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OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS LATICAS EM
AGUA RESIDUARIA DE INDUSTRIA DE FECULA DE MANDIOCA

RESUMO GERAL

Bacteriocinas sédo peptideos antimicrobianos produzidos a partir de bactérias laticas, que
agem contra bactérias patogénicas, podendo ser utilizadas como biopreservantes nos
alimentos. Os residuos do processamento da mandioca normalmente estdo associados com
a presenca de bactérias laticas, podendo assim ser utilizados como substratos para o
isolamento de bactérias laticas e como meio de cultivo para a producdo de bacteriocinas.
Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho foi otimizar a producédo de bacteriocinas em agua
residuaria de industria de fécula de mandioca, por bactérias laticas isoladas do préprio
residuo do processamento da mandioca. Inicialmente, foi feito o isolamento de uma bactéria
latica a partir do residuo liquido da industria de farinha de mandioca, e entdo avaliado seu
potencial para a producdo de bacteriocinas. Juntamente com a cepa de bactéria latica
isolada no presente trabalho, utilizou-se também uma cepa de Leuconostoc mesenteroides,
ja isolada do mesmo residuo e que apresentava capacidade comprovada de producéo de
bacteriocinas. A identificagdo da cepa isolada foi realizada por testes morfoldgicos,
bioguimicos e por sequenciamento genético 16S (V3-V4), sendo identificada como
Lactobacillus fermentum, com homologia de 99,48%. Para selecionar os fatores que
influenciavam nas producdes de bacteriocinas por L. mesenteroides e L. fermentum foram
realizados delineamentos experimentais do tipo Plackett-Burman (PB), com 5 fatores
(sacarose, extrato de levedura, fosfato de potéssio, sulfato de magnésio e Tween 80), com
tempo de incubacéo de 36 horas, a 30 °C e agitagdo de 100 rpm. Os fatores significativos no
PB a 90%, para ambas as cepas, foram: sacarose, extrato de levedura e Tween 80. Na
sequéncia, foram realizados ensaios cinéticos para ambas as cepas, no tempo total de 35 h,
com amostras retiradas a cada 5 h, para identificar o melhor tempo de fermentacéo para a
producdo de bacteriocinas. As duas cepas apresentaram a maior producdo em 20 h de
cultivo. Definidos os fatores significativos do PB para a producdo de bacteriocinas e o
melhor tempo de fermentacgéo, foi realizado o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para as cepas de L. fermentum e L. mesenteroides, a fim de otimizar a produgéo de
bacteriocinas. Os fatores para o DCCR foram: sacarose, extrato de levedura e Tween 80,
tempo de fermentacdo de 20 horas, temperatura de 30 °C e agitacdo de 100 rpm. Nos
ensaios do DCCR foram avaliadas as superficies de respostas e os efeitos significativos das
variaveis independentes sobre a variavel dependente (producdo de bacteriocinas), para
estabelecer um modelo estatistico para otimizar o processo. Os resultados indicaram que as
melhores produgbes de bacteriocinas para L. fermentum e L. mesenteroides foram de
11751,03 e 3693,34 AU/mL, respectivamente. Por ultimo foi avaliada a cocultura das duas
cepas; no entanto, a producdo de bacteriocinas diminuiu, demonstrando que as cepas de L.
fermentum e L. mesenteroides apresentaram incompatibilidade.

Palavra-Chave: Leuconostoc mesenteroides; Lactobacillus fermentum; bactérias do acido
latico; bacteriocinas; residuos agroindustriais.



OPTIMIZATION OF THE PRODUCTION OF BACTERIOCINES FROM LACTIC BACTERIA

IN WASTEWATER FROM CASSAVA STARCH INDUSTRY

ABSTRACT

Bacteriocins are antimicrobial peptides produced from lactic acid bacteria, which act against
pathogenic bacteria and can be used as biopreservatives in food. Residues from cassava
processing are usually associated with the presence of lactic acid bacteria, and can be used
as a substrate for the isolation of lactic acid bacteria and as a culture medium for the
production of bacteriocins. In this sense, the objective of this work was to optimize the
production of bacteriocins in wastewater from the cassava starch industry, by lactic acid
bacteria isolated from the residue of the cassava processing. Initially, a lactic acid bacteria
was isolated from the liquid residue of the cassava flour industry, and then its potential for
the production of bacteriocins was evaluated. Along with the strain of lactic bacteria isolated
in the present work, a strain of Leuconostoc mesenteroides was also used, already isolated
from the same residue and with proven bacteriocin production capacity. The isolated strain
was identified by morphological and biochemical tests and by 16S genetic sequencing (V3-
V4), being identified as Lactobacillus fermentum, with 99.48% homology. To select the
factors that influenced the production of bacteriocins by L. mesenteroides and L. fermentum,
experimental designs of the Plackett-Burman (PB) were carried out, with 5 factors (sucrose,
yeast extract, potassium phosphate, magnesium sulfate, and Tween 80), with an incubation
time of 36 hours, at 30 °C, and agitation of 100 rpm. The factors defined in the PB in 90%, for
both strains, were: sucrose, yeast extract, and Tween 80. Then, kinetic tests were performed
for both strains, in the total time of 35 h, with samples taken every 5 h, to identify the best
fermentation time for the production of bacteriocins. Both strains showed the highest
production in 20 hours of cultivation. Having defined the significant factors of PB for the
production of bacteriocins and the best fermentation time, the Central Rotational Composite
Design (CRCD) was performed for the strains of L. fermentum and L. mesenteroides, in
order to optimize the production of bacteriocins. The factors for DCCR were: sucrose, yeast
extract, and Tween 80, fermentation time of 20 hours, temperature of 30 °C, and agitation of
100 rpm. In the DCCR tests, the response surfaces and the significant effects of the
independent variables on the dependent variable (production of bacteriocins) were evaluated
to establish a statistical model to optimize the process. The results indicated that the best
bacteriocin production for L. fermentum and L. mesenteroides was 11,751.03 and 3693.34
AU/mL, respectively. Finally, the co-culture of the two strains was evaluated; however, the
production of bacteriocins decreased, demonstrating that the L. fermentum and L.
mesenteroides strains showed incompatibility.

Keywords: Leuconostoc mesenteroides; Lactobacillus fermentum; lactic acid bacteria,
bacteriocin; agroindustry residues.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma importante cultura alimentar para
milhdes de pessoas em diversas regides do mundo, sendo que no Brasil é a quarta cultura
mais produzida (CONAB, 2018). Durante o processamento da mandioca, para a producéo de
fécula e farinha, ha geracéo de grandes quantidades de residuos que muitas vezes ndo sdo
manejados adequadamente.

O residuo liquido, quando descartado sem o devido tratamento nos corpos hidricos,
causa sérios problemas ambientais pela sua elevada carga organica e toxidade. Porém,
esse residuo apresenta elevado valor nutricional, sendo rico em nutrientes, além de possuir
biota autéctone com microrganismos de interesse biotecnolégico, como as bactérias laticas.

Bactérias do acido latico (BAL) sao utilizadas em alimentos, como conservantes e na
fermentacdo de produtos como carne, lacteos, vegetais e produtos de panificacdo. Sao
microrganismos Gram-positivos, sem motilidade, n&o formadores de esporos, néo
patogénicos e geralmente sdo considerados seguros, de acordo com a Food and Drug
Administration (FDA). Além disso, podem produzir bacteriocinas, que sédo peptideos
biologicamente ativos, que inativam ou inibem o crescimento de outras bactérias, por
possuirem propriedades antimicrobianas.

A aplicagcdo das bacteriocinas pode ser determinada pela biopreservagdo dos
alimentos, por possuirem atividade antagdnica ao crescimento bacteriano, com capacidade
de controlar o crescimento de bactérias patogénicas no produto. Também possuem
resisténcia a altas temperaturas, pH baixo e estabilidade enzimatica proteolitica, o que
favorece a aplicacéo na conservagéo de alimentos.

Devido & busca por novos conservantes naturais, em consequéncia das doencas
causadas em relacdo aos produtos quimicos, pesquisas tém sido realizadas visando a
utilizacdo de conservantes naturais. Dentre esses estudos o uso de bacteriocinas como
bioconservante esta ganhando destaque devido a sua a¢do contra bactérias patogénicas
(SCHULZ, 2009; MACWAN et al., 2016).

Como os residuos da industria processadora de mandioca estao relacionados a
presenca de bactérias laticas, torna-se relevante o estudo da produc@o de bacteriocinas
para uma posterior aplicagdo em industrias alimenticias, a fim de atenuar as perdas
decorrentes da decomposicdo dos alimentos, elevar o valor agregado do produto e
minimizar o impacto ambiental, aproveitando a gua residuaria da industria de fécula de

mandioca.



A producédo de bacteriocinas pode ser influenciada por diversos fatores, como pH,
temperatura, tempo de fermentacédo, agitacdo na fermentacdo, meio de cultivo, entre outros.
O meio de cultivo pode ser suplementado com fontes de carbono e nutrientes para aumentar
0 crescimento dos microrganismos; sendo assim, é importante avaliar os substratos que
exercem influéncia no meio, visando a otimizacdo do meio para altas producles de
bacteriocinas.

Dessa forma, o desenvolvimento deste trabalho consiste em avaliar a producdo de
bacteriocinas, explorando o aproveitamento da agua residuaria da fecularia de mandioca
para minimizar o impacto ambiental, valorizar os residuos da agroindulstria e gerar produtos
com valor agregado, bem como reduzir o custo do meio de cultura pelo aproveitamento de

residuos da agroindustria local.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a producéo de bacteriocinas por bactérias laticas utilizando a 4gua residuaria

da industria de fécula de mandioca como substrato.

2.2 Objetivos especificos

¢ Isolar bactérias laticas a partir da dgua residuaria da agroindustria processadora
de mandioca, com potencial de producéo de bacteriocinas;

e Avaliar a producdo de bacteriocinas a partir das bactérias isoladas da agua
residudria da agroindustria processadora de mandioca e por uma cepa de Leuconostoc
mesenteroides (isolada anteriormente);

e A partir do planejamento experimental, verificar os efeitos dos fatores sacarose,
extrato de levedura, fosfato de potéssio, sulfato de magnésio e Tween 80 na composi¢do do
meio de cultivo;

e Otimizar a composicdo do meio contendo &gua residuaria da agroindustria
processadora de mandioca e substratos, a fim de aumentar a producédo de bacteriocinas;

e Comparar a producdo de bacteriocinas da cepa isolada e da cepa Leuconostoc

mesenteroides.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aindustria da fécula da mandioca e a geracado de residuos

A mandioca, Manihot esculenta Crantz, pertence a familia Euphorbiaceae e é um
arbusto perene e lenhoso cultivado em regifes tropicais e subtropicais do mundo, podendo
ser colhida a qualguer momento entre 8 e 24 meses (HSIEH et al., 2019; OKUDOH et al.,
2014). Segundo Pandey et al. (2000), a mandioca é formada por uma zona aérea (composta
por 2 + 4 metros, com um tronco e ramos) e outra subterranea, sendo esta formada por dois
tipos de raizes: i) responsavel pela nutricdo da planta; e ii) referente a disposicdo axial em
torno do tronco. Sdo os denominados tubérculos que compdem a parte comestivel da
planta, sendo que cada planta pode ter pode ter 5 + 20 tubérculos, e cada um pode atingir
um comprimento de 20 + 80 cm e um diametro de 5 £ 10 cm.

Atualmente, essa planta é a sexta cultura alimentar mais importante do mundo,
sustentando milhdes de pessoas na Africa subtropical e subtropical, na Asia e na América
Latina (TAPPIBAN et al., 2019). No Brasil, a mandioca é a quarta cultura mais produzida,
com 21,08 milhdes de toneladas de raiz de mandioca (CONAB, 2018). A area total plantada
no Brasil em 2019 foi de 1.389.331 ha, tendo sido colhida uma area de 1.253.842 ha, com
uma producéo de 18.990.014 toneladas (IBGE, 2020).

Zona area

Compoe 2 + 4 metros

Zona Subterranea

Pode ter 5 + 20 tubérculos

Comprimento de 20 £ 80 cm

Diametrode 5 + 10 cm

Figura 1 Representacdo da mandioca
Fonte: Pandey et al. (2000).



A mandioca possui uma boa adaptacdo em diferentes ambientes, podendo ser
cultivada em areas com baixa fertilidade e problemas do solo, como: alta fixacdo de fésforo,
erosao, baixa base permutavel e alto teor de aluminio, bem como tolera um grande intervalo
sem chuvas (MORGAN; CHOCT, 2016).

Uma funcdo importante da mandioca é que esta acumula amido no parénquima
radicular, tornando-a uma fonte de carboidratos, possuindo ainda altos niveis de vitamina C,
riboflavina, tiamina e niacina (PINTO-ZEVALLOS; PAREJA; AMBROGI, 2016). No entanto,
essa planta possui um baixo teor de proteinas e baixa concentracdo dos aminoacidos
essenciais (OLUGBEMI; MUTAYOBA,; LEKULE, 2010).

A composicao fisico-quimica da mandioca crua, segundo o IBGE (2011), pode ser
observada na Tabela 1.

Tabela 1 Composicéo fisico-quimica da mandioca crua em 100,00 gramas

Composicdo Quantidade
Agua (g) 59,68
Energia (kcal) 160,00
Proteina (g) 1,36
Gorduras totais (g) 0,28
Carboidrato (g) 38,06
Fibra alimentar total (g) 1,80
Monossacarideos (g) 1,70
Célcio (mg) 16,00
Magnésio (mg) 21,00
Faésforo (mg) 27,00
Ferro (mg) 0,27
Sédio (mg) 14,00
Potéssio (mg) 271,00
Zinco (mgQ) 0,34
Tiamina (mg) 0,08
Vitamina C (mg) 20,06
Riboflavina (mg) 0,04

Fonte: Departamento de Informatica em Salde (2020)

Na industrializagdo da mandioca para a obtengcédo da fécula ocorre a separacdo de
acucares e fibras soluveis, gerando um amido purificado e grandes quantidades de
residuos, como a casca e 0 bagaco (SOUTO et al., 2016). Segundo Chavadej et al. (2019),
para cada 100 kg de amido produzido 11,1 kg de residuos de mandioca sédo gerados.

Os residuos gerados no processamento da mandioca possuem uma grande
guantidade de moléculas que podem ser convertidas em produtos de valor agregado, uma
vez que sdo constituidos por: celulose obtida da casca (25%), hemicelulose (7%), proteina
bruta (5%), amido residual (60%), fibras (20%) e lignina (3%) (MOSHI et al., 2015).

Na producéo de farinha, os residuos gerados sdo em maior parte residuos sélidos,

COmo a casca marrom, entrecascas, raizes inutilizaveis e farelo das raspas; jA no processo



de extracdo da fécula, a geracdo de residuos liquidos € maior (LEITE; ZANON;
MENEGALLI, 2017; SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).

Os residuos da casca de mandioca (RCM) representam mais de 65% da producao
anual global processada para o consumo humano (ASO; TEIXEIRA; ACHINEWHU, 2018). A
mandioca processada gera 30% de sélidos (cascas e celulose), 20% de residuos liquidos
(Agua residuaria da fécula da mandioca — bagaco) e 16% residuos gasosos (umidade e
cianeto) (OHIMAIN; SILAS-OLU; ZIPAMOH, 2013).

A agua residuaria da fécula de mandioca é considerada um residuo com elevada
carga de poluente, tendo um efeito toxico aos seres humanos quando ingerida, devido ao
glicosideo cianogénico linamarina, podendo causar ainda problemas ao ambiente, se
langada em cursos d’agua sem tratamento adequado (CAMPOS et al.,, 2006). Por outro
lado, contém nutrientes como nitrogénio, fosforo, potéssio, calcio, magnésio, enxofre, zinco,
manganés, cobre, ferro e sédio (OLIVEIRA; REIS; NOZAKI, 2001).

