de nisina da Sigma Aldrich contendo
2,5% de nisina, correspondendo 10° de AU. A curva padrao foi obtida por meio de diluicdes
da nisina padrao em agua residuaria da mandioca autoclavada a 121 atm por 15 min, nas
concentracdes de 10° a 10° AU/mL.

A curva padrado obtida a partir da nisina dissolvida em agua residuaria da indastria de
mandioca e a relagdo dos didmetros do halo de inibicdo gerou uma equacdo da reta,

descrita pela Equacéo 5.

PB = |Oglo(0,1502x—0,2834) (5)
em que:

PB = producgédo de bacteriocina (AU/mL);

X = medida do halo de inibicdo (mm).

4.8 Determinacdo de bacteriocinas por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa (LC-MS/MS)

Para a determinacao de bacteriocinas realizada por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS/MS), foi utilizado um equipamento da Agilent 1200 Series,
autosampler 1200 Series, detector DAD 1260, bomba quaternaria 1200, e forno para coluna
1200 Series.

A coluna utilizada foi a Phenomenex Gemini — NX C18 (50 x 4.6mm) 3 um. O tempo
de andlise foi de 25 min, com um volume de injecdo de 50uL, fluxo de 0.3 mL/min e
temperatura da coluna 30°C. A fase movel foi composta por &gua ultrapura Milli-Q e

Acetonitrila (ACN) ambos com 0,1% de acido férmico. O gradiente utilizado variou a



28

concentracdo de ACN: 0.1 — 3.1 min (5% ACN), 3.1 — 15.0 min (5 — 65% ACN), 15.0 — 18.0
min (65 - 100% ACN), 18.0 — 20.0 min (100% ACN) e restabeleceram-se as condi¢des
iniciais por mais 5.0 min.

As condicbes do espectrometro de massas 3200 QTRAP (quadrupolo — ion
trap linear), AB SCiex foram as seguintes: ionizag&o por electrospray (Turbo ion spray) no
modo positivo, com 0s seguintes parametros: ion spray: 5500 V, curtain gas: 25 psi,
temperatura: 650°C, gas 1: 50 psi, gas 2: 50 psi, interface heater: ON, DP (Declustering
potential) 55.0 V, EP (Entrance potential) 10.0 V. Para os experimentos de MRM (Multiple
reaction monitoring) para investigacdo de nisina A utilizaram-se os parametros listados na
Tabela 8.

Tabela 8 Parametros utilizados para o experimento de MRM

Massa Molecular lon precursor (m/z) e lon fragmento

Composto (Da) estado de ionizagéo (m/z) CE (V)

Nisina A 3354.1 671 (5+) 811 25
671 (5+) 216 25
671 (5+) 197 25
839 (4+) 266 45
839 (4+) 1081 45
839 (4+) 216 45

Para os experimentos de verificacdo de presenca das nisinas Z e A nas amostras,
foram realizados experimentos de EPI (Enhanced product ion) com energia de colisédo de
35.0 V (£ 15.0 V) e velocidade de varredura de 4000 Da/s.

4.9 Determinacdo da producdo de bacteriocinas em reator em bateladas

sequenciais

Definidas as condi¢cbes otimizadas para os fatores do DCCR, foram realizados
ensaios em reator em bateladas sequenciais para testar a producdo de bacteriocinas em
escala maior.

A operacdo do sistema foi realizada de acordo com os ciclos tipicos da batelada
sequencial: (i) alimentagdo (20 min), em que o reator é carregado com 0 substrato nas
condi¢des otimizadas no DCCR, iniciando-se simultaneamente a agitacao; (ii) reacdo (15 h),
periodo em que ocorre a producdo de bacteriocinas; (iii) sedimentag@o/descarga (20 min),
ao término do ciclo, o liquido é descarregado do reator em 20 min, iniciando-se em seguida

um novo ciclo. A operacdo do reator foi dividida em duas condi¢bes de substrato: i) agua
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residuaria otimizada segundo o DCCR autoclavada (121°C/ 15 min); ii) agua residuéria
otimizada segundo o DCCR sem autoclavar.

O reator operado em bateladas sequenciais utilizado no experimento foi
confeccionado em pexiglass transparente com 5 mm de espessura, 30 cm de altura, 20 cm
de didmetro, capacidade total de 6 L e capacidade util de 4 L (2 L de volume residual e 2 L
de volume alimentado por ciclo (Figura 2). Para a manutencdo da temperatura o reator foi

colocado em uma camara com temperatura controlada (30°C).

6 Temporizadores
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Figura2 Reator operado em bateladas sequenciais (MANSSOURI, 2012) 1. Reator em
Pexiglass; 2. Entrada afluente; 3. Bomba peristaltica dosadora entrada; 4.
Bomba peristaltica dosadora de descarga; 5. Saida efluente; 6.Sistema de
agitacdo; 7. Sistema de automacao.

Fontes: Manssouri (2012) e Inoue (2013).

Para garantir a agitacdo fixa foram utilizados impelidores do tipo turbina com 6 cm de
didmetro, com 6 laminas planas instaladas a 8 e 16 cm do fundo do tanque para garantir a
agitacdo fixa de 100 rpm. As etapas de alimentacdo e descarga foram realizadas por
bombas peristalticas dosadoras da marca Milan®. A autonomia do processo foi garantida
pelo uso de temporizadores digitais (TH-857 Plus Kienzle®), responsaveis pelo
acionamento/parada das bombas e do sistema de agitacdo, conduzindo a realizacdo das
etapas da operacdo em bateladas sequenciais: alimentacdo, agitacdo, decantacdo e
descarga.

O reator foi monitorado, de forma que, a cada 15 h, foram realizadas as coletas de
amostras do efluente para determinacdo da producdo de bacteriocinas, biomassa celular,
pH, DQO e acucares totais. O reator foi conduzido em duas condi¢des: na condicao (i) foi
conduzido por 13 ciclos e na condic¢ao (ii) foi conduzido por 6 ciclos, em ambos os ciclos o

objetivo foi observar o comportamento da producéo de bacteriocinas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e identificagdo das cepas de BAL isoladas de residuos do

processamento de mandioca

Gomes et al. (2016) relataram ter encontrado a presenca da bacteriocina nisina em
agua residuaria da industria processadora da farinha de mandioca. Como a nisina é uma
bacteriocina amplamente utilizada como conservante alimentar por ser considerada segura,
e por ser a Unica bacteriocina produzida comercialmente, procurou-se isolar o
microrganismo produtor de nisina Lactoccus lactis de agua residuaria de industria
processadora de mandioca.

Das col6nias inicialmente isoladas das amostras de efluentes liquidos das industrias
de fécula e farinha de mandioca em agar M-17, uma foi caracterizada como bactéria do
acido latico com potencial de produgdo de bacteriocina. Esse isolado apresentou forma
branca leitosa e circular (Figura 3a), morfologia coco gram positivo (Figura 3b), com reagéo
de catalase negativa e inibicAo no crescimento de Lactococcus sakei em teste de

antagonismo (Figura 4), sendo 0 mesmo selecionado para dar continuidade ao trabalho.

Figura 3 Bactéria isolada em agar M-17: a) forma branca leitosa e circular; b) cocos gram
positivos.
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Figura4 Teste de antagonismo com formagédo do halo de inibicAo do crescimento de
Lactococcus sakei.

Para verificar se a bacteriocina produzida pelo isolado obtido se tratava de nisina, 0s
substratos fermentados no delineamento PB foram analisados no equipamento LC-Ms/Ms.
Para tanto, utilizou-se o padréo de nisina A de Lactococcus lactis 2,5% da Sigma Alddrich.
No grafico da Figura 5, podem ser observados o cromatograma de ions totais (TIC), o
cromatograma de fons extraidos (XIC) m/z 671 ([M+5H]**) e o respectivo espectro de
massas da banda detectada em 11,05 min da amostra de padréo comercial de nisina A.
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Figura5 Cromatograma de ions totais (TIC), cromatograma de ion extraido (XIC) de m/z
671 ([M+5H]°*) e respectivo espectro de massas da banda detectada em
11,05 min da amostra de padrdo comercial de nisina A.

O espectro de massas obtido para o tempo de retencdo de 11 minutos comprova a
presenca de nisina A, pois todas as formas de ionizacdo da mesma foram identificadas:
1678 [M+2H]?*, 1119 [M+3H]**, 839 [M+4H]* e 671 [M+5H]** (Figura 5).