Segundo Torres et al. (2017), a agua residuaria gerada na extracdo da fécula,
lavagem e descascamento das raizes apresenta demanda quimica de oxigénio (DQO) entre
3 e 15 g/L, a concentracdo de acUcares totais de 2,5 a 4,6 g/L (ANDREANI et al., 2019), e 0
pH pode variar entre 4,5 a 6,5 (PALMA et al., 2018).

A concentracdo de acglcar na agua e sua facilidade em ser biodegradada indica que
esse residuo possui um alto potencial para se tornar um cossubstrato em processos
biotecnologicos (ANDREANI et al., 2019; NITSCHKE; PASTORE, 2006), bem como
apresenta elevadas quantidades de nutrientes e microrganismos, como bactérias do acido
latico, que possuem interesse biotecnolégico (GOMES et al., 2016; VILVERT, 2019).

3.2 Bactérias do acido latico

As bactérias do acido latico (BAL) sao definidas como ndo-esporulantes, nao-
anaerobicas (aerotolerantes), bactérias Gram-positivas que fermentam diversos agucares,
tendo o acido latico como principal produto final, ndo-patogénicas e geralmente sao
consideradas seguras — Generally Recognized as Safe (GRAS) de acordo com Food na
Drug Administration (FDA) (SAUER et al., 2017; WANG et al., 2016).

Bactérias do acido latico possuem uma forte adaptacéo a nichos ricos em nutrientes,
como leite, carne ou frutas; porém, essa vantagem reduziu as suas capacidades
metabdlicas, o que gerou uma dependéncia de fontes exdgenas para aminoacidos,
precursores de &cidos nucléicos e vitaminas, classificando as BAL como microrganismos
fastidiosos (SAUER et al., 2017).



A obtencdo de energia das bactérias laticas ocorre exclusivamente por meio da
fosforilagdo em nivel de substrato (quando o grupo fosfato de um composto quimico é
removido e adicionado diretamente ao ADP), uma vez que esses microrganismos sao
desprovidos de porfirinas e citocromos, bem como nao realizam a fosforilagdo oxidativa. O
crescimento de todas as bactérias desse grupo € anaerobio, porém a maioria ndo é sensivel
ao O, tornando-as anaerdObias aerotolerantes (MADIGAN et al.,, 2010; PELCZAR JR;;
CHAN; KRIEG, 1997).

A fermentagcdo do &cido latico depende da via utilizada para oxidagdo da glicose,
podendo resultar na fermentacdo homofermentativa (producdo de lactato) ou nha
fermentacédo heterofermentativa (lactato, etanol/acetato e CO;), sendo essas fermentacdes
presentadas na Figura 2.
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Figura 2 Representacao esquematica as vias de fermentagfes do &cido latico.
Legenda: (a) homofermentativas e (b) heterofermentativas.
Fonte: Madigan et al. (2010)

O tipo de fermentacdo pode ser determinado pela presenca ou auséncia da enzima
aldolase, sendo esta enzima a chave da glicélise, presente em bactérias homofermentativas
que produzem o lactato a partir da glicose. A energia disponivel (hexose) é transformada,
cerca de 85%, para &cido latico pela bactéria do acido latico via piruvato para produzir

energia e realizar o equilibrio do redox (REIS et al., 2012).



Com a falta da aldolase nas heterofermentativas, essas bactérias nao clivam a
frutose bifosfato em triose fosfato. Dessa forma, elas oxidam a glicose 6-fosfato a 6-
fosfogluconato e, em seguida, realizam sua descarboxilacdo, formando a pentose fosfato. A
pentose fosfato € convertida a triose fosfato e acetil fosfato pela enzima fosfocetolase. A
triose fosfato é finalmente convertida em acido latico, com a producdo de ATP. Porém, para
a obtencao do equilibrio redox, o acetil fosfato produzido é reduzido por NADH e convertido
a etanol. Esse processo ocorre sem a sintese de ATP, uma vez que a ligacdo CoA rica em
energia é perdida durante o redox. Ainda, uma vez que ocorre a descarboxilagdo do 6-
fosfogluconato, as heterofermentativas produzem CO; (MADIGAN et al., 2010).

Considerando os dois tipos de fermentac¢des do acido latico, verifica-se que a grande
diferenca esta relacionada com os tipos de produtos formados. Dessa forma, Madigan et al.
(2010) agruparam os principais géneros das bactérias laticas e identificou entre
homofermentativos e heterofermentativos (Quadro 1).

Quadro 1 Identificacdo dos principais géneros de bactérias laticas

Formato e arranjo celular Género
Cocos em cadeias ou tétrades
¢ Homofermentativo Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus
Pediococcus
e Heterofermentativo Leuconostoc
Bacilos, normalmente em cadeias
e Homofermentativo/ Heterofermentativo Lactobacillus

Fonte: Madigan et al. (2010).

Na literatura séo 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, Dolosigranulum, Granulicatella e 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).

O A&cido latico produzido por bactérias laticas possui diversas aplicacdes em
indastrias como a farmacéutica, quimica ou de alimentos, sendo que a producéo estimada
desse acido é de 100 mil toneladas ao ano. E um produto que pode ser utilizado como
acidulante, conservantes de bebidas e alimentos, na producao de plasticos biodegradaveis,

produtos quimicos oxigenados, reguladores do crescimento de plantas, bem como pode ser




introduzido em curtumes, industria téxtil e lavanderia (GUILHERME; PINTO; RODRIGUES,
2010). A Fermentacdo do acido latico € o principal fator pela acidificacdo dos produtos
lacteos, sendo utilizada na producéo de iogurte e outros produtos fermentados advindos do
leite (queijo, leite, creme de leite).

Liu, Han e Zhou (2011) relataram os beneficios que as BAL possuem durante a
fermentacdo, sendo eles: preservacao dos alimentos através do &cido latico, 4cido acético,
etanol e fermentagcBes alcalinas; melhora das propriedades organolépticas; enriguecimento
dos alimentos com substratos como proteinas, aminoacidos essenciais, acidos graxos e
vitaminas; e aumento dos beneficios a saude, uma vez que algumas estirpes podem
colonizar o intestino humano e de animais, ajudando na digestéo.

Além do que foi exposto, algumas espécies das BAL produzem as bacteriocinas e
essas possuem um elevado potencial como biopreservadores e anti-infecciosos, com uma
alta diversidade estrutural e funcbes (KUMARIYA et al., 2019; O'CONNOR et al., 2015). As
bacteriocinas sdo microrganismos utilizados para preservar os alimentos, como as espécies
Lactococcus; Lactobacillus e Streptococcus, que agem no queijo, vegetais em conserva e
iogurte, respectivamente (WANG et al., 2016).

A classificagcdo das bacteriocinas produzidas por bactérias do acido latico é baseada
em diversos critérios, como o0 peso molecular, modificacdo pos-traducional e atividade
biologica, sendo que para a producdo sSao necessarios meios complexos para 0
crescimento, podendo ser usados os MRS, M17, M17S, CM e SM8 (GHARSALLAOUI et al.,
2016; PAPAGIANNI et al., 2006).

3.3 Bacteriocinas

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizadas ribossomicamente e
produzidas durante a fase primaria de crescimento (ocorre durante o meio da fase de
crescimento exponencial, atingindo o nivel maximo na fase exponencial ou no inicio da
primeira fase estacionaria); sao inibitérias contra outras bactérias, sendo utilizadas
tradicionalmente como conservantes de alimentos (adicionadas ou produzidas por culturas
iniciais durante a fermentacéo) (CHIKINDAS et al., 2018; JUTURU; WU, 2018).

O peso molecular das bacteriocinas é geralmente baixo, sdo poés-traduzidas
modificadas e degradadas rapidamente por enzimas proteoliticas (geralmente por proteases
do trato gastrointestinal humano), sendo também moléculas anfipaticas (ZACHAROF,;

LOVITT, 2012). Bactérias do acido latico que produzem as bacteriocinas representam um
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grupo heterogéneo de peptideos codificados por um vasto repertério genético (FIELD;
ROSS; HILL, 2018).

A identificacdo das bacteriocinas pode ser realizada conforme as suas funcdes
bioguimicas e caracteristicas genéticas, bem como pela presenca das ligacdes de dissulfeto
ou monossulfureto, peso molecular, estabilidade ao calor, estabilidade enzimatica
proteolitica, presenca ou auséncia de modificacdo pés-traducdo de aminoacidos e pela acéo
antimicrobiana (ABEE; KLAENHAMMER; LETELLIER, 1994; AHMAD et al., 2017).

Segundo Moreno et al. (2008), as bacteriocinas produzidas por bactérias laticas
estdo representadas no Quadro 2.

Quadro 2 Bacteriocinas produzidas por bactérias laticas

Espécie produtora Bacteriocina Espectro de Atividade
Nisina Bactérias Gram-positivas
L. lactis subsp. lactis Lacticina 481 Clostridium
Bacteriocina V e VII Clostridium
Lactobacillus acidophilus Lactacina F Enterococcus faecalis
L. curv . . .
curvatus . Curvacina A Listeria monocytogenes
Enterococcus faecalis
L. carnis Bacteriocina S E.ntergcoccus
Listeria
Enterococcus sp.
. Sakacina A Listeria monocytogenes
L. sakei . S
Sakacina P Listeria monocytogenes
Enterococcus faecalis
Leuconostoc Leucocina A-UAL 187 Listeria monocytoggnes
Entercoccus faecalis
. Mesenterocina 5 Listeria monocytogenes
Leuconostoc mesenteroides . .
Mesenterocina Y105 Listeria monocytogenes

Fonte: Moreno, Lerayer e Leitdo (2008)

A nisina é considerada uma das bacteriocinas mais importantes, sendo definida e
documentada pela FDA como um GRAS, ou seja, € identificada como um agente seguro nos
sistemas alimentares, devido a sua acdo antimicrobiana e a sua decomposicao através da
digestdo enzimatica (ZACHAROF; LOVITT, 2012). Produzida pelo Lactococcus lactis ssp.
Lactis a nisina € composta por 34 aminoacidos, possui um peso molecular de 3500 DA,
sendo um polipeptidio catidnico, hidrofébico e estavel ao calor (JUTURU; WU, 2018). De
acordo Gharsallaoui et al.(2016), é amplamente utilizada na produg&o industrial, uma vez
que possui aplicagbes especificas, como a preservacdo dos esporos de germinacdo, e
impede o crescimento das bactérias patogénicas que contaminam a superficie dos produtos

alimentares.
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Ha um vasto grupo heterogéneo que comp@e as bacteriocinas, sendo diferenciadas
pela estrutura primaria, pela composicéo e pelas propriedades fisico-quimicas, podendo ser
caracterizadas através de estudos do espectro de atividade, modo de acédo, efeitos da
temperatura na fermentacao, pH, enzimas proteoliticas, sal, detergentes; bem como podem
ser determinadas pela sequéncia dos aminoéacidos, organizacdo genética (GARCIA et al.,
2010; TODOROV, 2009).

Segundo Zou (2018), estdo distribuidas em quatro classes diferentes. A classe I,
lantibidticos, representados pela nisina, sdo peptideos termoestaveis de baixo peso
molecular e possuem lantionina e derivados; a classe Il sdo pequenos peptideos
termoestaveis; a classe lll sdo peptideos termolabeis de alto peso molecular; e a classe IV é
representada por grandes complexos peptidicos contendo carboidrato ou lipidio em sua
estrutura. Heng e Tagg (2006) elaboraram esquemas que classificaram essas classes de

uma forma sucinta (Quadro 3).

Quadro 3 Classificacdo das bacteriocinas em grupos

Classes Caracteristicas gerais Produtos pela BAL
Lantibioticos Modificado, estavel ao calor,< 15 kDa
. A Nisina, Lacticina 481,
a) Linear Forma pura, cationica .
| Plantaricina C
b) Globular Inlt?lAto.na enzimatica, nao Nenhuma
catibnica
¢) Multicomponentes Dois peptideos Lct3147, Plantaricina W
Peptideos ndo modificados Estavel ao calor, <15 kDa
a) Pediocina anti-listeria, consenso Pediocina PAl/ch,
YGNGV enterocina A, Sakacina A
Il . ~ L Enterocina B,L50,
b) Diversas N&o pediocina Carnobacteriocina A
. . . Lactococcina G,
¢) Multicomponentes Dois peptideos Plantaricina S, Lacticina F
Proteinas grandes Termolabil, <30 kDa
Il | &) Bacteriolitico Degradacéo da parede Enterolisina A, Lcn9722
celular
b) Nao-litico Alvos citosélicos Colicinas® E2-E9
. . Estaye_l ao calor, ligagdo AS-48, Gassericina A,
v Peptideos circular peptidica da cabeca da o
cauda Acidocina B

Legenda: @ Lcn972 liga-se ao lipideo precursor da parede celular Il e bloqueia a biossintese da
parede celular, 15 kDa; P Colicinas séo sintetizadas pela E.coli.

A producdo das bacteriocinas nas respectivas classes (I, II, lll e IV) possui
caracteristicas similares, como: imunidade a sua prOpria bacteriocina; resisténcia ou

sensibilidade a outras bacteriocinas; e producdo de mais de um composto antimicrobiano. A
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mesma bacteriocina pode ser produzida por diferentes géneros e a mesma subespécie pode
produzir outros tipos de compostos (COTTER; HILL; ROSS, 2005; PAULA et al., 2015)

Os Lantibidticos (Classe 1) e Peptideos ndo modificados (Classe 1) detém a maior
parte das bacteriocinas descobertas, uma vez que sdo as mais compreendidas e provaveis
de serem utilizadas em alimentos, pela sua especificidade e robustez (CLEVELAND et al.,
2001).

Considerando as caracteristicas das bacteriocinas, € importante ressaltar que apesar
de algumas funcbes serem similares aos antibiéticos, ha diferencas fundamentais, sendo
representadas no Quadro 4 (CLEVELAND et al., 2001; REBELLO; GASPAR, 2010)

Quadro 4 Diferencas entre bacteriocinas e antibiéticos

Caracteristicas Bacteriocinas Antibioticos
Aplicacéo Alimentos Clinica
Modo de producéo Sintese ribossomal Sintetizados por enzimas
Atividade Espectro estreito Variacdo de espectro
Imunidade da célula hospedeira Possui N&o possui

Acéo de enzimas proteoliticas

do sistema digestivo humano Séo digeridas N&o séo digeridas

Geralmente por

~ . Geralmente por transmissao
adaptacéo das células

de determinantes genéticos

Mecanismo da célula-alvo para
resisténcia ou tolerancia

afetadas
Fase de producéo Metabolismo primario Metabolismo secundario
. Geralmente formacéo de Membrana celular ou alvos
Modo de acéo .
esporos intracelulares
Toxicidade Nenhum conhecido Possui

Fonte: Adaptado de Cleveland et al. (2001) e Rebello; Gaspar(2010).

Segundo Cavera e colaboradores (2015), o uso excessivo de antibidtico causa a
morte da microbiota saudavel e a contaminacao ambiental, causando danos imediatos e
prolongados; portanto, os autores sugerem o0 uso das bacteriocinas para inibicdo de

patdégenos tanto na industria alimenticia como na industria médica.

3.4 Leuconostoc

Leuconostoc € um género de bactérias laticas heterofermentativas frequentemente
utilizadas na producdo de alimentos fermentativos, estdo presentes em laticinios, séo
utilizadas como culturas iniciadoras ou adjuntas em diferentes produtos variantes do leite,
COmo 0 queijo e a manteiga, e esses microrganismos geralmente sdo considerados seguros
(D’ANGELO et al., 2017; LIU; HOLLAND, 2004).
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As caracteristicas gerais do género Leuconostoc sdo definidas como: mesofilicos
(6timo crescimento entre 20-30 °C), Gram-positivos, catalase negativa, obrigatoriamente
heterofermentativos (produtos séo lactato, etanol e CO,), frequentemente elipsoidais, ndo
tém motilidade, ndo formam esporos, sdao anaerdbios facultativos, ndo hemoaliticos,
resistentes a vancomicina, ndo sdo patogénicos e requerem meio complexo de crescimento
(geralmente crescem em meio caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) (HOLT et al., 1994; LIU,
2016; THUNELL, 1995).