As massas obtidas para a nisina A estdo de acordo com aquelas apresentadas por
Schneider, Werkmeister e Pischetsrieder (2011).

Com a finalidade de obter um método bastante sensivel para a detecgéo de nisina A

nas amostras e sua posterior quantificacdo, foram realizados experimentos de ions



BN

33

fragmentos para os ions referentes a nisina A com diferentes energias de colisdo (15,0,

25,0, 30,0, e 45,0 V). Nos graficos das Figuras 6 e 7 podem ser visualizados os espectros

de ions fragmentos de m/z 1678, 1119, 839 e 671 com energia de colisdo de 25,0 V e 45,0

V, respectivamente.
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Figura6 Espectros de ions fragmentos de m/z 1678, 1119, 839 e 671 com energia de

colisdo de 25.0 V, respectivamente.
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Figura7 Espectros de ions fragmentos de m/z 1678, 1119, 839 e 671 com energia de

Os experimentos de ions fragmentos mostraram que os melhores ions que podem

1119) ndo apresentaram ions fragmentos, nem em energias de colisdo mais elevadas.

caracterizar informacdes sobre a nisina A sdo os ions m/z 671 e 839, pois geram ions

fragmentos que podem ser monitorados. J& os demais ions de maiores valores (m/z 1678 e

No gréfico apresentado nda Figura 8, a nisina A é facilmente detectada por esse

tempo de retencao.

modo de andlise. O XIC (cromatograma com bandas coloridas) indicam todas as transicoes

avaliadas e seguem como o0 esperado, ou seja, todas as transicdes devem ter 0 mesmo
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Figura8 TIC (MRM) para nisina A e XIC para as transi¢bes 671>811, 671>216, 671>197,
839>266, 839>1081 e 839>216, respectivamente.

Definidos os procedimentos da analise de nisina A no LC-Ms/Ms, iniciaram-se as
analises das amostras de agua residuaria de indastria de fécula de mandioca fermentada
nos ensaios do delineamento experimental Placket Burman (PB) e também com o meio
sintético MRS. Na Figura 9 sdo visualizados os graficos referentes aos cromatogramas de
fons extraidos e os espectros de massa de ions extraidos para o ensaio 16 do PB, os
demais ensaios apresentaram espectros de massa similares, por isso ndo serdo

apresentados.
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Figura9 Ensaio 16 do PB: XIC de m/z 671, 675, 632, 635, 670, 784, 652 e espectros de
massas das bandas em 9,5, 10,1, 10,5, 11,1 e 11,6 min, respectivamente.

Na Figura 10 podem ser observados o cromatograma de ions extraidos e o0s

espectros de massa de ions extraidos para fermentacéo realizada com meio sintético MRS.
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Figura 10 Amostra de meio sintético MRS fermentado: XIC de m/z 671, 675, 632, 635, 670,
784, 652 e espectros de massas das bandas em 9,5, 10,1, 10,5, 11,1 e 11,6 min,
respectivamente.

Nas Figuras 9 e 10 sdo observados os mesmos perfis cromatograficos, da mesma
forma que se da também para as demais amostras (dados nao mostrados), porém nao é
possivel ser identificado a bacteriocina nisina, pois 0s espectros de massa no mesmo tempo
de retencdo de 11 minutos ndo apresentam as mesmas formas de ionizagdo que ocorre no

padrao comercial (Figura 5), indicando que provavelmente se trata de outro peptideo.
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Realizaram-se ainda experimentos de ions fragmentos para os ions citados na
Figura 10. Os espectros de ions fragmentos para cada um dos ions encontram-se ilustrados

na Figura 11. Todos os espectros de ions fragmentos sao similares em todas as amostras.
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Figura 11 Espectros de ions fragmentos das massas m/z 671, 675, 632, 635, 667, 670,
784 e 652 da amostra 1.

De modo geral, as amostras apresentaram elevada complexidade de dados. Muitas
substancias foram ionizadas e detectadas. Diferentes bandas cromatograficas e diversas
m/z foram obtidas, porém para a confirmacdo de que os compostos detectados sdo

indicativos de nisinas e ou bacteriocinas diversos experimentos devem ser realizados e, ha
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z

auséncia de padrdes, outro tipo de analise é requerida, como por exemplo, analises de
massas de alta resolucéo.

Por meio de testes morfolégicos, bioquimicos, espectro de massa e do
sequenciamento do DNA 16S (V3-V4) para bactérias, o isolado foi identificado como
Leuconostoc mesenteroides. O sequenciamento de dados do isolado apresentou 100% de
homologia com essa espécie, ap6s uma andlise de bioinformética basica para a
classificagdo taxonémica dos reads, de acordo com o banco de dados proprietario Neoref
(laudo do sequenciamento genético no Anexo A).

A identificac@o de tal bactéria corrobora os resultados encontrados nas anélises de
espectro de massas, pois ndo foi identificada a bacteriocina nisina, mas sim um outro
peptideo que é produzido por esta cepa isolada da agua residuaria.

Hemme e Scheunemann (2004) relatam a presenca de Leuconostoc na massa e no
amido de mandioca e taro encontrados em paises da Africa. Alguns estudos mostram que ja
foram isoladas bactérias da agua residuéria da mandioca com potencial para a produgéo de
amilase e celulose como um estudo realizado por Arotupin (2007), que isolou bactérias e
fungos de cinco indastrias diferentes processadoras de mandioca obtendo-se isolados das
seguintes bactérias: Aerococcus viridens, Bacillus subtilis, Bacillus sp., Corynebacterium
monihot, Lactibacillus acidophilus. Obadina et al. (2006) isolaram microrganismos dos
residuos da casca da mandioca e encontraram as seguintes espécies de bactérias:
Lactobacillus brevis, L. delbrueckii, L. sakei, L. casei e L. plantarum. Tais microrganismos
foram estudados para aumentar o teor de proteinas dos residuos das cascas de mandioca,
para serem utilizadas para enriquecimento de racdes, por exemplo.

Até o presente momento ha poucos estudos que relatam ter isolado bactérias do
acido latico com potencial para producao de bacteriocinas de agua residuéaria da industria de

fécula de mandioca.

5.2 Producéo de bacteriocinas em meio sintético

Na Tabela 9 sdo apresentados os dados materiais relativos aos resultados da
producdo de bacteriocinas em meio sintético MRS, apds 15 e 36 horas de fermentacao,
utilizando como in6culo a cepa Leuconostoc mesenteroides isolada da 4gua residuaria da

indUstria de farinha de mandioca.
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Tabela9 Producdo de bacteriocinas de Leuconostoc mesenteroides em meio sintético
MRS, apds 15 e 36 horas de fermentacédo

Producéo de bacteriocinas

Tempo de cultivo (h) (AU/mL) Massa seca (g/L)
15 442,08 0,13
36 323,83 0,52

Observa-se que a cepa isolada da agua residuaria da indastria de farinha de
mandioca tem potencial de produzir bacteriocinas, pois, em 36 horas de fermentacdo,
produziu 323,83 Au/mL. Jozala (2005) testou o potencial de producdo da bacteriocina nisina
de uma cepa de Lactoccus lactis e obteve producdo maxima de 524 Au/mL, em meio
sintético MRS apds 36 horas de fermentacao.

A producdo de bacteriocina € normalmente realizada em meios de crescimento
complexo, como Man Rogosa Sharpe (MRS), M17, caldo de infusdo de cérebro e coracdo
(BHI), caldo de soja tripticase (TSB), extrato de glicose triptona (TGE), pois promovem o
crescimento abundante das bactérias e aumentam o nivel de bacteriocinas. No entanto, o
alto custo para a obtengcdo desses meios pode inviabilizar a producdo em larga escala.
Amiali et al. (1998) e Guerra, Rua e Pastrana (2001) comentam que, a complexidade do
meio, devido a alguns componentescomo, por exemplo, grandes quantidades de proteinas
gue ndo sao totalmente consumidas durante a fermentacdo, pode interferir na posterior
purificacdo da bacteriocina.

Assim, a utilizacdo de residuos de algumas industrias alimenticias como meio de
cultura para a producéo de bacteriocinas pode ser adequado, por agregar valor ao residuo e
também permitir o seu aproveitamento, ao invés de ser descartado no ambiente.