A utilizacdo desse tipo de bactéria latica possui uma grande importancia econémica e
diversos aspectos positivos, como a fermentacdo de alimentos (chucrute, picles, carnes,
laticinios), producdo de gas (CO2) em queijos que possuem “aberturas”, produgdo de
compostos para o0 aroma nos produtos de laticinio, producao in situ de dextrano em produtos
gue contém sacarose e funciona como um potencializador em alimentos funcionais
(HEMME; FOUCAUD-SCHEUNEMANN, 2004).

O crescimento do género Leuconostoc ocorre em estreita simbiose com a populacéo
de Lactococcus, sendo que sua presenca € benéfica na producao de compostos aromaticos
(diacetil e acetoina a partir de citrato) (MCAULIFFE, 2017). Além dessas caracteristicas,
esse microrganismo possui acdo bacteriocinogénica (BORGES, 2017).

No estudo realizado por Liu (2016), o autor identificou na literatura 13 espécies para
0 género Leuconostoc e 3 subespécies da Leuconostoc mesenteroides, elencadas no
Quadro 5.

Quadro 5 Espécies e subespécies do género Leuconostoc

Espécies Fonte priméria
Leuconostoc mesenteroides
-subsp. mesenteroides Plantas, queijos de leite cru, carnes
-subsp. dextranicum Plantas, queijos de leite cru
-subsp. cremoris Lacticinios
Leuconostoc lactis Lacticinios
Leuconostoc carnosum Carnes refrigeradas
Leuconostoc gasicomitatum Carnes refrigeradas
Leuconostoc fallax Chucrute (repolho em conserva)
Leuconostoc inhae Kimchi (comida Coreana)
Leuconostoc kimchii Kimchi
Leuconostoc citreum Kimchi
Leuconostoc holzapfelii Café
Leuconostoc palmae Vinho palma
Leuconostoc miyukkimchii Algas marrons
Leuconostoc garlicum Alho

Fonte: Liu (2016).
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A bactéria Leuconostoc possui potencial para a produgéo de bacteriocinas, uma vez
que possui atividade inibitéria contra microrganismos patogénicos e deteriorantes (XIRAPHI
et al.,, 2007). A primeira bacteriocina isolada desse género foi obtida por Leuconostoc
gelidium UAL 187, advinda da carne, sendo denominada de leucocina A (HASTINGS et al.,
1991).

3.4.1 Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides € considerada uma importante representante das
bactérias heterofermentativas e possui como produto principal o acido latico, devido a
presenca da enzima D-lactato desidrogenase (IdhD) durante o metabolismo do piruvato na
fermentacgdo; porém, também produz acido acético, etanol e CO2 (SILVA, 2013).

As caracteristicas dessa bactéria podem ser descritas como: Gram-positivas,
catalase negativa, possuem baixo contetdo (31-49%) de guanina + citosina (G + C) na
sequéncia do DNA ribossomal, sua morfologia € na forma de cocoéides ou cocobacilos
(Figura 3), sao fastidiosas, ndo formadoras de esporos, anaerébias facultativas, mesofilas,
podem sobreviver em até 7% (m/v) de NaCl, e com crescimento étimo na faixa de 20 a 30
°C (PAULA et al., 2015).

Figura 3 Morfologia Leuconostoc mesenteroides
Fonte: (CORTEZI, 2004).

A Leuconostoc mesenteroides pode ser encontrada em diferentes ambientes como,
por exemplo, em vegetais (MASUDA et al., 2011), cereais (KIVANC; FUNDA, 2017), frutas
(GUILHERME; PINTO; RODRIGUES, 2010; TODOROV; DICKS, 2008), vinho
(MONTERSINO et al., 2008), peixe (PEREZ-SANCHEZ et al., 2011; ALLAMEH et al., 2012),
carne (AYMERICH et al.,, 2006) e produtos lacteos (HERREROS et al.,, 2005; RANI;
AGRAWAL, 2008).
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Na literatura, a primeira cepa de Leuconostoc mesenteroides que foi relatada por
produzir bacteriocinas foi a Leuconostoc mesenteroides UL5, denominada de
mesenterocina 5, isolada do queijo cheddar durante um periodo de incubacéo de 18 horas,
sendo que esse microrganismo possui uma atividade antibacteriana (DABA et al., 1991).

Bacteriocinas produzidas por Leuconostoc mesenteroides podem ser visualizadas

resumidamente no Quadro 6.

Quadro 6 Bacteriocinas produzidas por Leuconostoc mesenteroides

Bacteriocinas isoladas da

: Fonte priméria Referéncia
Leuconostoc mesenteroides

Salsicha fermentada

Mesenterocina E 131 - (XIRAPHI et al., 2008)
tradicional grega
Mesenterocina 5 Queijo cheddar (DABA et al., 1991)
Mesenterocina 52 Leite de vaca cru (MATHIEU et al., 1993)
Mesenterocina 52 A e B Leite de vaca cru (REVOL-JUNELLES et al., 1996)
Mesenterocina Y105 Tratame_nto_ com (HECHARD; BERJEAUD;
novobiocina CENATIEMPO, 1999)
LeucocinaA,BeC Carnes processadas (PAPATHANASOPOULOS et al., 1997)
Leucocyclicin Q Picles japonés (MASUDA et al., 2011)
Mesenteroides IMAU: 10231 Salsicha Sremska (MORACANIN et al., 2013)
Mesenterocg?RV'\D/—SSsJRPSS €Z- | Mussarela de bifala (PAULA et al., 2015)
Mesenterocina FB111 Kimchi (LE; YANG, 2018)

Segundo Ramos e colaboradores (2015), analisando uma bebida fermentada a partir
da mandioca (residuo desse estudo), denominada tarubd, identificaram a presenca de
bactérias laticas (BAL) com a bactéria Leuconostoc mesenteroides, sendo esta isolada por

uma técnica de analise de DNA — DGGE (eletroforese em gel com gradiente desnaturante).

3.5 Lactobacillus

O género Lactobacillus foi descrito inicialmente em meados do século XX, possui
espécies encontradas em habitats ricos em nutrientes, como nos alimentos, racdes, plantas,
animais e seres humanos; porém, a maioria das espécies sdo encontradas em superficies
de folhas e solo, na forma de vida livre (DUAR et al., 2017).

As espécies Lactobacillus sdo muito interessantes do ponto de vista pratico e
cientifico: possuem diversos usos na industria alimenticia, como probiético e em aplicacdes
biotecnologicas e terapéuticas (STEFANOVIC; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2017), séo
responsaveis pelo desenvolvimento de aroma e sabor em certos alimentos, como do queijo,
devido as suas atividades proteoliticas e lipoliticas (LOPEZ-DIAZ et al., 2000).
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Segundo Zheng et al. (2015), Lactobacillus spp. séo utilizados na producdo de
alimentos desde do inicio da agricultura, uma vez que contribuem na fermentacao destes. O
Seu uso na industria alimenticia é considerado seguro, bem como suas diversas aplicacdes
tornam esse grupo de bactérias muito importante economicamente.

A classificacdo desse género € realizada a partir de critérios morfolégicos e
fisioldgicos, sendo considerado Gram-positivo, com morfologia bacilar, a energia produzida
€ exclusivamente através de fermentacdo, ndo formadores de esporos e sdo aerotolerantes
(SLOVER, 2008). O tamanho dos genomas entre as espécies pode variar, sendo que o
maior encontrado foi o da espécie Lactobacillus parakefiri, com 4,91 Mb (TANIZAWA et al.,
2017), e o menor, 1,3 Mb, Lactobacillus iner (MACKLAIM et al., 2011).

Segundo Fox et al. (2000), o género Lactobacillus sdo categorizados em trés grupos
gue diferem-se a partir do produto final da fermentacéo, sendo:

e Lactobacillus termofilicos homofermentativos obrigatérios: fermentam apenas
hexoses a acido latico; sdo os Lactobacillus delbrueckii bulgaricus, Lactobacillus
delbrueckii lactis e Lactobacillus helveticus;

e Lactobacillus mesofilicos heterofermentativos facultativos: podem fermentar
outras fontes de carbono além das hexoses, produzindo acidos organicos, CO2,
alcool e H,0O2; sdo os Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus
plantarum;

e Lactobacillus mesofilicos heterofermentativos obrigatoérios: utilizam
obrigatoriamente hexoses e pentoses como fonte de carbono, fermentando
hexose a acido latico, acido acético, etanol e CO2 e pentoses a acido latico e
acido acético; sdo Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum.

Os homofermentativos e heterofermentativos, facultativos e obrigatérios, produzem o
acido latico a partir da mesma via metabdlica, uma vez que usam o piruvato produzido como
aceptor organico de elétrons. A reducao do piruvato é catalisada por enzimas denominadas
de Lactato-desidrogenases, que reduzem um mol de piruvato a acido latico e, durante o
processo, oxidam um mol de NADH a NAD* (GANZLE, 2015).

3.5.1 Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum €é uma bactéria amplamente conhecida. O seu uso
aparentemente ndo produz efeitos negativos, sendo utilizada em diversos alimentos para
consumo humano (ZHANG et al., 2010). Em 2009 foi incluida no “Qualifed Presumption of
Safety” (QPS) — status que indica que um grupo de microrganismos ndo apresenta

preocupacdes em relacdo a seguranca alimentar, pela autoridade europeia de seguranca
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alimentar — European Food Safety Authority (EFSA) (LEUSCHNER et al., 2010). Em 2011
foi adicionada a lista de bactérias que podem ser utilizadas em alimentos na China, ja em
2013 foi classificada como organismos geralmente reconhecidos como seguro (“Generally
Recognized as Safe” — GRAS) pela US Food and Drug Administration (FDA) (ZHAO et al.,
2019).

Pertencente ao grupo Lactobacillus reuteri, a espécie L. fermentum é frequentemente
isolada de plantas e cereais fermentados, raramente € encontrada nos ecossistemas
intestinais (GANZLE; RIPARI, 2016), ja foi identificada em produtos lacteos, esgoto, boca e
fezes de seres humanos, fermentacdo de vegetais, (ZHAO et al., 2019) e em fermentacdes
de mandioca (ADEDOKUN et al., 2016; AYODEJI et al., 2017; KOSTINEK et al., 2008).

Essa bactéria tem sido classificada como um probi6tico, uma bactéria Gram-positiva
com atividade oxidante e antimicrobiana (LIEPA; VIDUZA, 2018), sdo mesofilicas
heterofermentativas obrigatérias (FOX et al., 2000), organismos némades e de vida livre
(DUAR et al., 2017), com um bom crescimento a 45 °C e ndo apresenta crescimento em
temperaturas inferiores a 15 °C, podendo formar col6nias branco-acinzentadas com cerca

de 1 mm em didmetro. L. fermentum s&o representadas na Figura 5 (ZHOU; LI, 2015).

Figura 4 Representacdo do Lactobacillus fermentum

Legenda: a) Célula L. fermentum Gram-positiva; b) Célula L. fermentum com 0,5-0,9 ym de didametro;
c¢) Colbnias de L. fermentum (sangue BHI &gar).

Fonte: Zhou e Li (2015).

O formato das coldnias de L. fermentum pode ser convexo ou ligeiramente convexo,
com superficie lisa, as colbnias ndo sdo transparentes em agar-sangue BHI (Figura 4c),
possuem uma estrutura de circulo concéntrico no centro da colénia quando observado no
estereomicroscopio (ZHOU; LI, 2015).

Cepas de L. fermentum com agéo bacteriocinogénica sdo escassas até 0 momento.
As cepas que foram identificadas como isolados de L. fermentum com produgédo de

bacteriocinas séo descritas no Quadro 7.
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Quadro 7 Bacteriocinas isoladas pela bactéria latica Lactobacillus fermentum

Bacteriocinas isoladas de L Peso molecular a
. Fonte primaria Referéncia
Lactobacillus fermentum
Bacteriocina L-23 Cotonotes vaginais 'de ~7000 Da (PASCUAL et al.,
mulheres saudaveis 2008)
Bacteriocina CS57 Secrffoes vaginais >30 kDa (SABIA et al., 2014)
umanas
Bacteriocina NM 322 Azeitonas verde ~8000 Da %?ZJ)GANI et al,
Cepa da bactéria L. ~54 kDa
BLIS LF5174 fermentum obtida por (SHAH; DAVE, 1999)
colecéo
: . 33,593 kDa (WANNUN; PIWAT,;
* 1 L] 1
Fermencina SD11 Via oral humana TEANPAISAN, 2016)
Cepa da bactéria L. 3 abkbDa
Fermenticina B fermentum obtida por (YAN; LEE, 1997)
colecao
Fermencina SA715* Leite de cabra 1792,537 (WAYAZ‘gigF;HILIP’

*Fermencina SD11 e SA715: Somente essas bacteriocinas possuem o peso molecular exato.

Na literatura verifica-se que o potencial para a producdo de bacteriocina a partir de L.
fermentum ainda ndo é muito explorado. Das bacteriocinas identificadas, apenas a SA715
(WAYAH; PHILIP, 2018) e a Fermencina SD11 (WANNUN; PIWAT; TEANPAISAN, 2016)
foram purificada até a homogeneidade. Dessa forma, torna-se relevante e importante o

estudo de L. fermentum com potencial para producéo de bacteriocinas.

3.6 Inibi¢c&o das bactérias do acido latico e bacteriocinas

Segundo Reis e colaboradores (2012), a inibicdo do crescimento celular pode ocorrer
pela presenca do acido latico uma vez que a solubilidade do préprio &cido pode ndo se
dissociar na membrana do citoplasma e com a insolubilidade do lactato dissociado, causar a
acidificacdo do citoplasma e falha na forca motriz do préton (energia de transferéncia de
elétrons), o que diminui a quantidade de energia para as células crescerem.

A producdo da bacteriocina pode ser afetada por diversos fatores, como, por
exemplo, a falta de carbono e de nitrogénio no meio, que sdo condi¢cbes para a fermentacao
(pH, temperatura, agitacdo) (CHEIGH et al., 2002).

Segundo Schillinger; Geisen e Holzapfel (1996), os fatores que influenciam na
eficacia da producao de bacteriocinas sao:

¢ O aparecimento de patdgenos resistentes ou bactérias deteriorantes;

¢ Algumas condi¢Bes que desestabilizam a atividade biolégica de proteinas, como

as proteases ou processos de oxidacao;
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¢ Ligacdo a componentes alimentares, como particulas de gorduras ou superficie de
proteinas;

¢ |nativacdo por outros aditivos;

e Ma solubilidade e distribuicdo inadequada na matriz alimentar;

o Efeitos do pH na estabilidade e na atividade da bacteriocina.

Com o intuito de aumentar a vida Util dos alimentos, sdo utilizados métodos com
baixas e altas temperaturas, agentes quelantes, antimicrobianos, sistema lactoperoxidase e
combinacédo de bacteriocinas (CHEN; HOOVER, 2003).

O pH é um fator importante para identificar a liberacdo da bacteriocina no meio
extracelular: os valores de pH inferiores a 5 estdo correlacionados com o consumo de
lactose pelas células, que é convertido em acido latico (JOZALA, 2009). Quando os valores
de pH s@o menores que 6, mais de 80% da nisina produzida é liberada ao meio de
crescimento, porém valores maiores que esse valor contribuem para que a nisina fique
associada a membrana celular e no interior de célula (HURST; KRUSE, 1972). A
solubilidade e a estabilidade da nisina podem aumentar significativamente com o aumento
da acidez do meio, a nisina é considerada estavel em pH 2 e pode ser esterilizada a 121 °C
(BISWAS et al., 1991).

3.7 Considerac0es finais

O aumento da demanda no mercado mundial por alimentos naturais e saudaveis
influenciou diretamente o aumento de novas tecnologias para a biopreservacdo dos
alimentos. Peptideos antimicrobianos de bactérias do &cido latico, como as bacteriocinas,
podem ser utilizados como bioconservantes. Nesse contexto, € importante verificar a
producdo de bacteriocinas para atender o mercado alimenticio. A producédo de bacteriocina
pode ser realizada selecionando fatores pelo delineamento experimental Plackett-Burman
(PB) e otimizada por meio de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

utilizando como substrato a agua residuaria da fécula de mandioca.
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ARTIGO 1: Lactobacillus fermentum COM POTENCIAL PARA PRODQQAO DE
BACTERIOCINA A PARTIR DE AGUA RESIDUARIA DE INDUSTRIA DE FECULA DE
MANDIOCA

RESUMO: A crescente tendéncia da biopreservacdo nos alimentos estimulou a busca por
antimicrobianos alternativos. Bactérias do Acido Latico (BAL) e/ou seus metabolitos, como as
bacteriocinas, representam uma forma biotecnolégica para seguranca alimentar. O objetivo deste
trabalho foi isolar, caracterizar e avaliar o potencial biopreservador de uma cepa de bactéria do acido
latico com producédo bacteriocina, utilizando como meio de cultivo a agua residuéria de indUstria de
fécula de mandioca, bem como otimizar o processo de producdo. Inicialmente foi realizado o
isolamento de cepas do residuo da agroindlstria processadora de mandioca com potencial de
producédo de bacteriocinas. Obtida a cepa, foi realizada a identificacdo pelo sequenciamento genético
16s, encontrando a BAL Lactobacillus fermentum. Para selecionar os fatores que exerciam influéncia
na producdo de bacteriocinas por L. fermentum em &gua residuaria de fecularia de mandioca foi
realizado um delineamento experimental Plackett-Burman (PB) com 5 varidveis independentes
(sacarose, extrato de levedura, fosfato de potassio, sulfato de magnésio e Tween 80) e tempo de
cultivo de 36 horas sob agitacdo. A partir do PB, verificou-se que apenas sacarose, extrato de
levedura e Tween 80 foram significativos a 90% de confiabilidade. Na sequéncia, foi realizado o
estudo cinético por um periodo de 35 horas sob agitacdo, o qual indicou que o melhor tempo de
cultivo era de 20 h. Para a otimizagéo foi realizado o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) a partir das variaveis selecionadas no PB, com o tempo de 20 h. Todos os fatores foram
significativos no DCCR a 90%, porém o Tween 80 exerceu maior influéncia. Além da producédo de
bacteriocinas, outras variaveis respostas foram avaliadas, tais como: producdo de &cido latico, pH,
massa seca, eficiéncia de remocdo de DQO e agucar. Verificou-se que para a producdo maxima de
bacteriocinas (11751,03 AU/mL) por L. fermentum em agua residuéria de fécula de mandioca.

Palavras-chave: Bactérias do acido latico; Lactobacillus fermentum; Residuos
agroindustriais.

5.1 Introducgéo

Com a crescente conscientizagdo dos consumidores por uma vida saudavel e
consequentemente o aumento da demanda do mercado mundial por alimentos naturais,
ampliaram-se as buscas por novas tecnologias e produtos para conservacdo destes
(AYODEJI et al., 2017). Os peptideos antimicrobianos de bactérias do &cido latico, como as
bacteriocinas, podem ser utilizados na biopreservacdo dos alimentos (WAYAH; PHILIP,
2018).

Bacteriocinas sao moléculas catibnicas que possuem a capacidade de inibir o
crescimento de bactérias patogénicas, apresentam resisténcia a altas temperaturas e pH
acidos (CHIKINDAS et al., 2018; PAULA et al.,, 2015; GHARSALLAQUI et al., 2016).
Bacteriocinas detém grande potencial para substituicdo dos antibioticos e conservantes
guimicos para alimentos (CAVERA et al.,, 2015; CAVICCHIOLI et al., 2018). Geralmente
possuem acao rapida e sdo conhecidas como seguras (“Generally Recognized as Safe” —
GRAS), facilitando aplicagdes nos alimentos (BALI et al., 2016; CHIKINDAS et al., 2018).
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Lactobacillus sdo encontrados em diferentes habitats, sendo membros importantes
das microbiotas animal e humana, bem como do meio ambiente. Em consequéncia da
associacdo com seres humanos e como matéria prima na industria alimenticia, esses
organismos estao presentes nos alimentos fermentados (ZHENG et al., 2015). As bactérias
desse género sdo Gram-positivas, ndo formadoras de esporos, aerotolerantes, podem ser
homofermentativas ou heterofermentativas, tolerantes a um pH acido e produzem &cido
latico (DOWARAH; VERMA; AGARWAL, 2017; DUAR et al., 2017; SLOVER, 2008;
STEFANOVIC; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2017).

A espécie Lactobacillus fermentum é amplamente conhecida e considerada como
uma cepa probidtica segura, uma vez que 0 seu uso aparentemente ndo indica efeitos
negativos, sendo utilizada em diversos alimentos para consumo humano (ZHANG et al.,
2010). Em 2009 foi incluida no “Qualified Presumption of Safety” (QPS) pela European Food
Safety Authority (EFSA) (LEUSCHNER et al.,, 2010), em 2011 foi adicionada na lista de
bactérias que podem ser utilizadas em alimentos na China e em 2013 foi classificada como
organismos geralmente reconhecido como seguro (GRAS) pela US Food and Drug
Administration (FDA) (ZHAO et al., 2019).

As cepas de L. fermentum sdo estaveis ao calor, peptideos de baixa massa
molecular (<7000- Da), possuem estabilidade em varia¢bes do pH (4,0 — 7,0) e, de acordo
com essas caracteristicas, as bacteriocinas de L. fermentum pertencem as bacteriocinas de
bactérias do acido latico da classe Il (PASCUAL et al., 2008). O potencial de Lactobacillus
fermentum para a producdo de bacteriocinas ainda ndo foi muito explorado; as que foram
identificadas sdo: bacteriocina L23 (PASCUAL et al., 2008), bacteriocina CS57 (SABIA et al.,
2014), bacteriocina NM 332 (MOJGANI et al., 2012), BLIS LF5174 (SHAH; DAVE, 1999),
fermencina SD11 (WANNUN; PIWAT; TEANPAISAN, 2016), fermenticina B (YAN; LEE,
1997) e fermencina SA715 (WAYAH; PHILIP, 2018).

O isolamento e a triagem de bactérias laticas provenientes de fontes naturais € uma
estratégia para obter cepas bacterianas Uteis e geneticamente estaveis (AYODEJI et al.,
2017). Residuos naturais como da inddstria processadora de mandioca estao
frequentemente relacionados a presenca de bactérias laticas (ADEDOKUN et al., 2016b;
AYODEJI et al., 2017; ELIJAH et al., 2014; KOSTINEK et al., 2008; PENIDO et al., 2018) e
podem servir como substrato para a producdo de bacteriocinas (GOMES et al., 2016;
VILVERT, 2019).

Considerando a importancia de se avaliar o potencial de producao de bacteriocinas a
partir de L. fermentum, cepa previamente isolada de residuo do processamento de

mandioca, foi utilizada a dgua residuaria da industria de fécula de mandioca como substrato
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para meio de cultivo. Para tanto, utilizou-se do delineamento experimental Plackett-Burman
(PB) para selecionar os fatores que influenciam diretamente na producdo de bacteriocinas e

do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para a otimizacao da producao.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Coleta de residuos

Para o isolamento das bactérias laticas foi coletada agua residuaria de uma indastria
de fécula de mandioca do estado de S&o Paulo — Brasil, por esta apresentar em sua
composicao bacteriocinas (GOMES et al., 2016). A 4gua residuaria utilizada como substrato
no cultivo foi coletada em uma fecularia da regido do Oeste do Parana, sendo

homogeneizada, caracterizada e entdo congelada até o momento do seu uso.

5.2.2 Caracterizagao fisico-quimica da agua residuaria de industria de fécula de mandioca

A caracterizagdo fisico-quimica da agua residuaria da fecularia de mandioca foi
realizada por meio de parametros pré-estabelecidos (Tabela 1). Os métodos utilizados para
a realizacdo das andlises sdo descritos no Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (EATON; CLESCERI; GREENBERG, 2005), com excec¢do dos agucares

totais, que foram determinados por Dubois et al. (1956).

Tabela 1 Composicéo fisico-quimica da agua residuéria da industria de fécula de mandioca

Paréametro Aguaresiduéria
pH 4,02
DQO bruta 7741,13 (mg L)
DQO filtrada 4172,70 (mg L™1)
Carbono orgéanico total 4115,00 (g L)
Nitrogénio amoniacal 14,98 (mgL™1)
Nitrogénio total 246,40 (mg L™1)
Aclcares totais 5007,19 (mg L™1)
Acido latico 3830,00 (mg L)
Acido acético 1053,94 (mg L)
Soélidos totais 6817,33 (mg L)
Solidos suspensos totais 1250,00 (mg L™1)

Legenda: DQO: Demanda quimica de oxigénio.
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5.2.3 Isolamento, caracterizacdo e identificacdo das bactérias do acido latico a partir dos
residuos do processamento da mandioca

O isolamento das bactérias do &cido latico a partir da 4gua residuaria de industria de
farinha de mandioca foi realizado a partir de metodologias adaptadas de Bernardo et al.
(2013); Fujimoto et al. (2014) e Vilvert (2019). Inicialmente, aliquotas de 2 mL da &gua
residudria foram inoculadas em Erlenmeyers de 100 mL contendo 18 mL de caldo M17 da
marca Sigma-Aldrich® e incubadas em agitador rotacional (shaker) a 35 °C,150 rpm por 24
horas.

ApOs o processo de cultivo, foi retirada uma aliquota de 1 mL do caldo fermentado e
adicionado 9 mL de agua peptonada autoclavada, realizando-se diluicdes em série de fator
10*até 10°. Com o objetivo de obter coldnias isoladas de bactérias foi realizada a técnica de
semeadura em placa Pour Plate, em que foi utilizado 100 pL das respectivas diluicdes para
0 plagueamento em meio 4gar M17, levando para a incubacéo a 35 °C por 48 horas. Foram
selecionadas, aleatoriamente, col6nias que estavam com sua morfologia bem formada, com
formato circular e de aparéncia branca acinzentada (ZHOU; LI, 2015). As colbnias foram
purificadas pelo método de esgotamento por estria, em placas de Petri contendo meio M17
agar e incubadas novamente a 35 °C por 48 horas.

Apbés a obtencdo do isolado, as colbnias foram caracterizadas segundo sua
morfologia e caracteristicas bioquimicas, a partir da coloracdo de Gram, producdo de
catalase e teste de antagonismo em relacdo a vancomicina. A partir das coldnias isoladas foi
preparado o in6culo em caldo MRS da marca EMD Millipore®, sendo incubado a 30 °C, 100
rpm por 16 horas ou até atingir a densidade 6Optica de 1,0 (660 nm).

O isolado tinha um grande potencial para a producéo de bacteriocinas a partir dos
ensaios realizados (item 5.2.6); assim, foi realizado um sequenciamento genético da cepa. A
regido variavel V3-V4 do gene ribossomal 16s foi amplificada por PCR para o
sequenciamento de amplicons 16s rRNA com uma cobertura de sequenciamento de 10 mil

reads, e sequenciadas por meio da plataforma lllumina Miseq, pela empresa Neoprospecta.
5.2.4 Delineamento experimental para a producéo de bacteriocinas
5.2.4.1 Plackett & Burman (PB)

Com o intuito de verificar as variaveis independentes que poderiam ter efeito

significativo na produgdo de bacteriocinas, foi utilizado o planejamento experimental

Plackett-Burman (PB). Esse experimento é adequado a fim de estudar de forma eficiente e
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econbmica o efeito dos fatores (KARLAPUDI et al.,, 2018). No PB foram avaliadas cinco
variaveis independentes: sacarose (marca Dinamica®), extrato de levedura (marca
NEOGEN®), fosfato de potassio, sulfato de magnésio (marca Alphatec®) e polissorbato
Tween 80.

As variaveis foram selecionadas com base na revisao de literatura, identificadas
como fatores que exercem influéncia na producdo de bacteriocinas (AMIALI; LACROIX;
SIMARD, 1998; CABO et al., 2001; CHANDRAPATI; O’'SULLIVAN, 1998; CHEIGH et al.,
2002; DABA et al., 1993; GUERRA; RUA; PASTRANA, 2001; LIU et al., 2004; LOSTEINKIT
et al., 2001; PARENTE; RICCIARDI, 1999; PONGTHARANGKUL; DEMIRCI, 2006; SIMSEK
et al., 2009).

Os ensaios do PB foram realizados a partir de cultivos em frascos de 120mL, sendo
cada frasco composto de 45mL de agua residudria da industria de mandioca enriquecida
com os fatores do planejamento fatorial conforme esta descrito na Tabela 3. O pH foi
ajustado para 6 com NaOH 0,2 mol/L, os frascos com o meio de cultivo foram autoclavados
a 121 atm, 1 atm por 15 minutos. Apos o resfriamento do material foram adicionados 5 mL
do in6culo (cerca de 10% v/v), para entdo serem incubados a 35 °C, a 100 rpm por 36 horas
para a fermentagdo. Apos o periodo de fermentacdo, o meio fermentado foi centrifugado a

3.200 rpm por 20 min, sendo o sobrenadante retirado e filtrado em filtro de 0,20 p (Figura 1).

uu
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Figura 1 Etapas dos processos envolvidos na producdo de bacteriocinas por Lactobacillus
fermentum.Legenda: 15 frascos (1), pesagem dos nutrientes de acordo com as variaveis do
planejamento experimental e transferéncia para os frascos (2), adicdo da agua residuaria (3), ajuste
do pH (4), autoclavacgéo (5), adicdo do inoculo (6), incubagdo em agitador rotacional shaker (7). Ao
término do periodo de incubacéo foi realizada a centrifugacéo (8). O sobrenadante foi filtrado com o
auxilio de uma seringa com filtro 0,20 um (9). Fonte: Autoria propria (2020).

No sobrenadante foram realizadas analises fisico-quimicas considerando o0s
seguintes parametros: DQO, acucares totais, acido latico, acido acético e bacteriocinas. O
precipitado da centrifugacdo foi utilizado para a quantificacdo da massa seca, sendo
expressa como solidos totais (ST) (JOZALA, 2005).
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Os fatores selecionados para o PB, juntamente com seus valores codificados e reais

sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Variaveis independentes e niveis do planejamento experimental fatorial Plackett-Burman
para a producdo de bacteriocinas de Lactobacillus fermentum

Variaveis Niveis
-1 0 1
Sacarose (g/L) 0 10 20
Extrato de levedura (g/L) 0 7.5 15
Fosfato de potassio (g/L) 0 0,57 1,14
Sulfato de magnésio (g/L) 0 0,57 1,14
Tween 80 (mL/L) 0 2 4

As condicdes do modelo experimental Plackett-Burman, com 12 ensaios e 3
repeticbes no ponto central, estéo relacionados na Tabela 3.

Tabela 3 Condi¢cbes experimentais codificadas do planejamento experimental Plackett-Burman com
trés repeticdes no ponto central para a producédo de bacteriocinas por Lactonacillus fermentum

Extrato de Fosfato de Sulfato de
Ensaios Saca/lr_ose levedura potassio magneésio Tweﬁ?LBO
@h) (/L) (/L) (/L) (miiL)
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

As variaveis respostas avaliadas no PB foram producédo de bacteriocinas, producéo
de acido latico, massa seca, pH, eficiéncia de remocao de DQO e acUlcar. Apés a realizacao
dos ensaios do PB, foram definidas as variaveis que mais exerciam influéncia na producao
de bacteriocinas. Inicialmente foi calculada a normalidade dos dados pelo software Action
Stat® e apos foram identificadas as variaveis que exerciam mais influéncia no intervalo de
confianga de 90%, com o auxilio do software Statistica® versdo 12.0. Segundo Plackett e
Burman (1946) e Schoeninger et al. (2014), utilizar o nivel de significancia a 10% minimiza o

risco de excluir fatores importantes para 0 processo.