O residuo liquido da industria de fécula de mandioca tem elevado valor nutricional e
pode ser utilizado como substrato em processos biotecnolégicos como, por exemplo, para a
producdo de bacteriocinas. Agua residuéaria da industria de fécula de mandioca é rica em
carboidratos com altas cargas organicas, turbidez, conteddos de sélidos suspensos e
nutrientes como nitrogénio, fosforo, potassio, céalcio, magnésio, enxofre, zinco, manganés,
cobre, ferro e sddio (OLIVEIRA; REIS; NOZAKI, 2001) e microrganismos como as bactérias
do &cido latico (GOMES et al., 2016), esses resultados sé&o corroborados pela caracteristica
da agua residuéria utilizada neste trabalho (Tabela 3). Portanto, pode ser utilizada como
meio de cultura para producdo de bacteriocinas, que requer meio rico em nutrientes para

sua formagéo.
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5.3  Otimizacdo da producdo de bacteriocinas em &gua residuéria da industria de

fécula de mandioca

Na Tabela 10 sdo apresentados os valores reais das varidveis estudadas no
delineamento experimental Plackett Burman (pH, sacarose, extrato de levedura, fosfato de
potassio e sulfato de magnésio) e a resposta da producdo de bacteriocina pelo halo de
inibicéo.

Tabela 10 Matriz do planejamento experimental Plackett Burman com os valores reais em
g/L e suas respostas para a producdo de bacteriocinas em Au/mL

Extrato de Producgéo de
Sacarose levedura KH2PO4 MgSOa4 bacteriocina
Ensaios pH (g/L) (g/L) (g/L) @/L) (Au/mL)
1 6,5 0 10 0 0 237,21
2 6,5 20 0 1,14 0 272,41
3 55 20 10 0 1,14 1013,86
4 6,5 0 10 1,14 0 525,53
5 6,5 20 0 1,14 1,14 507,67
6 6,5 20 10 0 1,14 457,64
7 55 20 10 1,14 0 186,21
8 55 0 10 1,14 1,14 156,64
9 55 0 0 1,14 1,14 118,78
10 6,5 0 0 0 1,14 323,83
11 5,5 20 0 0 0 359,24
12 55 0 0 0 0 347,02
13 6 10 5 0,57 0,57 65,98
14 6 10 5 0,57 0,57 131,76
15 6 10 5 0,57 0,57 65,98

Na Figura 12 é apresentado o gréfico de Pareto, que demonstra os efeitos das

variaveis independentes na produc¢éo de bacteriocinas no delineamento PB.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Bacteriocina
5 Factor Screening Design; MS Pure Error=1442,637
DV: Bacteriocina

Curvatr. !-11,7303 E

(2)Sacarose 8,269131

(4)Fosfato potassio -7,38423

(5)Sulfato de Magnesio 4,946238

(3)Extr Levedura 4,926113

1)pH 1,08334

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 12 Grafico de Pareto com efeito estimado das variaveis estudadas no planejamento
experimental Plackette Burman, para a producéo de bacteriocinas.

A produgcdo de bacteriocinas nos diferentes ensaios variou entre 65,98 Au/mL
(ensaio 15) e 1013,86 Au/mL (ensaio 3). As variacdes entre os tratamentos demosntram que
o delineamento experimental escolhido respondeu aos parametros estudados.

Observa-se que a variavel pH foi a Gnica que ndo apresentou efeito significativo
sobre a producdo de bacteriocinas. As quatro demais variaveis apresentaram efeito
significativo, ao nivel de 95% de confianca, o que significa que, quando a concentracédo
dessas variaveis aumenta do nivel -1 para +1, ocorre aumento na produgéo de bacteriocinas
no processo de fermentacdo. Isso pode ter ocorrido porque a estirpe produtora de
bacteriocinas, sendo uma bactéria do acido latico, é considerada bactéria fastigiosa que
exige requerimentos nutricionais elevados, ou seja, demanda abundéancia de nutrientes para
seu crescimento e metabolismo celular (LIU et al., 2004). Como a curvatura teve efeito
significativo, para otimizar a producdo de bacteriocinas, deve-se aumentar moderadamente
a concentracdo das varidveis estudadas. Apesar do fosfato de potassio ter seu efeito
significativo, o grafico de Pareto (Figura 12) indica que uma leve reducdo da sua
concentracdo pode melhorar o desempenho na producéo de bacteriocinas.

Neste experimento o pH ndo apresentou efeito significativo, provavelmente, porque
0s niveis testados -1 (5,5), +1 (6,5), encontram-se muito préoximos do ideal. Estudos
demostram que valores de pH indicados para a producdo de bacteriocinas encontram-se
entre 5,5 e 6 (OZEL et al.,, 2018; KIM; HALL; DUNN et al., 1997, AMIALI et al., 1998,
GUERRA; RUA; PASTRANA, 2001).
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O fosfato de potassio foi uma varidvel escolhida para ser utilizada na producédo de
bacteriocinas por apresentar propriedade tamponante relativamente elevada e assim
retardar a queda do pH causada pela producédo de &cido latico, que limita o crescimento da
bactéria e, consequentemente, a producdo de bacteriocinas (ZOUH et al., 2008). Como a
agua residuaria utilizada como meio de cultura j& possui concentracdo de potassio de
685,62 mg/L (Tabela 3) e como foram obtidas produc¢des de bacteriocinas em ensaios sem a
suplementacéo de fosfato de potéssio, optou-se por ndo enriquecer o meio com este sal.

Observa-se que no delineamento PB a maior producdo de bacteriocinas
(1013 Au/mL) ocorreu no ensaio 3 (Tabela 8) em que a agua residuéria da fecularia de
mandioca foi enriquecida com o maior nivel de sacarose (20 g/L), maior nivel de extrato de
levedura (10 g/L), menor nivel de fosfato de potassio (correspondente ao valor presente no
residuo in natura), maior nivel de sulfato de magnésio (1,14 g/L) e o menor nivel de pH de
(5,5).

Portanto, para realizar o delineamento experimental composto central rotacional
(DCCR) foram selecionados os fatores sacarose, extrato de levedura e sulfato de magnésio.
Na Tabela 11 sdo apresentadas as referéncias relativas a matriz do planejamento composto
central rotacional (DCCR) com valores reais em g/L, a producdo de bacteriocinas, a
producao de acido latico, a producdo de acido acético, a eficiéncia de remogédo da demanda
quimica de oxigénio, a eficiéncia de remocdo de acgucar e ao pH final, para cada
fermentagéo realizada no tempo de 36 horas.
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Tabela 11 Matriz do planejamento experimental DCCR com os valores reais e codificados das variaveis independentes e os valores obtidos para
bacteriocinas, eficiéncia de remocéo de DQO, eficiéncia de remocdo de acUcares totais, acido latico, acido acético, massa seca e pH,
apos 36 horas de fermentagéo

Variaveis Independentes Varidveis Respostas
Extrato de Sulfato de | Producdo de  Eficiéncia  Eficiénciade Producdo  Producdo de Massa

Levedura Magnésio | bacteriocina deremocdo remocdo de de Ac. Ac. Acético seca pH

Ensaios Sacarose g/L (g/L) (g/L) (AU/mL) de DQO (%) aclcar (%) Latico (g/L) (g/L) (g/L) final
1 6,07 (-1) 7,02 (-1) 0,30 (-1) 507,67 27,26 73,59 6,74 4,22 0,88 4,15
2 23,93 (+1) 7,02 (-1) 0,30 (-1) 544,03 5,19 40,35 8,18 5,00 0,96 3,91
3 6,07 (-1) 12,98 (+1) 0,30 (-1) 359,24 9,30 81,92 7,14 4,87 0,93 4,17
4 23,93 (+1) 12,98 (+1) 0,30 (-1) 323,83 1,44 63,18 8,55 5,39 0,96 4,05
5 6,07 (-1) 7,02 (-1) 1,50 (+1) 563,17 21,96 85,30 6,49 4,02 0,72 4,13
6 23,93 (+1) 7,02 (-1) 1,50 (+1) 96,52 3,65 25,73 6,86 4,01 0,80 4,06
7 6,07 (-1) 12,98 (+1) 1,50 (+1) 795,87 2,26 80,94 7,41 4,92 0,88 4,22
8 23,93 (+1) 12,98 (+1) 1,50 (+1) 1247,67 47,73 47,13 8,48 5,15 0,78 4,20
9 0 (-a) 10 (0) 0,75 (0) 525,53 13,48 62,27 3,86 2,77 0,53 4,78
19 30 (+a) 10 (0) 0,75 (0) 507,63 13,91 40,98 5,90 3,49 0,86 4,10
11 15 (0) 5 (-a) 0,75 (0) 302,19 2,90 65,78 5,12 2,75 0,84 4,08
12 15 (0) 15 (+a) 0,75 (0) 442,08 6,51 80,66 8,18 5,09 0,98 4,10
13 15 (0) 10 (0) 0 (-a) 544,03 7,95 66,10 7,57 4,65 0,92 4,12
14 15 (0) 10 (0) 1,50 (+a) 693,04 2,40 65,51 8,32 5,15 4,65 4,16
15 15 (0) 10 (0) 0,75 (0) 603,50 7,39 70,07 8,96 5,55 1,05 4,08
16 15 (0) 10 (0) 0,75 (0) 768,81 1,82 73,31 11,61 7,27 1,09 3,96
17 15(0) 10 (0) 0,75 (0) 563,17 4,41 8,34 10,56 6,53 1,01 3,92
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Na Figura 13 é apresentado o grafico de Pareto que demonstra os efeitos das

variaveis independentes na producao de bacteriocinas no DCCR.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Bacteriocina (Au/mL)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=11873,62
DV: Bacteriocina (Au/mL)

2Lby3L !5,6861
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1Lby2L 4,747193

Extrato de levedura (g/L)(Q) -2,65572

Sacarose (g/L)(Q) -,980704

U
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Figura 13 Gréfico de Pareto com efeito estimado das variaveis estudadas no delineamento
central composto rotacional, para a produgéo de bacteriocina.

A producdo de bacteriocina variou, nos diferentes tratamentos, entre 96,52 e
1247,67 Au/mL. O tratamento 8, que teve a maior producao de bacteriocina, estava presente
o0 maior nivel (+1) para todas as variaveis testadas (sacarose, extrato de levedura e sulfato
de magnésio). A menor producdo de bacteriocina foi obtida no tratamento 6 (96,52 Au/mL)
em que o menor nivel (-1) era para a variavel extrato de levedura e o maior (+1) para as
variaveis sacarose e sulfato de magnésio.

O gréfico de Pareto (Figura 13) mostra que a sacarose nao apresentou efeito
significativo na producdo de bacteriocina, indicando que n&o seria necesséria a
suplementacdo da &gua residuaria de fecularia com o agucar. Cabe lembrar que o
fornecimento adequado de carbono no meio de cultura é importante, tendo em vista que a
bacteriocina é um produto do metabolismo primario, sendo sua producéo influenciada pelo
tipo e pela concentracdo da fonte de carbono (PAPAGIANNI; AVRAMIDIS; FILIOUSIS,
2007).

Os resultados obtidos nos ensaios desta pequisa expdem (Tabela 11 e Figura 13) a
necessidade de se suplementar a agua residudria da industria de fécula de mandioca com o
extrato de levedura e o sulfato de magnésio, que sao fontes de nitrogénio e de magnésio,
respectivamente, necessarios no meio de cultura para o desenvolvimento da estirpe

bacteriana e consequente producdo de bacteriocinas. O enriquecimento de residuos da
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agroindustria para a producdo de bacteriocinas também foi relatado em outros trabalhos,

como o realizado por Daba et al. (1991) que suplementaram o soro de leite com extrato de
levedura (20 g/L) e Tween 80, e observaram um aumento da producdo da bacteriocina
Mesenterocina 5, produzida pela estirpe Leuconostoc mesenteroides durante a fermentacao.

A sacarose adicionada ao meio de cultura foi consumida e convertida em &cido
latico, acido acético e outros metabdlitos como a bacteriocina (Tabela 11), confirmando a via
de fermentacdo heterofermentativa do Leuconostoc mesenteroides. Drosino et al. (2006)
estudaram a producdo de bacteriocinas, a partir de uma cepa de Leuconostoc
mesenteroides E 131 isolada de salsicha e, também, obtiveram consumo de glicose e
presenca de &cido latico, &cido acético e outros metabdlitos, comprovando a natureza
heterofermentativa da cepa isolada.

Nos pontos centrais do delineamento os ensaios 15, 16 e 17 obtiveram producéo de
bacteriocinas de 603,50; 768,81; 563,17 Au/mL respectivamente. As maiores concentragdes
de biomassa (massa seca) foram registradas para os ensaios 15 de 1,05 g/L, para o ensaio
16 foi de 1,09 g/L e para o ensaio 17 foi de 1,01 g/L (Tabela 11). As maiores concentragdes
de massa seca hao corresponderam com as melhores producdes de bacteriocinas.

Esses ensaios também apresentaram as maiores concentragcbes de &cidos
organicos, 8,96; 11,61; 10,56 g/L respectivamente para acido latico, ja para o acido acético
as concentragfes encontradas foram para a primeira repeticdo do ponto central (ensaio 15)
de 5,55 g/L; para o ensaio do ponto central 16 foi de 7,27 g/L; e para a ultima repeticdo do
ponto (ensaio 17) foi de 6,53 g/L, e consequentemente 0os menores valores de pH final
médio de 3,9.

A relacdo entre a produgcdo de bacteriocinas e o crescimento celular foi bem
estudada e, geralmente, a produ¢cdo maxima de bacteriocinas corresponde a concentragdo
méaxima de massa celular (MATSUAKI et al., 1996), porém, a producdo dos acidos
interferem na producéo de bacteriocinas. Este resultado também foi constatado por Simsek
et al. (2009), que avaliaram a produc¢éo de nisina em diferentes cepas de bioengenharia, em
que o pH baixo do meio de cultura, em média 4,25, indicou que a reducado da producado da
bacteriocina foi, provavelmente, devida & inibicdo do produto final pelo acido latico.

O que, possivelmente, ocorreu neste estudo, em que as maiores concentracfes de
biomassa nao obtiveram os maiores titulos de bacteriocinas, foi devido a queda do pH do
meio de fermentacdo pela formacdo dos acidos organicos, ndo ocorrendo a melhor

producao de bacteriocinas.
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5.4  Andlise da superficie de resposta do DCCR

O modelo que descreve o comportamento de producéo de bacteriocinas com base
nos fatores: extrato de levedura e sulfato de magnésio, que apresentaram efeitos

significativos no intervalo de confianca de 90% ¢é descrito ha Equacéo 6.
PB =552,23+91,62y + 89,32 z + 219,06 y.z. (6)

em que:

PB= producéao de bacteriocina (Au/mL);

Y:=extrato de levedura (g/L);

Z:=sulfato de magnésio (g/L).

O modelo de regressdo para os dados da producdo de bacteriocina apresentou
R2=0,74, o que representa que 74% da variacao da eficiéncia da producéo de bacteriocina
€ explicada pelo modelo apresentado.

As interacdes lineares e quadraticas ndo foram significativas. Os dados relativos aos

resultados da andlise de variancia do modelo (eq. 2) sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 Andlise da variancia (ANOVA) para a variavel resposta producdo de
bacteriocinas

Fonte de Soma Graus de Quadrado

variacéo Quadrética Liberdade meédio Fcal Ftab
Regresséo 607319,55 3 202439,85 6,89 2,56
Residuo 381836,45 13 29372,03
Falta de ajuste 358089,20 11 32553,56 2,74 9,40
Erro puro 23747,25 2 11873,62
Total 989156,00 16

A analise da variancia (ANOVA), para a resposta producdo de bacteriocina, indicou
gue o modelo obtido pode ser considerado predito, pois, para um nivel de confianca de 90%,
o teste F indicou um F calculado superior ao F tabelado. A falta de ajuste ndo foi significativa
no mesmo nivel de confianca, ou seja, F calculado foi menor que o F tabelado.

A partir dos resultados do delineamento composto central rotacional, foram geradas
as superficies de resposta a fim de verificar as regides experimentais que geram 0s
melhores resultados. Na Figura 14 é apresentada a superficie de resposta para a producdo

de bacteriocinas em funcéo dos parametros extrato de levedura e sulfato de magnésio.



46

B - 1400
B < 1300
B < 1100
] < 900
[ ]=700
[ ] <500
BN < 300
B < 100

wnﬂ'\ A ER TR

Figura 14 Superficie de resposta para producdo de bacteriocinas em funcao das variaveis
sulfato de magnésio e extrato de levedura.

O gréfico da superficie de resposta (Figura 14) indica que a producdo de
bacteriocinas pela cepa de Leuconostoc mesenteroides aumenta com o0 aumento da
dosagem de sulfato de magnésio e extrato de levedura.