35

5.2.4.2 Obtencao da cinética de producdo bacteriocinas

Identificado o ensaio do delineamento experimental PB com maior influéncia na
producdo de bacteriocinas, foi realizado o ensaio cinético durante 35 h, com amostras
retiradas a cada 5 h, para verificar o melhor tempo de fermentacdo. Definido o melhor
tempo, foi realizado o delineamento composto central e rotacional (DCCR) para otimizar a

producao de bacteriocinas.

5.2.4.3 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

O delineamento composto central rotacional (DCCR) foi adotado para otimizar a
producdo de bacteriocinas, sendo aplicado um planejamento fatorial 23 (2x2x2) composto
por 17 ensaios, com oito ensaios nos niveis -1 e +1, seis ensaios na parte axial —a e +a e
trés repeticdes do ponto central. As variaveis independentes selecionadas para o DCCR
foram: sacarose, extrato de levedura e Tween 80. Os ensaios foram realizados conforme
descrito no item 5.2.4.1 (Figura 1). Na Tabela 4 sdo apresentados os fatores selecionados,

com os valores dos niveis codificados e reais.

Tabela 4 Variaveis independentes e niveis do planejamento composto central rotacional (DCCR) para
a producédo de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum

Variavel Nivels
-a -1 0 +1 +a
Sacarose (gL?) 0 5,05 12,50 19,94 25,00
Extrato de levedura (gL?) 0 4,04 10,00 15,95 20,00
Tween 80 (mLL™1) 2,00 3,21 5,00 6,78 8,00

Na Tabela 5 séo apresentadas as condi¢Ges experimentais do DCCR considerando

0s 17 ensaios.

Tabela 5 Condi¢cbes experimentais codificadas do planejamento experimental composto central
rotacional (DCCR) com trés repeticdes no ponto central para a producdo de bacteriocinas por
Lactobacillus fermentum

Ensaios Sacarose (g/L) Extrato de levedura (g/L) Tween 80 (mL/L)
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 -a 0 0
10 +a 0 0

(continua)
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(continuacao)

Ensaios Sacarose (g/L) Extrato de levedura (g/L) Tween 80 (mL/L)
11 0 -a 0
12 0 +a 0
13 0 0 -a
14 0 0 +a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Os dados obtidos, apos a realizagdo do planejamento DCCR 23, foram analisados
com o intuito de calcular os efeitos principais e as intera¢cdes das variaveis respostas e, a
partir deles, foi ajustado um modelo de segunda ordem para correlacionar as variaveis e

suas respostas. O ajuste do modelo é descrito pela Equagéo 1.
y= Bo + i=1¢Y Bi Xi + i=1k> Bii Xi2 + K3 Bij Xi Xj+ E Eq. (1)

Em que:

Y - resposta predita de producgéo de bacteriocina;
Bo - valor constante do intercepto;

Bi - coeficiente lineares;

Xi - 0S parametros variaveis;

Bii - coeficiente quadratico de xi;

Bij - coeficiente da interacao entre a variavel xi.

5.2.4.4 Otimizacéo e validacdo experimental do DCCR

Primeiramente, com o auxilio do software Action Stat®, foi verificada a normalidade
dos dados. Caso nédo apresentassem normalidade, os dados seriam transformados pela
técnica box-cox. Na sequéncia, com o auxilio do software Statistica®, foi realizada a analise
de variancia (ANOVA) para determinar o0 modelo e coeficientes de regressao.

A qualidade da equacéo polinomial foi julgada pelo coeficiente de determinacéo (R?),
e a significancia estatistica foi verificada pelo teste-F de Fischer. A superficie de resposta e
o grafico de contorno do modelo-predito foram utilizados para avaliar as relacfes interativas
entre as variaveis significativas, com nivel de significancia de 10%.

Para estimar as melhores respostas de producdo de bacteriocinas foi utilizada a
funcao desirability de Derringer. Segundo Derringer e Suich (1980), a funcéo desirability tem
como objetivo encontrar as condi¢cbes de operacdo que garantam o cumprimento dos
critérios para todas as respostas envolvidas e, a0 mesmo tempo, proporcionar a melhor
resposta conjunta dos fatores estudados. Os valores sao restritos ao intervalo [0,1], onde

zero era um valor inaceitavel e um era um valor desejavel.
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5.2.5 Métodos analiticos

O parametro pH foi medido a partir do pHmetro de bancada Tec 3MP da marca
Tecnal®. A demanda quimica de oxigénio (DQO), sélidos totais (ST), solidos totais volateis
(STV) — Massa seca, foram determinados pelos métodos descritos no Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (EATON; CLESCERI; GREENBERG, 2005). As
medidas das concentracdes dos acUcares totais foram realizadas de acordo com Dubois et
al. (1956). Para a analise do acido latico, inicialmente as amostras foram filtradas em
membrana de acetato de celulose com poro de 0,2 nm e acidificadas com solugao de H>SO4
(2 Mol/L). Apés, foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), 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.SOs em fluxo de 0,5
mL.min?* e volume de injecédo de 20uL (PENTEADO et al., 2013).

5.2.6 Determinacédo da producédo de bacteriocinas

A determinacdo da producdo de bacteriocinas foi realizada pelo método de difuséo
em agar descrito por Lewis e Montville (1991). O agar escolhido para verificar o crescimento
das bacteriocinas foi o0 TSA (Agar triptona de soja) suplementado com sangue de carneiro
em 5% v/v. O Lactobacillus sakei (L. sakei) foi utilizado como microrganismo indicador da
producdo de bactericionas, de acordo com Bromberg e colaboradores (2006), na producdo
da bacteriocina nisina.

O TSA é uma base nutritiva com diversos propdsitos, comumente conhecido como
agar digestdo enzimatica de caseina-soja; esse meio permite a adi¢cdo de suplementos para
refor¢ga-lo, como o sangue de carneiro, fornecendo um excelente meio néo seletivo, utilizado
para indicar reacdes hemoliticas de bactérias (BD, 2013; NEOGEN, 2010).

L.sakei foi cultivado em meio liquido MRS e incubado a 35 °C em 100 rpm. Apés
24 h, aliquotas de 10 mL foram retiradas para leitura da densidade 6ptica (DO) a 660 nm,
indicando um valor de 0,4. Uma fragao de 100 ul da cultura do L.sakei foi espalhada com
auxilio da alca de Drigalski na placa de Petri contendo 0 meio TSA suplementado com
sangue de carneiro, ja solidificado.

Nas placas de Petri foram inseridos orificios (pocos) de aproximadamente 3 mm de
didmetro na superficie do agar, com o auxilio de um perfurador de metal estéril. Em seguida,

aliquotas de 20 ul do sobrenadante das amostras fermentadas foram adicionadas em cada
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orificio. Apds os procedimentos citados, as placas foram incubadas na jarra de anaerobiose
a 35 °C por 24 horas.

O didmetro do halo de inibicdo formado ao redor de cada poco, devido a inibicdo do
crescimento do L. sakei pelas bacteriocinas, foi medido com o auxilio de um paquimetro
digital, em quatro pontos. A medida média dos halos esta relacionada a producdo da
bacteriocina, sendo expressa em unidades arbitrarias (arbitrary units — AU). Para
guantificacdo da concentracdo de bacteriocinas foi realizada uma curva padréo a partir da
solugdo comercial da Sigma Aldrich contendo 2,5% de nisina (Sigma Aldrich) com um valor
de AU correspondente a 10°. A curva foi obtida por meio de diluicdes da nisina padrdo em
agua residuaria da mandioca, autoclavada a 121 atm por 15 min, nas concentracdes de 10°
a 10° AU/mL. A relagédo dos diametros do halo de inibicdo gerou uma equacdo da reta,
descrita pela Equagéao 2.

PB = log10((0:1632%)+0,6135) Eq. )

Em que:

PB - produc¢éo de bacteriocina (AU/mL);
x - medida do halo de inibicdo (mm).

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Isolamento e identificacdo das cepas de BAL obtidas de residuos do processamento

da mandioca

As bactérias laticas (BAL) sdo microrganismos que podem estar vinculados aos
residuos do processamento da mandioca. Adedokun et al. (2016), Ayodeji et al. (2017),
Gomes et al. (2016) e Vilvert (2019) relataram a presenca de BAL produtoras de
bacteriocinas nesses residuos.

A colbnia isolada da agua residuaria da industria de farinha de mandioca com
potencial para a producdo de bacteriocinas foi cuidadosamente identificada por estudos de
caracteristicas e por sequenciamento genético. A colbnia isolada apresentou uma tonalidade
branca acinzentada (Figura 2a), morfologia bacilos Gram-positivo (Figura 2b), com reacéo
negativa para catalase, com inibicdo do crescimento de Lactococcus sakei em teste de

antagonismo (Figura 2c) e certa sensibilidade ao antibiotico Vancomicina (Figura 2d).
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Figura 2 Bactéria do acido latico isolada da &gua residuéaria da fécula de mandioca com potencial
para a produc¢do de bacteriocinas.

Legenda: a) forma branca acinzentada; b) bacilos Gram-positivos; c) teste de antagonismo com
formacao do halo de inibigdo do crescimento de Lactococcus sakei em agar TSA suplementado com
sangue de carneiro; d) teste de antagonismo em relagcdo & vancomicina com formacéo do halo de
inibicdo do crescimento da bactéria isolada. Fonte: Autoria prépria (2020).

A bactéria isolada foi caracterizada como bactéria do A&cido latico pelo
sequenciamento genético 16S (V3-V4), sendo identificada como Lactobacillus fermentum. O
sequenciamento de dados do isolado apresentou 99,48% de homologia com essa espécie e
foi determinado por meio da plataforma Illumina Miseq pela empresa Neoprospecta, apés
uma analise de bioinformatica basica para a classificacdo taxondmica dos reads.

Segundo Liepa e Viduza (2018), a bactéria L. fermentum possui atividade
antioxidante e antimicrobiana, sendo identificada como um probiético. Adedokun et al.
(2016) avaliaram a atividade antifingica dessa bactéria em alimentos e verificaram que a
cepa possuia caracteristicas biopreservativas no alimento, sendo capaz de inibir o
crescimento de Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Penicillium expansum.

L. fermentum apresentou potencial para producdo de bacteriocinas, devido ao teste
de antagonismo com formacédo de halo de inibicdo do crescimento de Lactococcus sakei
(Figura 2c). Ayodeji et al. (2017) avaliaram a producdo de bacteriocinas a partir do L.
fermentum utilizando produtos da mandioca e verificaram a atividade antibacteriana devido a
formacdo de halos de inibicdo em relacdo a microrganismos patogénicos, como a
Escherichia coli, Salmonella enteritidis e Yersinia enterocolitica. A atividade antibacteriana é
uma propriedade desejavel para microrganismos com potencial de producdo de
bacteriocinas e probioticos, uma vez que reduz o crescimento de patdogenos (ARCHER;
HALAMI, 2015; OZEL et al., 2018).
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5.3.2 Producéo de bacteriocinas

A producao de bacteriocinas a partir de Lactobacillus fermentum necessita de meios
de crescimento complexos, como 0 Man Rogosa Sharpe (MRS, meio desenvolvido
principalmente para o cultivo de lactobacilos) (CORRY; CURTIS; BAIRD, 2003). No entanto,
0 alto custo para obtencdo desse meio pode inviabilizar a producdo em grande escala;
assim, a utilizacdo de residuos com potencial biotecnolégico, como a agua residuaria da
fécula de mandioca, pode ser adequada para a producdo de bacteriocinas (GOMES et al.,
2016), uma vez que agrega valor ao residuo e permite o seu aproveitamento. Na Tabela 6
sdo apresentados os dados relativos a producdo de bacteriocinas no meio sintético e no

natural em 36 horas de fermentacdo, com um n amostral de 4 amostras de cada.

Tabela 6 Producédo de bacteriocinas de Lactobacillus fermentum no meio sintético e natural em 36
horas de fermentacéo

Meio seletivo Producdo de bacteriocinas (AU/mL) Massa seca (g/L)

Sintético (MRS) 145,84 0,55
Natu[al (Agua reS|d_uar|a da 13505 0,63
fécula de mandioca)

Os valores de producdo de bacteriocinas para ambos 0os meios ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas pelo teste de comparacao de média (t-student), tendo
valores préximos de producdo a 95% de significancia, com p-valor de 0,072>0,05. Dessa
forma, é interessante utilizar o meio de cultivo natural com agua residuaria da fécula de
mandioca para a producdo de bacteriocinas.

A &gua residuaria da fécula de mandioca possui alta concentracdo de nutrientes,
como potassio, foésforo, calcio, magnésio, zinco, manganés, cobre, ferro e nitrogénio
(BEZERRA et al., 2019; CARVALHO et al., 2018). O uso desse residuo possui diversas
aplicagbes, como na producdo de hidrogénio (ANDREANI et al, 2019), adubag&o
(BEZERRA et al.,, 2017), irrigacdo (POLTHANEE; SRISUTHAM, 2018), biofertilizante
(NEVES et al., 2017), bioinseticida (CARVALHO et al., 2017), na producdo de biomassa
com potencial para produgcdo de biogas (OKUDOH et al., 2014), cultivo de levedura para
geragdo de carotendides e acidos graxos (RIBEIRO et al., 2019) e producdo de
bacteriocinas (VILVERT, 2019), etc.
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5.3.3 Otimizacao e validacao experimental
5.3.3.1 Plackett - Burman (PB)

A partir do delineamento experimental Plackett-Burman (PB), foram avaliadas as
respostas das variaveis dependentes (producdo bacteriocina), eficiéncia de remocédo de
DQO e acucares, massa seca e producdo de 4cido latico em relagcdo as variaveis
independentes (sacarose, extrato de levedura, fosfato de potassio, sulfato de magnésio e
Tween 80 — Tabela 2), sendo demonstradas na Tabela 7. O uso de substratos reais pode
aumentar em até duas vezes a producao de bacteriocina no caldo MRS, nas mesmas
condi¢cdes (MALHEIROS et al., 2015).

Tabela 7 Variaveis respostas do delineamento experimental Plackett-Burman para a producéo de
bacteriocinas por Lactobacillus fermentum

Producéo Eficiénciade Eficiéncia de Producéo de
Ensaios Dbacteriocina remocdao de re[noc;éo de se'\cA::S(Z?L) Acido latico pH final

(AU/mL) DQO (%) acucares (%) (g/L)
1 2090,12 59,32 7,05 1,27 15,34 4,21
2 1446,23 59,06 79,59 1,43 18,67 4,08
3 442,33 53,92 23,96 0,88 6,92 4,85
4 142,73 48,29 5,82 1,33 15,77 4,37
5 886,48 62,55 62,21 2,00 21,26 4,03
6 2572,41 63,41 62,91 2,37 21,41 4,00
7 174,68 60,47 18,05 0,98 7,34 4,58
8 2828,45 16,37 6,14 0,62 5,78 4,19
9 2293,85 54,05 6,18 0,55 5,84 4,22
10 3438,84 58,99 10,52 1,29 16,06 4,23
11 157,68 45,18 10,36 1,00 9,64 4,95
12 135,93 15,26 19,91 0,64 5,90 4,23
13 1050,79 55,98 62,08 1,92 17,15 4,31
14 1505,84 45,55 57,36 2,00 19,00 4,32
15 1841,16 45,29 55,98 1,81 20,02 4,32

Na Figura 3 sdo apresentados os graficos de Pareto, que demonstram os efeitos das
variaveis independentes na producado de bacteriocinas (Figura 3a), eficiéncia de remocao de
DQO (Figura 3b), eficiéncia de remocédo de agucar (Figura 3c) e producdo de &cido latico

(Figura 3d) no delineamento PB.
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(a) Atividade bacteriocina (AU/ml) (b) Eficiéncia de remog&o de DQO (%)

(5)Tween 80 (ml/L) - 6,05 (1)Sacarose (g/L) _ 5,03
(2)Extrato de levedura(g/L) -3,82 (2)Extrato de levedura(g/L) .4,37

(1)Sacarose (g/L) 3,30 (5)Tween 80 (ml/L) 1,02
(4)Sulfato de magnésio (g/L) =77 (3)Fosfato de potassio (g/L) 31
Curvatr. 31 (4)Sulfato de magnésio (g/L) 22
(3)Fosfato de potassio (g/L) -07 Curvatr. -,20
p=1 p=.1
(C) Eficiéncia de remocao de agucar (%) (d) Produgao de acido latico (g/L)
(2)Extrato de levedura(g/L) -18,|8 (1)Sacarose (g/L) -39‘95
Curvatr. ] 15,70 (2)Extrato de levedura(g/L) | 26,89
(1)Sacarose (g/L) ? 12,95 (3)Fosfato de potassio (g/L) -6,50
(3)Fosfato de potassio (g/L) -5,85 Curvatr. 5,03
(4)Sulfato de magnésio (g/L) 3,90 (5)Tween 80 (ml/L) 4,08
(5)Tween 80 (ml/L) 2,80 (4)Sulfato de magnésio (g/L) .10
p=1 p=1

Figura 3 Graficos de Pareto com efeito estimado das variaveis estudadas no Plackett-Burman para a
producédo de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum.

A producdo de bacteriocinas nos diferentes ensaios variou entre 135,93 AU/mL
(ensaio 12) e 3438,84 AU/mL (ensaio 10). A partir do delineamento PB esperava-se que a
producdo do ensaio 12 fosse mais baixa comparada aos demais, visto que nesse ensaio
ndo foi adicionado nenhum suplemento. J& no ensaio 10 foram adicionados sacarose e
Tween 80, aumentando a producdo de bacteriocinas significativamente. Todos o0s
experimentos, nos quais foram adicionados 4 mL/L de Tween 80, apresentaram elevados
valores de producédo de bacteriocinas.

Os fatores que foram significativos ao nivel de 90% para a producédo de bacteriocinas
sdo o Tween 80, o extrato de levedura e a sacarose (Figura 2a), sendo esses escolhidos
para a realizagcdo do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Visto que a
Lactobacillus fermentum é considerada uma bactéria fastigiosa, que exige condi¢fes ideias
de nutrientes para o crescimento e o0 metabolismo celular, pode-se inferir que esses trés
substratos atendem a necessidade de producgédo pela bactéria.

No PB foi utilizado o fosfato de potassio pela propriedade tamponante, a fim de
retardar a queda do pH causada pela producdo do acido latico; porém, verificou-se que ele

nado foi significativo a 90% na producdo de bacteriocinas. Ogunbanwo, Sanni e Onilude
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(2004), ao avaliarem a producédo de bacteriocinas por Lactobacillus brevis utilizando no meio
de cultivo o fosfato de potassio, acetato de sodio, sulfato de magnésio e sulfato de
manganés, verificaram que esses suplementos também ndo apresentaram efeitos
significativos.

Para o sulfato de magnésio, verificou-se que também ndo houve influéncia a 90% de
significancia, esse substrato foi adicionado inicialmente como fonte de metal.
Pongtharangkul e Demirci (2006) avaliaram quantidades diferentes de sulfato de magnésio
no meio para a produgcdo da nisina por Lactococcus lactis e verificaram que grandes
guantidades desse suplemento (= 0,04% p/v) diminuem drasticamente o crescimento.

A eficiéncia de remocdo da DQO apresentou-se na faixa de 45 a 60%,
aproximadamente, sendo a menor eficiéncia no ensaio 12, com 15,26%. Essa baixa
eficiéncia no ensaio 12 pode ser explicada pela falta de nutrientes e condicbes que as
bactérias necessitariam para promover a remog¢do da DQO. E importante ressaltar que para
a agua residuaria da fécula de mandioca ser descartada nos corpos hidricos € necessario
tratar e diminuir o valor da DQO do meio (CAMPOS et al., 2006). Nesse estudo, a eficiéncia
de remocao sendo baixa ou alta ndo influenciou na producéo de bacteriocinas. Vilvert (2019)
relatou a mesma situacao.

A eficiéncia de remocdo de acgUcares mostrou-se diretamente relacionada com as
quantidades iniciais de sacarose e extrato de levedura adicionadas no meio de cultivo.
Quando essas variaveis foram adicionadas individualmente, observou-se valores baixos de
eficiéncia de remocdo de acUcares. No entanto, nos ensaios em que contemplou-se a
adicdo de ambas as variaveis a remocao foi elevada, como no ensaio 2 com 20 g/L de
sacarose e 15 g/L de extrato de levedura e remocgéo de agucares de 79,59%. Pelo grafico de
Pareto (Figura 3c), verifica-se que as variaveis que mais exerceram influéncia sdo a
sacarose e 0 extrato de levedura. No geral, os ensaios que tinham quantidades méaximas de
sacarose em conjunto com o extrato de levedura apresentaram maior producdo de
bacteriocinas.

O crescimento celular indicado pela variavel massa seca (g/L) esta relacionado com
a sintese do acido latico no processo fermentativo. Assim, ndo ha formacao de acido latico
se 0 meio nhdo possuir concentracdes de nitrogénio e condicdes como pH e temperatura
adequadas para promover o crescimento (PIZATO; OGRODOWSKI; PRENTICE-
HERNANDEZ, 2015). Na Tabela 7 é possivel verificar que quanto maior é a matéria seca,
maior € a quantidade de acido latico no meio.

Na producdo de &cido latico verifica-se que a variavel que mais influenciou

significativamente a 90% foi a sacarose. Assim, quanto mais sacarose houver no meio,
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maior sera a producdo de acido latico, confirmando a via de fermentacdo heterofermentativa
de Lactobacillus fermentum (ZHAO et al., 2019). As maiores producbes de &cido latico
foram obtidas nos ensaios 6 e 5 (21,41 e 21,25 g/L, respectivamente), nesses ensaios a
variavel sacarose estava no maior nivel (20 g/L). No geral, a producdo de bacteriocinas
aumentou quando a producdo de acido latico aumentou, sendo que a producdo do acido
latico ocorre devido a sintese quimica ou pelo processo fermentativo das bactérias laticas,
uma vez gue esse acido é um produto metabdlico destes microrganismos (GUILHERME;
PINTO; RODRIGUES, 2009).

Estudos indicam que valores para o pH inicial (antes da fermentacéo) entre 5,0 e 6,0
sdo considerados 6timos para o crescimento e a producdo de bacteriocinas (OZEL et al.,
2018; WANNUN; PIWAT; TEANPAISAN, 2016). O decaimento do pH em todos os ensaios
pode ser explicado pela fermentacdo das amostras, uma vez que ocorre liberacdo de
produtos como acidos acético, latico e férmico (PEREIRA et al., 2016).

5.3.3.2 Cinética da producédo de bacteriocinas

Com o intuito de aumentar a producdo de bacteriocinas a partir de Lactobacillus
fermentum, foi realizado um experimento de cinética para identificar o melhor tempo de
fermentacgéo, durante 35 horas, com amostras retiradas a cada 5 h, contabilizando 8 pontos
amostrais (Figura 4). Nestas amostras foram determinadas bacteriocinas e acido latico
(Tabela 8).

Tabela 8 Producéo de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum ao longo do tempo

Tempo de fermentacdo em Producéo de bacteriocina (AU/ML) Producéo de 4cido Latico

horas (g/L)
0 143,13 5,98
5 319,28 7,83
10 702,90 8,07
15 840,26 8,5
20 3009,37 9,43
25 418,48 9,25
30 297,28 8,58

35 253,88 8,94
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Figura 4 Cinética da producdo de bacteriocina por Lactobacillus fermentum e producéo do &cido
latico em fungdo do tempo

A maior producdo de bacteriocinas durante o ensaio cinético ocorreu no tempo de
fermentacdo de 20 horas (3009,37 AU/mL). Neste mesmo tempo ocorreu também a maior
producao de acido latico (9,43 g/L) (Figura 4). Todorov e Dicks (2005) avaliaram a producgéo
da bacteriocina ST33LD por Leuconostoc mesenteroides e identificaram que a maior
producao foi de 6400 AU/mL em 20 horas de fermentacdo em caldo MRS, com pH inicial em
6,0 e final entre 3,65 e 3,86.

Ahn, Kim e Kim (2017) isolaram e caracterizaram uma bacteriocina produzida por
Pediococcus acidilactici do malte e verificaram seu potencial para controlar a deterioracdo
da cerveja. O tempo de fermentagéo foi de 20 horas, em caldo MRS, obtendo-se a producéo
maxima de bacteriocinas de 640 AU/mL. Nesse estudo, 0 uso da agua residuaria como meio
de cultivo foi melhor, uma vez que a producao foi maior.

Estudos que avaliaram a producdo de bacteriocinas a partir de Lactobacillus
fermentum indicam que o tempo de incubagéo da bactéria pode variar, ou seja, ndo possui
um tempo de fermentacdo especifico, como, por exemplo: 48 h (TOMARO-DUCHESNEAU
et al., 2012); 24 h em meio MRS (ADEDOKUN et al., 2016a; AL-MADBOLY; KHEDR; ALI,
2017); 18 h (KALSUM; SJOFJAN, 2012; MELO et al., 2017); e 12 h (LESTARININGTYAS;
RIZQIATI,; PRAMONO, 2018).

O decaimento da producédo de bacteriocinas ao final do periodo de fermentacéo,
como pode ser visto na Figura 4, pode ter ocorrido pela degradacdo da bacteriocina por
enzimas proteoliticas, uma vez que essas enzimas quebram ligacdes peptidicas,
degradando as células, e geralmente as bacteriocinas sdo suscetiveis a essas enzimas
(OZEL et al., 2018). Diminuigcdes semelhantes da produgdo de bacteriocinas foram

observadas pela bacteriocina F12 de Lactobacillus plantarum (SIFOUR et al., 2012) e pela
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bacteriocina ST311LD de Enterococcus faecium (TODOROV; DICKS, 2005a), ambas

cultivadas em caldo MRS.

5.3.3.3 Condi¢cdes 6timas para a producdo de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum
pelo Delineamento Composto Central e Rotacional (DCCR)

Como descrito no item 5.3.3.1, para realizar o Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) foram selecionados os fatores sacarose, extrato de levedura e Tween 80
para avaliar a producdo de bacteriocinas a partir de Lactobacillus fermentum, bem como foi
avaliado a eficiéncia de remocao de DQO e acUcar, massa seca e producédo de acido latico.
Os valores das variaveis respostas referentes aos 17 niveis do DCCR estéo indicados na
Tabela 9 e séo explicados a partir dos graficos de Pareto (Figura 5).

Os dados de producgéo de bacteriocinas foram transformados pelo método box-cox
no programa software Statistica® 12.0 para normalizar os dados. Com os dados
transformados foi possivel avaliar os fatores que exerceram influéncia significativa na
producdo de bacteriocinas. Os valores exibidos na Tabela 9 correspondem aos dados ndo

transformados, ou seja, os reais.

Tabela 9 Variaveis respostas do Delineamento Composto Central e Rotacional (DCCR) para o cultivo
de Lactobacillus fermentum

Producéo Eficiéncia de Eficiéncia de Producéo de

Ensaios bacteriocina remocéo de re[nogéo de se'\ggs(Z?L) Acido latico fipngl
(AU/mL) DQO (%) aclcares (%) (g/L)
1 883,98 76,17 28,30 6,77 6,32 4,48
2 414,57 47,83 76,37 4,47 9,64 3,91
3 659,40 42,65 53,12 4,28 6,09 4,69
4 919,56 48,09 75,69 9,84 13,97 4,12
5 1239,72 14,84 40,54 3,18 5,94 4,61
6 1099,26 42,96 54,06 7,67 9,42 4,15
7 1316,55 16,45 12,32 3,86 6,17 4,69
8 2070,58 41,00 58,02 4,99 11,25 4,10
9 5830,53 76,05 47,61 3,14 5,04 4,99
10 4349,23 36,64 59,66 5,66 12,64 4,02
11 7236,82 76,07 35,30 5,10 6,82 4,43
12 5267,98 32,07 78,30 4,55 12,45 4,38
13 1490,36 20,37 83,02 5,01 8,94 4,29
14 11751,03 33,34 73,63 5,14 9,22 4,29
15 4465,15 25,13 68,80 7,83 8,87 4,22
16 4768,66 23,33 64,00 7,97 8,90 4,09
17 4252,26 26,14 69,96 8,68 8,93 4,25
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Na Figura 5 séo apresentados os graficos de Pareto, que demonstram os efeitos das
variaveis independentes na producéo de bacteriocinas (Figura 5a), eficiéncia de remocao de
DQO (Figura 5b), eficiéncia de remoc¢ao de acucares (Figura 5c) e producdo de acido latico
(Figura 5d) no delineamento DCCR.

(a) Atividade bacteriocina (AU/ml) - Dados transformados (b) Eficiéncia de remogao de DQO (%)
(3)Tween 80 (ml/L)(L) _ 33,02 Sacarose (g/L)(Q) ’ 1 23,22
Tween 80 (ml/L)(Q) ] -26,61 Extrato de levedura (g/L)(Q) ’ T 21,32
Sacarose (g/L)(Q) 21,29 (2)Extrato de levedura (g/L)(L) ’ j. -20,46
Extrato de levedura (g/L)(Q) -17,20 1Llby3L ’ l 18,78
1Lby2L 12,84 (3)Tween 80 (mi/L)(L) ’ -14,78
1Lby3L 5,84 2Lby3L ’ 8,17
(2)Extrato de levedura (g/L)(L) 4,57 1Lby2L | 7,50
(1)Sacarose (g/L)(L) -3,22 (1)Sacarose (g/L)(L) | -6,93
2Lby3L 82 Tween 80 (mI/L)(Q) -1,89
p=1 p=1
(C) Eficiéncia de remogao de agucar (%) (d) Produgéio de acido latico (g/L)
(1)Sacarose (g/LNL) l _ 12,85 (1)Sacarose (LNL) | _269,9
Sacarose (g/LXQ) ’ -828 (2)Extrato de levedura (g/L)L) | 129,69
(3)Tween 80 (mULKL) \ 722 1Lby2L ’ 66,63
Extrato de levedura (g/LYQ) \ 7.09 1Lby3L | -28,74
(2)Extrato de levedura (g/LXL) I 6.17 (3)Tween 80 (mL)L) | 23,03
20by3L ' -5.41 2Lby3L | 22,00
1Lby3L 127 Sacarose (9/L)Q) ’ -16.01
Tween 80 (mVLYQ) 1.00 Extrato de levedura (/L)(Q) ’ 13.06
1lby2l T4 Tween 80 (mL)(Q) | 727
p= p=1

Figura 5 Gréficos de Pareto com efeito estimado das variaveis estudadas no Delineamento Central
Composto Rotacional para o cultivo de Lactobacillus fermentum.

A producdo de bacteriocinas variou entre os diferentes ensaios, tendo a menor
producdo no ensaio 2, com 414,57 (AU/mL), e a maior no ensaio 14, com 11751,03
(AU/mL). No ensaio de maior producdo de bacteriocinas foi utilizado o maior nivel mL/L de
Tween 80 (8 mL/L), podendo-se observar, em relacdo aos outros niveis, que o aumento de
producdo de bacteriocinas esteve relacionado com o aumento de Tween 80 no meio. Em
relacdo as demais variaveis, extrato de levedura e sacarose, o Tween 80 foi 0 mais
significativo a 90% (Figura 5a).

O aumento da producéo de bacteriocinas ao utilizar Tween 80 como suplemento no
meio de cultivo ocorre pela sua caracteristica surfactante, uma vez que acelera o
crescimento das células, bem como promove um efeito na membrana celular, interferindo na

sua permeabilidade e acelerando a difusdo da bacteriocina (MARTINEZ et al., 2013; ROSA
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et al., 2002). Wayah e Philip (2018) avaliaram que a producdo de bacteriocinas por
Lactobacillus fermentum utilizando Tween 80 aumentou significativamente, bem como
indicaram que a sacarose foi a fonte de carbono preferida para o crescimento das bactérias
laticas. Para Von Mollendorff, Todorov e Dicks (2009), a producao da bacteriocina JW15BZ
de Lactobacillus fermentum isolada de Boza (bebida Balcd produzida por cereais
fermentados) aumentou de 3200 AU/mL para 25600 AU/mL utilizando meio sintético MRS
suplementado com 0,20 mL/L de Tween 80.