Simske et al. (2009) também estudaram a influéncia da fonte de nitrogénio na
producdo da bacteriocina nisina em cepas de Lactococcus lactis de bioengenharia, e
observaram que houve aumento da producao de nisina utilizando como fonte de nitrogénio o
extrato de levedura, corroborado pelos resultados obtidos neste estudo. Esta fonte de
nitrogénio € considerada de vital importancia, devido a estimulacdo do crescimento celular.

Em outro estudo realizado por Meghorous et al. (1992), em que testaram a produgéo
de nisina pela cepa Lactococcus lactis subespécie lactis, foram verificados varios sais que
poderiam produzir efeito significativo na producéo da bacteriocina nisina e foi observado que
apenas o sulfato de magnésio teve efeito na producao de nisina, ou seja, houve aumento na
producdo da bacteriocina, com o aumento da concentracdo de sulfato de magnésio. Este
resultado também €& confirmado no presente estudo que otimizou a producdo de

bacteriocinas produzida pela bactéria Leuconostoc mesenteroides, em que aumentando a

concentracdo do ion sulfato de magnésio também aumentou o nivel de produgédo de
bacteriocinas.
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5.5 Otimizagéo da producdo de bacteriocinas

5.5.1 Obtencao do ponto étimo para o processo de producgao de bacteriocina

A partir dos dados obtidos na etapa anterior deste estudo, foi possivel a obtencédo do
ponto 6timo para o processo de producdo de bacteriocinas utilizando como substrato a 4gua
residuaria da industria de mandioca.

Na Figura 18 sao ilustradas as curvas de cada uma das variaveis em analises, em
funcdo de cada uma das respostas e a sobreposicdo desses dados, de maneira que se
otimizasse o processo estudado.

Profiles for Predicted Values and Desirability
Sacarose (gil) Extrato de levedura (giL) Sulfato de Magnasio (g/L] Diesirability
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Figura 15 Ponto 6timo para producdo de bacteriocinas, determinado pelo método de
desejabilidade

Na Figura 15 verifica-se que o ponto 6timo para producdo de bacteriocinas é a
concentracdo de sacarose 18,7 g/L, extrato de levedura 14,6 g/L e sulfato de magnésio
1,30 g/L, para obtencdo de 1204,2 Au/mL de bacteriocina. Em geral, as concentracbes
Otimas de acUcares para a producdo da bacteriocina nisina relatada estavam entre 3 e 4%
(PONGTHARANGKUL; DEMIRCI, 2006), o que é corroborado pelo obtido neste estudo, em
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que a melhor producdo de bacteriocinas produzidas pela cepa Leuconostoc mesenteroides

ocorreu utilizando 2,8% de sacarose no meio de cultura.

5.5.2 Obtencao da cinética de producao de bacteriocinas utilizando agua residuéria
autoclavada e enriquecida

Para fins de validac&o do processo de producdo de bacteriocinas, utilizando a cepa
Leuconostoc mesenteroides e a agua residuaria da industria de fécula de mandioca como
substrato para o crescimento do microrganismo, foi realizado um experimento de cinética de
producdo de bacteriocinas, durante 35 h de fermentacdo, com amostras retiradas a cada
5h.

Na Tabela 13 encontram-se os valores da producdo de bacteriocinas, produgédo de
acido latico, producdo de acido acético, eficiéncia de remocdo da demanda quimica de
oxigénio, eficiéncia de remocao de aclcar e massa seca, para as fermentacdes realizadas
para se estabelecer a cinética da producdo de bacteriocinas, utilizando o ponto 6timo do
delineamento experimental DCCR para enriquecer agua residuaria da industria de fécula de

mandioca.

Tabela 13 Andlises da producdo de bacteriocinas, producdo de acido latico, producdo de
acido aceético, eficiéncia de remoc¢édo de DQO, eficiéncia de remocao de acucar,
massa seca, retirada a cada 5 horas durante a fermentacdo em frascos de
agitacdo, para obtencéo da cinética de producéo de bacteriocina

Producao Ef. de Ef. de

Tempo de Producéo de Producao de &cido remocao remocdo Massa
fermentacao bacteriocina de acido Acético de DQO  deaglcar seca

em horas (Au/mL) Latico (g/L) (g/L) (%) (%) (g/L)
5 0 6,88 2,16 4,84 13,47 1,24
10 795,87 8,43 2,74 7,26 41,25 0,86
15 1205,26 7,68 2,66 7,00 57,02 0,67
20 186,21 8,64 2,82 5,86 59,84 0,82
25 624,74 9,80 3,27 9,68 36,45 0,90
30 1049,54 8,97 3,17 5,73 38,01 0,77
35 442,08 9,40 3,33 7,77 78,64 0,81

Na Figura 16 é apresentada a cinética de producdo de bacteriocinas (Au/mL), com

amostras retiradas a cada 5 horas, durante o processo de fermentagéao.
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Figura 16 Cinética de producgédo de bacteriocina em fungéo do tempo.

O maior titulo de bacteriocina foi de 1205,58 Au/mL, no tempo de 15 horas de
fermentagéo (Figura 16). Mathieu et al. (1993) estudaram a biossintese da bacteriocina
Mesenterocina 52 e sua secrecdo durante o processo de fermentacdo e observaram a
méxima producdo de 1300 Au/mL, no tempo de 15 horas de fermentacdo, o que €
corroborado pelo resultado obtido neste estudo, que utiliza a mesma espécie de bactéria
produtora de bacteriocina, o Leuconostoc mesenteroides.

Resultado que corrobora o encontrado por outros pesquisadores que também
estudaram a producgéo de diferentes bacteriocinas, como Cheigh et al. (2002) que obtiveram
maxima producdo da bacteriocina nisina em 15 horas de fermentacdo e término da
producdo em 30 horas.

Ozel et al. (2018) encontraram maxima producdo de nisina em condi¢Bes 6timas
entre 8 e 10 horas de fermentacdo e explicam que a producao de nisina diminui apés este
ponto, muito provavelmente, devido a degradacédo proteolitica ou a adsorcao de nisina nas
células produtoras, esse fendbmeno de degradacdo e adsorcdo pode ter ocorrido na
fermentacdo com Leuconostoc mesenteroides, o que pode explicar o tempo de melhor
producdo de bacteriocinas em 15 horas, caindo os titulos de bacteriocinas com o passar do
tempo de fermentagdo como observado na Figura 16.

Em outro estudo, para se obter a otimizacdo da producéo de nisina a partir do soro
de leite obtiveram a concentragdo maxima com 12 horas de fermentacdo com titulo de 92,13
mg/L de nisina (LIU et al., 2003).
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Neste experimento h4 uma melhora na producdo da bacteriocina em 36,67% em

15 horas de fermentacdo utilizando, a agua residuéaria da industria de fécula de mandioca
otimizada, em compara¢do com meio sintético MRS (Tabela 9).
Na Figura 17, visualiza-se- a producdo de bacteriocina em agua residuéaria otimizada

e a eficiéncia de remocao de DQO e acglcar em funcdo do tempo de fermentacéo.
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Figura 17 Producédo de bacteriocinas e eficiéncia de remogéo de acucar e de DQO em
fung&o do tempo de fermentacao.

Verifica-se que a eficiéncia de remocédo de DQO é independente da producao de
bacteriocinas, pois a eficiéncia de remocado de DQO mesmo que seja baixa uma média de
6,87%, mantém-se sempre constante durante o tempo de fermentacdo, porém a producéo
de bacteriocina tem um pico em 15 horas, em seguida ocorrem oscilagdes na producédo de
bacteriocinas (Figura 17).

A eficiéncia de remocao de agucar vai aumentando durante o tempo de fermentacéo
ocorrendo um decréscimo de eficiéncia em 25 horas de fermentagdo, aumentando
novamente a eficiéncia de remocgéo de agucar até o fim do processo de fermentacdo que
ocorre em 35 horas. A agua residuaria da industria de fécula de mandioca suplementada
com 27 g/L de sacarose, torna a fonte de carbono muito mais abundante do que o caldo
MRS que contém 14 g/L de glicose, provavelmente devido a esse fator de maior
disponibilidade de fonte de carbono obtém-se uma maior producéo de bacteriocina na agua
residudria suplementada do que no caldo MRS, como se observa no grafico da Figura 17, a
maior producgdo de bacteriocina ocorre quando vai aumentando a eficiéncia de remogao de

acucar.
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No gréafico da Figura 18, apresenta-se a producdo de bacteriocinas e a formacéo de

acido latico e acido acético durante a cinética de producdo de bacteriocina, realizada na
validacao do delineamento experimental DCCR.
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Figura 18 Producéo de bacteriocina e formagéo de acido latico e acido acético em funcao
do tempo de fermentacao.

A producédo do &cido latico e &cido acético também se mantém sempre constante,
durante o processo de fermentacdo, e ocorre independente da producédo de bacteriocinas
gue apresenta oscilacdes durante o processo de fermentagdo. Essas oscilacdes na
formacéo de bacteriocinas podem ocorrer, devido a degradacéo e adsor¢cao da bacteriocina
nas células, conforme explicado por Ozel et al. (2018).

Existem poucos estudos que relatam essa abordagem interessante da producdo de
bacteriocinas de varias linhagens utilizando matérias primas, residuos ou subprodutos como
substrato de baixo custo para o desenvolvimento de microrganismo e producdo de seus
metabdlitos. Um estudo realizado para a producao de bacteriocina utilizando como estirpe
produtora Leuconostoc mesenteroides E131, testou diferentes fontes de carbono de baixo
custo como glicose, sacarose, frutose e residuo de melaco, houve a producao de
bacteriocina em todas as fontes testadas, no melaco a producdo de bacteriocina foi de
320 AU/mL, além disso, houve a descoloracao do residuo (METSOVITI et al., 2011).

Outro estudo utilizou residuos do processamento de mexilhées para o crescimento e
producdo de bacteriocinas por Lactococcus lactis subsp. lactis e Pediococcus acidilactis, a
producdo de bactericina foi modelada e ajustada segundo o pH (GUERRA; CASTRO, 2002).
Ledes et al. (2011) testaram varios subprodutos para a producédo de bacteriocina como soro
de queijo em pd que é um residuo da produgéo de mussarela, farinha de peixe, residuos de

uva, proteina de soja, residuo de soja fibrosa e farelo de soja, a bacteriocina utilizada para
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testar esses diferentes subprodutos foi a Bacillus sp. 11. O subproduto que obteve melhor

rendimento para a producéo de bacteriocina foi o farelo de soja.

E importante estudar essas fontes alternativas de meio de cultivo, pois além de
possibilitarem minimizar o custo de producdo de bacteriocinas, auxiliam na reducdo de
poluentes do meio ambiente e também se tornam formas de reaproveitamento da matéria

prima.

5.6 Determinacdo da producdo de bacteriocinas em reator em bateladas

sequenciais

5.6.1 Producao de bacteriocinas em reator em bateladas sequenciais utilizando agua

residuaria autoclavada

A producéo de bacteriocinas realizada em escala maior em um reator em bateladas
sequenciais, ocorreu durante 8 dias, em que foram conduzidos 13 ciclos de 15 horas. Na
Tabela 16 encontram-se 0s dados referentes aos valores da producéo de bacteriocinas,
acido latico, &cido acético, eficiéncia de remocdo da DQO, eficiéncia de remocdo de
acucares totais e pH final, para cada ciclo de fermentagéo realizado no reator em bateladas
sequenciais, utilizando como substrato a agua residuaria de fecularia autoclavada e
enriguecida com sacarose (27,80 g/L), extrato de levedura (13,60 g/L) e sulfato de magnésio

(1,40 g/L), que representam a condi¢do 6tima do meio definida no DCCR.

Tabela 14 Resultados obtidos nos ensaios de fermentacdo em reator em bateladas
sequenciais com agua residuaria autoclavada e otimizada de acordo com o0 DCCR

Ac. Ac. Remocdo Remocédo de Massa

N.° T. O. Bact latico acético de DQO acucares seca pH
ciclos (h) (AU/ mL) (g/L) (g/L) (%) totais (g/L) final
1 15 1535,39 9,62 3,52 1,25 6,10 0,57 4,10
2 30 2579,41 10,39 4,17 19,70 6,09 0,49 4,08
3 45 141,20 20,77 4,28 23,88 44,32 0,81 3,93
4 60 27,79 8,41 0,79 19,94 22,86 0,80 4,01
5 75 61,57 13,60 3,15 4,70 3,02 0,70 4,12
6 90 16,54 13,95 1,72 4,80 80,10 0,73 4,01
7 105 131,76 16,07 3,68 10,09 82,78 0,61 4,04
8 120 55,50 13,01 1,76 12,21 15,15 0,45 4,11
9 135 192,76 14,97 3,64 15,26 22,49 0,40 4,30
10 150 141,20 14,42 3,77 2,62 69,76 0,56 4,21
11 165 384,96 17,69 3,67 6,29 27,38 0,44 4,27
12 180 221,36 16,94 3,63 9,68 64,76 0,55 3,95
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13 195 167,86 15,41 3,51 3,32 50,82 0,67 3,98

Nota: T.O.: tempo de operacéo; Bact.: bacteriocina.

Os tempos de operacdo em que houve maior producdo de bacteriocinas foram os
tempos 15 e 30 horas, com 1535,39 Au/mL e 2579,41 AU/mL, respectivamente. Os tempos
de operacdo com as menores producbes de bacteriocinas foram os tempos de 60 e
90 horas, com 27,79 AU/mL e 16,54 AU/mL. A maior concentracdo de &cido latico e &cido
acético ocorreu com 45 horas de operacdo, atingindo a concentracdo de 20,77g/L e
4,17 g/L, respectivamente, demonstrando que 0S microrganismos presentes no meio
utilizavam a rota heterofermentativa. Neste mesmo tempo de operacéo (45 horas), o pH final
foi de 3,93 e a concentracdo de biomassa de 0,81 g/L, a maior dentre todos os tempos de
operacao.

A remocao média de DQO foi de 8,89 %, sendo o maior valor (23,88 %) registrado
com 45 horas de operagdo. O maior valor de eficiéncia de remogdo de aguUcares totais
ocorreu com 105 horas de operacéo (82,78%). Os valores de eficiéncia de remocéo de DQO
e de acUcares totais dos ensaios realizados no reator em bateladas sequenciais e dos
frascos no DCCR foram semelhantes (Tabelas 11 e 16).

Na Figura 19, visualiza-se o grafico da producdo de bacteriocinas no reator em

bateladas sequenciais.
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Figura 19 Producdo de bacteriocinas pela linhagem Leuconostoc mesenteroides em agua
residudria da industria de fécula de mandioca autoclavada em reator AnSBR.
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O pico de producéo de bacteriocinas ocorreu com 30 horas de operacdo, a partir dai

houve queda acentuada nos titulos de bacteriocina (141,5 Au/mL com 45 horas de
fermentacdo), mantendo-se com média de 153 Au/mL até o fim do processo de operacéo.

A fermentacdo em reator em bateladas sequenciais apresentou producdo de
bacteriocinas 56,76% (2579,41 Au/mL) (Tabela 16), maior do que o valor obtido na
fermentacdo realizada em frascos no DCCR (1205,23 Au/mL) (Tabela 11). Esse aumento no
desempenho da producéo de bacteriocinas no reator em bateladas sequenciais também foi
observado por Drosinos et al. (2005), quando realizou ensaios com 0O microrganismo
Leuconostoc mesenteroides E131 em frascos menores e no reator em bateladas
sequenciais com volumes maiores.

Naghmouchi et al. (2008) sugeriram que a melhora na produgdo dos titulos de
bacteriocinas também pode ter ocorrido devido a fermentacao ter sido pelo processo de
batelada sequencial, pois métodos convencionais de fermentagcdo usando células livres e
processos descontinuos, como foi realizado nos frascos com agitacdo para o DCCR
apresentam desvantagens, ja que os niveis de produc¢do de bacteriocinas sdo normalmente
mais baixos. Porém, outros fatores podem influenciar nos niveis de producdo de
bacteriocina, como esta é produzida na fase exponencial de crescimento e pode ser afetada
por varios paramentos de fermentacdo, como composi¢cdo do meio de fermentacdo, ph,
temperatura de crescimento e taxa de aeracao.

Na Figura 20, visualiza-se o gréafico da producéo de bacteriocinas e a formacao de
biomassa (massa seca) durante o processo de fermentagdo, utilizando agua residuaria

autoclavada e na composicao definida como 6tima no delineamento experimental DCCR.