O consumo da sacarose na producédo de bacteriocinas indica que esse substrato
estd sendo usado como fonte de carbono para o crescimento dos microrganismos. Vale
ressaltar que a bacteriocina € um produto de metabolismo primario, tendo sua producdo
influenciada pelo tipo e pela concentracdo da fonte de carbono (PAPAGIANNI; AVRAMIDIS;
FILIOUSIS, 2007). Aléem de ser consumida, a sacarose pode ser convertida em acido latico,
acido acético, acido propionico e metabdlitos pela via de fermentacdo heterofermentativa
(CARDENAS et al., 2015). Em geral, as concentracfes étimas de aglcares para a producao
da bacteriocina nisina relatada estavam entre 3 e 4% (PONGTHARANGKUL; DEMIRCI,
2006).

O uso do extrato de levedura no meio de cultivo é definido por ser uma fonte de
nitrogénio, que possui aminoacidos essenciais que impulsionam o crescimento e a producéo
de bacteriocina (WAYAH; PHILIP, 2018). Para Mataragas et al. (2004), avaliando a
Leuconostoc mesenteroides, ao adicionarem extrato de levedura em conjunto com peptona
e glucose, a producédo de bacteriocina aumentou de 2560 AU/mL para 5120 AU/mL.

Considerando o grafico de Pareto (Figura 5b) para eficiéncia de remog¢éo de DQO, as
variaveis mais significativas foram a sacarose e 0 extrato de levedura, assim como no PB
(Figura 3b). O ensaio 1 apresentou o maior valor de remocdo de DQO, provavelmente por
ter recebido as menores doses de sacarose, extrato de levedura e Tween (5,05 g/L, 4,04 g/L
e 3,21 mL/L, respectivamente).

Para a variavel resposta eficiéncia de remocao de aclUcares no DCCR (Figura 8c), a
variavel sacarose foi a mais significativa. O ensaio 14 apresentou uma das maiores
remocbes de acguUcares (73,63%) e a maior producdo de bacteriocinas (com 11751,03
AU/mL). Neste ensaio também foi aplicada a maior dosagem de Tween 80 (+a, 8,0 mL/L).

No DCCR, a variavel resposta formacgédo do acido latico (Figura 5d) foi influenciada
por todas as variaveis, porém as mais significativas foram a sacarose e o extrato de
levedura. A menor producédo de 4cido latico foi verificada na condicdo em que o0 meio néo foi
suplementado com sacarose (ensaio 9), 0 que ja era esperado, uma vez que a via

heterofermentativa do Lactobacillus fermentum necessita de uma fonte de carbono para
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consumir e converté-la em &cido latico (ZHAO et al., 2019). A producdo de biomassa e a
producdo de acido sdo variaveis diretamente proporcionais; assim, verifica-se que na
condicdo de maior producdo de acido latico, ocorreu a maior producdo de massa seca
(ensaio 4).

Para o pH no DCCR, assim como no PB, os valores finais sdo menores gue 0s
iniciais, uma vez que ocorreu a formacao de acidos pela via heterofermentativa (MADIGAN
et al., 2010). O ensaio 2 apresentou 0 menor valor de pH (3,91) e alta producao de acido
latico (9648,27 g/L). Ja no ensaio 9, que apresentou o maior valor de pH final (4,99), houve
a menor producéo de acido latico (5044,46 g/L) e, consequentemente, a menor producéo de
biomassa (3,14 g/L).

A producédo de bacteriocinas nos pontos centrais (niveis 15, 16 e 17) foi de 4465,15;
4768,66; 4252,26 AU/mL, respectivamente. As maiores concentracdes de biomassa (massa
seca) foram registradas para os ensaios 17, de 8,68 g/L; para o ensaio 15, de 7,83 g/L; e
para o ensaio 16, de 4,97 g/L (Tabela 9). A menor concentracdo de biomassa, nos pontos
centrais, correspondeu a melhor producédo de bacteriocinas (ensaio 16). Valores proximos
nos pontos centrais indicam que o erro experimental foi baixo (MENDONGCA, 2012).

Os resultados significativos das analises dos efeitos lineares e quadraticos para as
variaveis sacarose, extrato de levedura e Tween 80 sobre a producéo de bacteriocinas séo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 Efeitos lineares, quadréticos e das interacdes do DCCR para a variavel resposta produgdo
bacteriocina por Lactobacillus fermentum

Erro puro Limite de Limite de
Fator Efeito (desvio p confianca- confianca
padréo) 90% +90%
Média 33351,11* 68,94 0,00 33149,81 33552,41
(1)Sacarose (g/L)(L) -209,04* 64,79 0,08 -398,21 -19,87
Sacarose (g/L)(Q) -1519,59* 71,37 0,00 -1728,00 -1311,18
(2)Extrato de levedura 296,46+ 64,79 0,04 107,28 485,63
(9/L)(L)
Extrato de levedura (g/L)(Q) -1228,04* 71,37 0,00 -1436,45 -1019,63
(3)Tween 80 (mL/L)(L) 2139,62* 64,79 0,00 1950,44 2328,79
Tween 80 (mL/L)(Q) -1899,54* 71,37 0,00 -2107,95 -1691,13
Interagédo 1 x 2 1086,63* 84,61 0,01 839,57 1333,69
Interagdo 1 x 3 494,81* 84,61 0,03 247,75 741,87
Interagéo 2 x 3 69,68 84,61 0,50 -177,38 316,74

Nota: *Coeficientes estatisticamente significativos (p<0,10)
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O modelo que descreve o comportamento de producdo de bacteriocinas de
Lactobacillus fermentum, com base nos fatores sacarose, extrato de levedura, Tween 80 e

as interacdes lineares e quadréticas entre si esta descrito na Equacao 3.

PB = 33351,11 — 104,524 — 759,79A4% + 148,22Y — 614,01Y? + 1069,80Z — 949,77Z> Eqg. (3)
+ 543,31 A,Y + 247,40 A, Z

Em que:

PB - producéo de bacteriocina (Au/mL);
A - sacarose (g/L);

Y- extrato de levedura (g/L);

Z - Tween 80 (mL/L).

O coeficiente de determinagcdo do modelo (R?) foi de 0,41, ou seja, o modelo
consegue explicar cerca de 41% dos dados coletados. Nesse caso, o R2 foi considerado
baixo, uma vez que esta abaixo de 70%, porém é importante ressaltar que para verificar o
ajuste do modelo ndo se deve considerar 0 R2 unicamente, mas sempre aliado a outros
diagnosticos do modelo (NAKAGAWA; JOHNSON; SCHIELZETH, 2017). O modelo foi
avaliado por meio da andlise de variancia (ANOVA — Tabela 11) com um nivel de
significancia de 10%.

Tabela 11 Resumo da andlise de variancia para o ajuste do modelo para a producao de bacteriocinas
por Lactobacillus fermentum

Fonte de Soma Graus de Quadrado

s e : P Fcal Ftab
variacao guadrética liberdade médio
Regresséo 32555039,45 8 4069379,93 0,69 2,59
Residuo 47325158,88 8 5915644,86
Falta de ajuste 47296523,61 6 7882753,94 550,56 9,33
Erro puro 28635,27 2 14317,63
Total 79880198,33 16

Para definir as variaveis significativas, deve-se atender as seguintes premissas:

e Se Fcal =2 Ftab ou p-valor < 10%: conclui-se com 10% de significancia que existe
efeito das variaveis independentes sobre a variavel dependente;

e Se Fcal < Ftab ou p-valor > 10%: conclui-se com 10% de significancia que ndo

existe efeito das variaveis independentes sobre a variavel dependente.

Nesse caso, verifica-se que estatisticamente a 10% de significancia ndo existe efeito
das variaveis independentes (sacarose, extrato de levedura e Tween 80) sobre a variavel
dependente (producdo de bacteriocina) para analise de regressdo, uma vez que o valor do
Fcacuado fOI menor que 0 Fruabelado. Na andlise de residuos verifica-se que com 10% de

significncia os valores foram significativos. Porém, considerando os valores da ANOVA e o
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R2, conclui-se que o modelo estatistico gerado ndo atende inteiramente a producdo de
bacteriocinas, sendo necessario avaliar as concentra¢des das variaveis sacarose, extrato de
levedura e Tween 80 em trabalhos futuros.

A partir dos resultados do delineamento composto central rotacional, foram geradas
as superficies de resposta e os graficos de contorno 2D (Figuras 6, 7 e 8). A metodologia de
superficie de resposta permite verificar a significancia estatistica do modelo de regresséo da

resposta em funcéo da varidvel dependente, representando-a graficamente (LUCENA et al.,
2018).
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Figura 6 Superficie de resposta e gréaficos de contorno correspondentes, mostrando os efeitos do
extrato de levedura e sacarose na producdo de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum
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Figura 7 Superficie de resposta e graficos de contorno correspondentes, mostrando os efeitos da
sacarose e Tween 80 na producao de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum.
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Figura 8 Superficie de resposta e graficos de contorno correspondentes, mostrando os efeitos do
extrato de levedura e Tween 80 na producéo de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum.

A superficie de resposta que correlaciona o extrato de levedura e a sacarose (Figura
6) indica que para melhorar a producédo da producdo de bacteriocina é necessario utilizar
valores dos substratos proximos aos pontos centrais, uma vez que a maior producdo esta
centralizada no gréafico. Para o extrato de levedura a concentracao estd em torno de 10 g/L
e, para a sacarose, em torno de 12,50 g/L.

As superficies de resposta que correlacionam o extrato de levedura e a sacarose
com o Tween 80 (Figuras 7 e 8) indicam que para obter a maior producéo de bacteriocinas
deve-se aumentar a quantidade de Tween 80 e manter a sacarose e o extrato de levedura
préximos do ponto central, ou seja, proximos aos valores médios.

5.3.3.4 Obtencdo do ponto 6timo para o processo de producdo de bacteriocinas por
Lactobacillus fermentum

Considerando-se os dados do item anterior, foi possivel a obtengédo do ponto 6timo
para o processo de producdo de bacteriocinas, utilizando como substrato a agua residuaria
da industria de fécula de mandioca. Na Figura 9 séo ilustradas as curvas de cada uma das

variaveis em andlise, em funcdo de cada uma das respostas e a sobreposicdo desses
dados, de maneira que se otimizasse o processo estudado.
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Figura 9 Valores 6timos dos substratos para a produgéo de bacteriocinas por Lactobacillus fermetum,
determinado pelo método de desejabilidade.

No grafico sdo apresentadas as condi¢Oes otimizadas para cada um dos fatores e o
valor previsto para a producdo de bacteriocinas (Figura 12). A desejabilidade global foi de
51,59%, indicando que nas condi¢des estabelecidas, foi alcangado 51,69% das respostas
desejadas (SCHOENINGER et al.,, 2014). Os valores Otimos para a producdo de
bacteriocinas devem conter as seguintes concentracdes sacarose de 13,48 g/L, extrato de
levedura 11,08 g/L e Tween 80 7,98 mL/L, para obtencdo de 11751,0 AU/mL de
bacteriocinas.

5.4 Conclusodes

Nesse experimento foi possivel isolar e caracterizar uma cultura de bactéria latica
com potencial de producéo de bacteriocinas de residuos do processamento da mandioca. A
bactéria do acido latico isolada e utilizada nos ensaios foi identificada por sequenciamento
genético 16 S como Lactobacillus fermentum. O delineamento Plackett-Burman permitiu a
triagem de 3 fatores significativos a 10% na produgdo de bacteriocinas pela cepa de
Lactobacillus fermentum em &gua residuaria de industria de fécula de mandioca, sendo

eles: sacarose, extrato de levedura e Tween 80. A condi¢do 6tima, definida no delineamento
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experimental composto central rotacional, para a producdo de bacteriocinas por
Lactobacillus fermentum foi 4gua residuaria de fecularia de mandioca suplementada com
13,48 g/L de sacarose, 11,08 g/L de extrato de levedura e 7,98 g/L de Tween 80 em que se
obteria 11751,0 AU/mL de bacteriocinas.
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ARTIGO 2: INFLUENCIA DO MEIO DE CULTIVO NA PRODU(;AO DE BACTERIOCINAS
DE Leuconostoc mesenteroides EM AGUA RESIDUARIA DE FECULA DE MANDIOCA

RESUMO: Com o aumento da demanda do mercado mundial por alimentos naturais e saudaveis,
ampliaram-se as buscas por novas tecnologias e produtos que conservem o0s alimentos. A
Leuconostoc mesenteroides, uma bactéria do acido latico com potencial para a producdo de
bacteriocinas, pode ser utilizada como um conservante natural nos alimentos e apresenta atividade
antimicrobiana. A agua residuaria de fecularia pode ser utilizada como um substrato para a producéo
de bacteriocinas, sendo que 0 uso desse residuo representa uma forma de valorizacao e minimizacéo
de impactos ambientais. Nesse sentindo, o objetivo deste trabalho foi avaliar condi¢cdes de
crescimento para a producdo de bacteriocinas de Leuconostoc mesenteroides utilizando residuos
provenientes da agroindustria processadora de mandioca. Primeiramente, realizou-se o planejamento
experimental Plackett & Burman (PB) para avaliar os efeitos das variaveis sacarose, extrato de
levedura, fosfato de potassio, sulfato de magnésio e Tween 80, com 15 ensaios, 36 h de incubacéo e
agitacdo a 100 rpm. Foi realizada a cinética em 35 horas para escolher o melhor tempo de incubagéo
e verificou-se que em 20 horas ocorreu a maior producédo de bacteriocinas. Apés analise de efeitos do
PB, foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para as variaveis
significativas do PB (sacarose, extrato de levedura e Tween 80), durante 20 h, 30 °C e 100 rpm. A
partir do DCCR foram avaliadas as superficies de respostas, os efeitos significativos, sendo proposto,
entdo, um modelo estatistico para a produgcdo de bacteriocinas. Os resultados indicaram que a
condicdo otimizada para a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides em agua
residuaria de fecularia de mandioca foi definida pela suplementacao de 8,03 g/L de sacarose, 18,20
g/L de extrato de levedura e 7,46 mL/L de Tween 80. Na condi¢cdo otimizada, a producdo de
bacteriocinas foi de 3693,4 AU/mL.

Palavras-chave: Leuconostoc mesenteroides; bactérias do acido latico; residuos
agroindustriais.

6.1 Introdugéo

A deterioracdo de um produto alimentar pode ser definida como qualquer alteracéo
gue o torne ndo consumivel do ponto de vista sensorial e de salubridade, uma vez que os
produtos devem estar isentos de microrganismos potencialmente patogénicos (OZOGUL;
HAMED, 2018). Os peptideos antimicrobianos de bactérias do acido latico, como as
bacteriocinas, podem ser utilizados na biopreservacédo dos alimentos (AHMAD et al., 2017;
SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2018).

Bacteriocinas sdo pequenos peptideos sintetizados ribossomicamente, capazes de
inativar ou inibir o crescimento de bactérias patogénicas, possuem resisténcia a altas
temperaturas e pH baixo, o que favorece a sua aplicacdo na conservagdo de alimentos
(CHIKINDAS et al., 2018; KUMARIYA et al., 2019). As bacteriocinas podem ser utilizadas
em industrias alimenticias, a fim de atenuar as perdas decorrentes da decomposi¢cdo dos
alimentos, bem como podem elevar o valor agregado do produto. Na literatura, os géneros
de bactérias do acido latico Lactococcus (homofermentativa) e Leuconostoc

(heterofermentativa) sdo considerados grandes produtores de bacteriocinas, sendo uma das
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espécies mais importantes destes a Leuconostoc mesenteroides (D’ANGELO et al., 2017;
MADIGAN et al., 2010).