3000,00 0,9
0,8
2500,00
. 0,7
)
€ 2000,00 0,6 =
i <
2 0,5 o
< , =
—1500,00 ©
e 0,4 @
.©1000,00 03 2
(O] ©
2 0,2
® 500,00 =
o0 0,1
0,00 0,0

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210

Tempo de operacao (h)
—@— Producdo de bacteriocina (Au/mL) - =& -- Massa seca (g/L)

Figura 20 Producdo de bacteriocinas e formacdo de massa seca pela linhagem
Leuconostoc mesenteroides em reator AnSBR utilizando como substrato agua
residuaria da industria de fécula de mandioca autoclavada.
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Com 30 horas de operacdo houve uma alta producdo de bacteriocina

(2579,41 Au/mL) e baixa formacdo de biomassa (0,49 g/L). Esse comportamento também foi
observado em um estudo sobre a producdo da bacteriocina Thermophilim T por
Streptococcus thermophilus em um fermentador em batelada alimentada (AKTYPIS et al.,
2007). Com o aumento da temperatura de fermentacdo ocorreu a producdo maxima de
bacteriocina em um menor tempo e a menor formacao de biomassa.

Esse comportamento pode ocorrer porque o aumento da massa celular ndo garante,
necessariamente, a sintese satisfatéria da bacteriocina, uma vez que condi¢cdes ambientais
como temperatura, pH, meio de cultura que conduzem a elevados rendimentos de
biomassa, podem ter um efeito negativo nas vias envolvidas na sintese de bacteriocina
(AKTYPIS et al., 2007), o que provavelmente pode ter ocorrido neste estudo. Outros fatores
também podem ter influenciado a elevada producdo de bacteriocina e a baixa formacgéo de
biomassa como, por exemplo, o volume da fermentagcao maior no reator e também a forma
de agitacdo que pode ter sido mais eficiente no reator AnNSBR, pois, no reator, a agitacao
ocorre por pas e nos delineamentos experimentais que utilizam frascos a agitacdo ocorreu
em shaker.

Na Figura 21 s&o apresentados os resultados de producdo de bacteriocinas em agua
residudria autoclavada otimizada e da eficiéncia de remocdo de DQO e eficiéncia de

consumo de acgUcares totais em fungéo do tempo de operacéo.
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Figura 21 Producéo de bacteriocinas e eficiéncia de remoc¢édo de DQO e de agUcares totais
pela linhagem Leuconostoc mesenteroides em reator AnSBR utilizando como
substrato 4gua residuéria da industria de fécula de mandioca autoclavada.

A eficiéncia de remocdo da DQO apresentou oscilacbes durante o tempo de

operacdo no reator em bateladas sequenciais, porém essa remocao de DQO ocorreu
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independente dos picos de producao de bacteriocinas. A eficiéncia de remocado de acucares

totais durante os ciclos de fermentacdo apresentou oscilacbes que ndo se apresentaram
associadas a producdo de bacteriocinas. O aumento no consumo do aclUcar pode ser
decorrente da contaminacgdo dentro do fermentador e, consequentemente, o crescimento de
microrganismos que consumiam também a fonte de carbono disponivel no meio de cultura.
Ou, também, pode ser decorrente do proprio microrganismo isolado da agua residudria do
processamento da mandioca, que foi inoculado no reator e que, com o aumento da idade do
lodo, deu preferéncia a outros metabdlitos que ndo as bacteriocinas.

No gréfico da Figura 22, pode-se observar a producao de bacteriocinas e a producao
de acido latico e &cido acético, no reator em bateladas sequenciais em funcao do tempo de
operacéo.
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Figura 22 Curva de producéo de bacteriocinas e formacao de &cido latico e acido acético
pela linhagem Leuconostoc mesenteroides em reator AnSBR utilizando como
substrato agua residuéaria da industria de fécula de mandioca autoclavada.

O pico da producdo de bactericonas ocorreu antes do pico da producdo de &cido
latico, o que pode ter ocorrido devido as cepas presentes no meio de cultura serem mais
novas e produzirem o peptideo primeiro, conforme vao ocorrendo os ciclos de fermentacéo
sobre a mesma biomassa, a idade do lodo foi aumentando e entdo a biomassa foi perdendo
ou diminuindo em muito a producao de bacteriocinas.

Este comportamento também pode ser observado na Figura 18, em que mostra a
producdo de bacteriocinas e do acido latico durante a batelada realizada no delineamento
experimental DCCR. Nessa condicdo, o maior titulo de bacteriocina também aparece no
inicio 15 h e depois diminui, no entanto o &cido latico vai crescendo e se mantendo durante

toda a fermentacao.
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Liu et al. (2004) buscaram a otimizacdo da producdo simultdnea da bacteriocina

nisina e 4cido latico utilizando como substrato soro de leite enriquecido e observaram que a
producdo simultdnea dos dois compostos é possivel, no entanto os valores produzidos do
acido organico eram baixos, ndo compensando a separacdo das substancias, devido ao

custo envolvido.

5.6.2 Producdo de bacteriocinas em reator em bateladas sequenciais (AnSBR)

utilizando agua residuéria otimizada segundo o DCCR ndo autoclavada

A producéo de bacteriocinas realizada em escala maior em um reator em bateladas
sequenciais, utilizando agua residuéria da industria de fécula de mandioca nao autoclavada
e enriquecida segundo a otimizacdo do delineamento experimental DCCR (item 5.5),
ocorreu durante 6 ciclos de fermentagcdo com 15 horas de duracdo cada ciclo, resultando em
4 dias de operagdo. Na Tabela 15, encontram-se os dados referentes aos valores da
producdo de bacteriocinas detectada pelos halos de inibicdo, produgcédo de acido latico,
producdo de &cido acético, eficiéncia de remocdo da DQO, eficiéncia de remocédo de

acucares totais e pH final, obtidos durante a operagéo do reator AnSBR.

Tabela 15 Producédo de bacteriocinas, producdo de acido latico e acido acético, eficiéncias
de remocao de DQO e de acucares, pH final para cada ciclo de fermentacéo no
reator AnSBR com agua residuaria ndo autoclavada

Ef. Ef.

Ne T.0 Prod. Prod. de Prod. de Remocao Remocao Massa

ciclo . de Bact. ac. Lético ac. Acético de DQO de acucar seca pH
s (h)  (AU/mL) (g/L) (g/L) (%) (%) (g/L) final
1 15 823,87 10,37 3,06 4,10 63,70 0,85 4,04
2 30 SHI 7,07 2,17 2,31 63,31 0,67 4,01
3 45 SHI 10,64 2,36 1,65 39,54 0,81 3,95
4 60 SHI 12,31 2,52 6,80 90,50 2,07 3,92
5 75 SHI 5,77 0,95 9,15 96,67 2,92 4,09
6 90 SHI 10,67 2,45 5,85 97,57 3,21 4,22

T O: tempo de operacdo; SHI: sem halo de inibig&o.

A producdo de bacteriocinas ocorreu somente no primeiro ciclo (15 horas de
fermentacdo), nos demais ciclos a formacao de halo inibitério de crescimento de L. sakei
ndo foi constatada, pois a expressdo de bacteriocinas, se presente, ndo foi suficiente para
inibir o crescimento da cepa indicadora.

A maior producado de acido latico 12,31 g/L ocorreu com 60 horas de operacao e a
maior producao de acido acético ocorreu com 15 horas de operacao 3,06 g/L. Foi verificado
o menor pH final 3,92, justamente no mesmo ciclo em que se verificou a maior producéo de

acido latico.
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Nestes ensaios realizados utilizando como meio de cultura a agua residuéaria da

indastria de fécula de mandioca ndo autoclavada foram observadas as maiores eficiéncias
de remocao de acUcares totais. A eficiéncia de remoc¢do da DQO manteve-se praticamente
constante, com média de 4,97% durante os ciclos de fermentacao testados.

Na Figura 23 esta representada a producéo de bacteriocinas em funcao do tempo de
operacdo. H4 um pico de producdo no primeiro ciclo com 15 horas de fermentacdo de

823 Au/mL, paralisando a producéo de bacteriocinas nos demais ciclos de fermentacéo.
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Figura 23 Producéo de bacteriocinas pela linhagem Leuconostoc mesenteroides em reator
AnSBR utilizando como substrato agua residuaria da industria de fécula de
mandioca ndo autoclavada.

Na Figura 24 visualiza-se o grafico da produgdo de bacteriocinas e a formacéao de
biomassa (massa seca g/L) para cada ciclo de fermentacdo de 15 horas.
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Figura 24 Curva de producdo de bacteriocinas e formacdo de massa seca pela linhagem
Leuconostoc mesenteroides em reator AnSBR utilizando como substrato agua
residuaria da industria de fécula de mandioca nédo autoclavada.

A producéo de bacteriocinas diminuiu e houve aumento na formagéao da biomassa.
Esse aumento da biomassa pode ter ocorrido devido a competicdo dos microrganismos
autéctones da agua residuaria com o Leuconostoc mesenteroides inoculado no reator,
impedindo o seu desenvolvimento e, consequentemente, a formacdo do produto do
metabolismo primario: as bacteriocinas.

Penido et al. (2018) realizaram um estudo em que foram selecionadas culturas
iniciais presentes no amido de mandioca em um processo de fermentacdo piloto, isolando
diferentes espécies de bactérias laticas. Entre as espécies predominantes estavam
Lactobaclilus brevis, Lactobacilus fermentus e Lactobacilus plantarum e em menor
gquantidade Lactoccus lactis subsp. lactis e Leuconostoc mesenteroides; entre as espécies
de leveduras foram isolados Pichia scutulata, Candida humilis, Candida etanolia entre
outras. Os autores relataram ainda que o crescimento de bactérias laticas é estimulado pela
presenca de leveduras, que fornecem fatores de crescimento como vitaminas e compostos
nitrogenados.

No gréfico da Figura 25, visualiza-se o resultado da producgéo de bacteriocinas em
agua residuaria nao autoclavar otimizada, a eficiéncia de remocao de DQO e de acucares

totais, em funcéo do tempo de operacao do reator AnNSBR.
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Figura 25 Producéo de bacteriocinas e eficiéncia de remo¢do de DQO e agucares totais
pela linhagem Leuconostoc mesenteroides no reator AnSBR utilizando como
substrato 4gua residuéaria da industria de fécula de mandioca néo autoclavada.

Embora a producéo de bacteriocinas tenha sido observada somente no primeiro ciclo
de fermentacédo, houve aumento no consumo dos agucares ao longo da operacao do reator,
que deve ser decorrente da competicdo entre 0s microrganismos autéctones da agua
residudria e o Leuconostoc mesenteroides, conforme ja descrito. A eficiéncia de remocéo de
DQO manteve-se constante, com média de 4,97%.

N&o houve melhora na eficiéncia de remocédo da DQO nas fermentacdes realizadas
no reator AnSBR (Figuras 21 e 25), comparativamente com as fermentacdes realizadas em
frascos na etapa do DCCR (Figura 17). A remocdo de DQO se manteve baixa nos dois
modos de fermentacéo, pois a bactéria presente era a mesma Leuconostoc mesenteroides e
a matéria organica convertida em acido latico, acido acético e CO;, que sédo produtos do
metabolismo intermediario, permanecem no efluente da fermentagéo, contribuindo assim
para a DQO.

Na Figura 26 observa-se a producéo de bacteriocinas e a producado de acido latico e
acido acético, em reator AnSBBR utilizando como substrato agua residuaria da indastria de

mandioca nédo autoclavada e enriquecida segundo o DCCR (item 5.5).
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Figura 26 Producéo de bacteriocinas e formacdo de acido latico e &acido acético pela
linhagem Leuconostoc mesenteroides em reator AnSBR utilizando como
substrato 4gua residuéaria da industria de fécula de mandioca néo autoclavada.

A queda da producao de bacteriocinas néo alterou as producdes do acido latico e do
acido acético. A maior producédo dos acidos organicos ocorrem com 60 horas de operacgéo, e
a producdo foi de 12,31 g/L para o acido latico e 2,52 g/L para o acido acético (Tabela 13),
apos esse periodo, ocorreu oscilagao na producéo dos acidos organicos.

Comparando-se os substratos utilizados na fermentacdo em bateladas sequenciais,
agua residudria autoclavada e ndo autoclavada, observou-se que houve queda nos titulos
de bacteriocinas e na formagdo dos &acidos orgéanicos, quando utilizada a agua residuéria
ndo autoclavada. Esse fato pode ter ocorrido porque quando foi utilizado o substrato
autoclavado no reator em bateladas sequenciais estavam presentes somente as BAL
Leuconostoc mesenteroides, porém no outro substrato havia a presenca de Varios
microrganismos diferentes, presentes naturalmente na biota da agua residuaria.

Tanto no processo de fermentagdo em reator em batelada sequencial (Figura 25 e
Figura 26) quanto no processo de fermentacdo utilizando frascos agitados em shaker
(Figura 21), a producéo de &cidos organicos foi semelhante, portanto, as diferentes formas
de fermentacao ndo alteraram a formacgé&o do &cido latico e 4cido acético. Esta observacéo é
semelhante a realizada por Malvido, Gonzalez e Guerra (2016), considerando seu estudo
em que foi testada a producdo da bacteriocina nisina, em fermentacdes em bateladas
utilizando soro de leite suplementado com concentracfes diferentes de glicose e
fermentacBes descontinuas utilizando soro de leite ndo suplementado. Os autores
verificaram também que as concentragbes de &cido latico e &cido acético foram

semelhantes nas duas formas de fermentacdes testadas.
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6 CONCLUSOES

Considerando os objetivos propostos e a metodologia adotada para esta pesquisa é

possivel concluir que:

Foi possivel isolar bactérias laticas com potencial de producéo de bacteriocinas de
residuos do processamento da mandioca. A bactéria latica isolada e utilizada nos
ensaios foi identificada como Leuconostoc mesenteroides.

No delineamento Plackett Burman os fatores sacarose, extrato de levedura e
sulfato de magnésio apresentaram efeitos significativos na producdo de
bacteriocinas, a partir de agua residuaria de industria de fécula de mandioca,
utilizando a cepa de Leuconostoc mesenteroides isolada.

A condigdo Ootima, definida no delineamento experimental composto central
rotacional, para a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides foi:
agua residuaria de fecularia de mandioca suplementada com 18,7 g/L de
sacarose, 14,6 g/L de extrato de levedura e 1,3 g/L de sulfato de magnésio.

Para a mesma condicdo do substrato, os ensaios realizados em reator em
bateladas sequenciais apresentaram producdo de bacteriocinas 56,76% maior do
gue a obtida nos ensaios realizados em frascos com agitagdo em shake.

A producdo de bacteriocinas no reator em bateladas sequencias com agua
residudria de fecularia otimizada ndo autoclavada se mostrou inviavel, devido a
competicdo entre 0s microrganismos autdctones da agua residuaria com o indculo
de Leuconostoc mesenteroides, que promoveu a paralisacdo da producédo do

metabdlito de interesse, apds o segundo ciclo de fermentacéo.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando a relevancia do aproveitamento de 4guas residuarias e os resultados

obtidos na presente pesquisa, pode-se projetar uma continuidade dos estudos que busque:

Isolar outras bactérias produtoras de bacteriocinas da é&gua residuaria de
fecularia, como por exemplo, o Lactococcus lactis, que é o produtor da
bacteriocina mais conhecida e estudada, a nisina.

Testar outros fatores para tentar melhorar a producdo de bacteriocina utilizando
como substrato a agua residuaria da industria de fécula de mandioca, como, por
exemplo, o tempo de fermentacdo que pode variar para cada cepa produtora de
bacteriocinas.

Controlar o pH do meio de fermentacdo na faixa adequada para a producdo de
bacteriocinas.

Verificar se a produgéo de bacteriocinas melhora em processos de fermentacao
continua utilizando biomassa imobilizada, para manter altas taxas de crescimento

microbiano, melhorando dessa forma a producgéo de bacteriocinas.
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AMOSTRA

Descricao:
Data do recebimento da amostra:

Data de liberacao do resultado:
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Neo 10001334/2018

180711337726

bactéria isolada de manipueira
8 de Agosto de 2018

29 de Agosto de 2018

Anidlise de sequenciamento do marcador genético rDNA 165 (V3-V4) - BACTERIAS Sequéncias Porcentagens

Leuconostoc mesenteroides

14314 100,0%
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INFORMAGOES ADICIONAIS AO ENSAIO

ENSAIO PROCEDIMENTO

Identificagdo de micro-organimos por sequenciamento de DNA LABGEM-PE-023 - Procedimento para Diagnédstico Microbiolégico Digital

« Nota 1: Os resultados referem-se somente aos itens ensaiados
« Nota 2: Este Relatério de Ensaio s6 pode ser reproduzido por completo

Luiz Felipe de Oliveira, PHD
CRBio-03 n® 81466/03-D
CEO
Florianépolis, 29/08/2018
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