A bactérias do acido latico Leuconostoc mesenteroides é caracterizada como Gram-
positiva, catalase negativa, morfologia na forma de cocéides ou cocobacilos, séo fastidiosas,
ndo formadoras de esporos, anaerébias facultativas, mesdfilas, com crescimento 6timo na
faixa de 20 a 30 °C (PAULA et al., 2015; ZHANG et al.,, 2019). Essa espécie pode ser
encontrada em diferentes ambientes, como, por exemplo, em vegetais, cereais, carnes,
frutas e produtos lacteos (KIVANC; FUNDA, 2017; LIU, 2016; MASUDA et al., 2011; RANI;
AGRAWAL, 2008; ALLAMEH et al., 2012).

Penido et al. (2018) identificaram a Leuconostoc mesenteroides em produto da
mandioca. A mandioca € uma cultura alimentar muito importante em diversos paises que
estdo inseridos na Africa, Asia e América Latina, porém o seu processamento gera grandes
quantidades de residuos liquidos, que devem ser manejados adequadamente, podendo ser
aplicados como meio de cultura em processos biotecnolégicos.

Os residuos da industria processadora da fécula de mandioca possuem uma grande
variedade de moléculas que podem ser convertidas em produtos de valor agregado, como
na producdo de etanol, &cido citrico, alcool feniletilico, acido latico, celulose, hemicelulose,
proteina bruta, amido residual, fibras e lignina (MOSHI et al., 2015; SOUTO et al., 2016). A
agua residuaria, residuo liquido, possui alto valor nutricional, podendo ser utilizado como
substrato em processos bioldgicos, além de poder fornecer microrganismos de interesse
biotecnoldgico, devido a rica biota autéctone presente (OLIVEIRA; REIS; NOZAKI, 2001).
Um exemplo disso € a detec¢@o da bacteriocina nisina no efluente bruto de industria de
processamento de mandioca (GOMES et al., 2016).

Devido as caracteristicas da espécie Leuconostoc mesenteroides e da agua
residudria da industria de fécula de mandioca, o objetivo deste estudo foi avaliar a producéo
de bacteriocinas por L. mesenteroides em agua residuaria de fecularia em funcédo da
suplementacdo do meio de fermentacdo. Para tanto, foram aplicados dois delineamentos
experimentais: Plackett-Burman (PB — para selecionar fatores que influenciam na producgéo
de bacteriocina) e o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR — para otimizar a

producdo de bacteriocinas).
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6.2 Material e métodos
6.2.1 In6culo de Leuconostoc mesenteroides

O in6culo foi preparado a partir de uma cultura estoque de Leuconostoc
mesenteroides reportado como produtor de bacteriocina, isolada da agua residuaria da
producao de farinha de mandioca por Vilvert (2019) e conservada em caldo MRS (g/L) da
marca Sigma-Aldrich® (Referéncia 63016-500G-F), contendo 20% (v/v) de glicerol e
congelada a -4 °C. Para a ativacdo do in6culo foram utilizados 10% da cultura estoque (v/v)
e 90% do caldo MRS (g/L), sendo adicionado 1 mL de vaselina (mL/L) para assegurar
condi¢des anaerobias. O indculo foi incubado em agitador rotacional (shaker) a 100 rpm, a
30 °C, por 16 horas ou até a obtencéo de densidade éptica (OD) de 1 em espectrofotobmetro
com comprimento de onda de 660 nm.

6.2.2 Meio de cultivo — &gua residuaria de industria de fécula de mandioca

A &gua residuaria da fécula de mandioca foi utilizada como meio de cultivo para a
producado de bacteriocinas, sendo coletada de uma fecularia da regido do Oeste do Parana,
Brasil, homogeneizada, filtrada e realizada a caracterizacdo fisico-quimica por meio de
parametros pré-estabelecidos (Tabela 1). Os métodos que foram utilizados para a realizacao
das analises sdo descritos no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (EATON; CLESCERI; GREENBERG, 2005), com exce¢do dos acUcares totais,

que foram determinados segundo Dubois et al. (1956).

Tabela 1 Pardmetros fisico-quimicos analisados para a caracterizacdo da agua residuaria da fécula
de mandioca

Parametros Unidades Aguaresiduaria
pH - 4,02
DQO bruta mg L™? 7741,13
DQO filtrada mg L™! 4172,70
Carbono orgénico total gLt 4115,00
Nitrogénio amoniacal mg L™? 14,98
Nitrogénio total mg L™? 246,40
AcUcareses totais mg L™? 5007,19
Acido latico mg L1 3830,00
Acido acético mg L1 1053,94
Sdlidos totais mg L1 6817,33
Sélidos suspensos totais mg L1 1250,00

Legenda: DQO: Demanda quimica de oxigénio.
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6.2.3 Caracterizacdo morfoldgica e bioquimica da cepa Leuconostoc mesenteroides

A caracterizacdo morfoldgica e bioguimica da cultura estoque foi realizada através da
coloracdo de Gram e producdo de catalase. A técnica de coloracdo de Gram foi realizada
através do tratamento de células fixadas em laminas de vidro com cristal violeta, lugol,
alcool e fucsina e visualizadas em microscopio 6ptico, com objetiva de 100x e ocular de 10x.
Para o teste de catalase, foi adicionada uma gota de perdxido de hidrogénio na superficie
das culturas cultivadas em agar M17: o borbulhamento imediato da cultura indica catalase

positiva e, na auséncia, catalase negativa.

6.2.4 Delineamento experimental para a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc
mesenteroides

6.2.4.1 Preparo dos tratamentos para o Plackett & Burman (PB) e Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) para Leuconostoc mesenteroides

Os tratamentos do PB e DCCR foram realizados a partir de fermentacdes em frascos
de 120 mL: cada frasco foi composto por 45 mL de agua residuaria da fécula de mandioca
enriguecida com os nutrientes apresentados nas Tabelas 2 e 3, de acordo o PB e o DCCR.
Inicialmente, foi ajustado o pH para 6 com NaOH 0,2 mol/L para todos os tratamentos. Apds,
os frascos foram autoclavados a 121 atm, por 15 minutos e, ap6s o resfriamento do material,
foi adicionado 5 mL do in6culo (cerca de 10% v/v, descrito no item 6.2.1) para entdo serem
incubados a 35 °C, a 100 rpm por 36 horas no PB e nas mesmas condi¢des por 20 horas no

DCCR. O esquema do experimento pode ser visualizado na Figura 1.
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Figura 1 Etapas dos processos envolvidos na producdo de bacteriocinas por Lactobacillus
fermentum.

Legenda: 15 frascos (1), pesagem dos nutrientes de acordo com as varidveis do planejamento
experimental e transferéncia para os frascos (2), adicdo da agua residuéaria (3), ajuste do pH (4),
autoclavacao (5), adicao do inéculo (6), incubagcdo em agitador rotacional shaker (7). Ao término do
periodo de incubacao foi realizado o ajuste do pH para 2,5 (8), a centrifugacdo (9). O sobrenadante
foi filtrado com o auxilio de uma seringa com filtro 0,20 um (10).

Fonte: Autoria propria (2020).
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Apbs o periodo de fermentacéo o pH foi corrigido para 2,5 com HCL 0,2 mol/L para
promover a excrecdo total das bacteriocinas da célula para o meio extracelular. O meio
acidificado foi centrifugado a 3.200 rpm por 20 min, onde o sobrenadante foi retirado e
filtrado em filtro de 0,20 yum. No sobrenadante foram realizadas analises fisico-quimicas dos
seguintes parametros: DQO, acucares totais, acido latico, 4cido acético e bacteriocinas. O
precipitado da centrifugacdo foi utilizado para a quantificacdo da biomassa, sendo essa

expressa como sélidos suspensos totais (SST) (JOZALA, 2005).
6.2.4.2 Plackett & Burman (PB) para Leuconostoc mesenteroides

O delineamento experimental Plackett & Burman (PB) € um de delineamento que
permite selecionar fatores significativos que exercem influéncia em determinada producéo,
sendo adequado por estudar de forma eficiente e econbmica o efeito dos fatores
(KARLAPUDI et al., 2018). Neste trabalho, foi aplicado o PB para avaliar a producdo de
bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides, sendo selecionadas cinco variaveis
independentes: sacarose, extrato de levedura, fosfato de potassio, sulfato de magnésio e
polissorbato Tween 80.

As variaveis foram selecionadas com base na revisdo de literatura, identificadas
como fatores que exercem influéncia na producdo de bacteriocinas (AMIALI; LACROIX;
SIMARD, 1998; CABO et al., 2001; CHANDRAPATI; O’'SULLIVAN, 1998; CHEIGH et al.,
2002; DABA et al., 1993; GUERRA; RUA; PASTRANA, 2001; LIU et al., 2004; LOSTEINKIT
et al., 2001; PARENTE; RICCIARDI, 1999; PONGTHARANGKUL; DEMIRCI, 2006; SIMSEK
et al., 2009). No PB, foi aplicado um delineamento experimental composto por 15 ensaios,
sendo: 12 ensaios nos niveis -1 e +1 e trés repeticbes do ponto central (Tabela 2). Os

ensaios foram conduzidos conforme descrito no item 6.2.4.1.

Tabela 2 Variaveis independentes e niveis do planejamento experimental fatorial Plackett-Burman
para a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides

Variaveis Niveis
-1 0 1
Sacarose (g/L) 0 10 20
Extrato de levedura (g/L) 0 7.5 15
Fosfato de potéssio (g/L) 0 0,57 1,14
Sulfato de magnésio (g/L) 0 0,57 1,14
Tween 80 (mL/L) 0 2 4

Na Tabela 3 sdo apresentadas as condigcbes do modelo experimental PB, com 12

ensaios e 3 repeticdes no ponto central.
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Tabela 3 Condi¢cBes experimentais codificadas do planejamento experimental Plackett-Burman para
a producédo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides

Extrato de Fosfato de Sulfato de
Ensaios Saca/rLose levedura potassio magnésio TweEr/1L80
o) (/L) (/L) (/L) (mt/b)
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

6.2.4.3 Obtencéo da cinética de producgéo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides

Identificado o tratamento com maior influéncia na producdo de bacteriocinas no
delineamento experimental PB, foi realizada a cinética para verificar o melhor tempo de
fermentacdo durante 35 horas, com amostras retiradas a cada 5 h, utilizando a agua
residudria da fécula de mandioca como meio cultivo. Definido o melhor tempo, foi realizado
o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para otimizar a producdo de

bacteriocinas.

6.2.4.4 Delineamento Composto Central e Rotacional (DCCR) para Leuconostoc
mesenteroides

Identificadas as varidveis com maior influéncia na producdo de bacteriocinas e o
melhor tempo de fermentacéo, foi realizado o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para otimizar a producdo de bacteriocinas. Neste, foi aplicado um planejamento
fatorial 23 (2x2x2) composto por 17 ensaios, sendo: oito ensaios nos niveis -1 e +1, seis
ensaios na parte axial —a e +a e trés repeticdes do ponto central. As variaveis selecionadas
foram sacarose, extrato de levedura e Tween 80 (Tabela 4). Para a realizacdo do

experimento, os ensaios foram realizados conforme descrito no item 6.2.4.1.



68

Tabela 4 Variaveis independentes e niveis do Delineamento composto central rotacional (DCCR)
para a producéo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides

Variavel Niveis
-a -1 0 +1 +a
Sacarose (gL1) 0 5,05 12,50 19,94 25,00
Extrato de levedura (gL?) 0 4,04 10,00 15,95 20,00
Tween 80 (mL/ L) 2,00 3,21 5,00 6,78 8,00

Na Tabela 5 sdo apresentadas as condi¢gdes experimentais do DCCR considerando
0S 17 ensaios.

Tabela 5 Condicbdes experimentais codificadas do planejamento experimental composto central
rotacional (DCCR) para a producédo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides

Ensaios Sacarose (g/L) Extrato de levedura (g/L) Tween 80 (mL/L)
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 -a 0 0
10 +a 0 0
11 0 -a 0
12 0 +a 0
13 0 0 -a
14 0 0 +a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

O DCCR ajusta um modelo tedrico ndo linear as respostas obtidas nos experimentos

do planejamento. O ajuste segue um modelo de 22 ordem e é descrito pela Equagéo 1.

y= Bo+ =t} Bi Xi+ =1 Bii Xi? + K3 Bij Xi Xj+ E Eqg. (1)

Em que:
Y - resposta predita de producéo de bacteriocina (AU/ml);

Bo - valor constante do intercepto;
Bi- coeficiente lineares;

Xi- 0S parametros variaveis;

Bii - coeficiente quadratico de x;;

Bij - coeficiente da interacdo entre a variavel x.
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6.2.4.5 Otimizagéo e validagao experimental para Leuconostoc mesenteroides

Inicialmente, com o auxilio do software Action Stat®, foi verificado se os resultados
obtidos no PB e no DCCR possuiam normalidade. Caso ndo tivessem, os dados seriam
transformados pela técnica box-cox no software Statistica®. Na sequéncia, com o auxilio do
software Statistica®, foram determinados os efeitos estimados e realizada a analise de
variancia (ANOVA), a fim de determinar a equacdo do modelo e gerar os coeficientes de
regressdo. A qualidade da equagéo polinomial foi julgada pelo coeficiente de determinagéo
(R?) e a significancia estatistica foi verificada por teste-F de Fischer.

Foram geradas superficies de respostas do modelo-predito para avaliar as relacdes
interativas entre as variaveis significativas, com nivel de significancia de 10%. Para estimar
as melhores respostas de producdo de bacteriocinas, foi utilizada a funcéo desirability de
Derringer no Statistica®. Segundo Derringer e Suich (1980), a funcdo desirability tem como
objetivo encontrar as melhores condicbes de operacdo que considerem o0s critérios para
todas as respostas envolvidas, sendo os valores dessa funcéo restritos ao intervalo [0,1],

onde 0 é um valor inaceitavel e 1 € o valor mais desejavel.
6.2.5 Métodos analiticos para Leuconostoc mesenteroides

Para todos os ensaios, utilizou-se o0 sobrenadante dos tratamentos para
determinag&o dos parametros. O parametro pH foi medido a partir do pHmetro de bancada
Tec 3MP da marca Tecnal®. A demanda quimica de oxigénio (DQO), sélidos totais (ST) —
Massa seca, foram determinados pelos métodos descritos no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (EATON.; CLESCERI; GREENBERG, 2005). As
medidas das concentra¢Bes dos agUcares totais foram quantificadas de acordo com Dubois
et al. (1956). A analise do acido latico foram realizadas por cromatografia de alta eficiéncia

(CLAE), segundo metodologia descrita por Penteado et al. (2013).

6.2.6 Determinagé&o da atividade de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides

A determinacdo da atividade de bacteriocinas foi realizada pelo método de difuséo
em agar descrito por Lewus e Montville (1991). O agar escolhido para verificar o
crescimento das bacteriocinas foi o0 TSA (Agar triptona de soja) suplementado com sangue
de carneiro em 5% v/v. O Lactobacillus sakei (L. sakei) foi utilizado como microrganismo
indicador da atividade de bactericionas, de acordo com Bromberg e colaboradores (2006),

na avaliacdo da producdo da bacteriocina nisina.
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O cultivo do L.sakei foi realizado adicionando 1 mL das células em 9 mL de caldo
MRS (100 rpm, 30 °C,24 horas) e, na sequéncia, foi feita a leitura da densidade o6ptica (DO)
a 660 nm, indicando um valor de 0,4. Uma fragdo de 100 pl da cultura do L.sakei foi
espalhada na placa de Petri com auxilio da algca de Drigalski, contendo o meio TSA
suplementado com sangue de carneiro ja solidificado. Entdo, foram inseridos orificios
(pocos) de aproximadamente 3 mm de didmetro na superficie do agar com o auxilio de um
perfurador de metal estéril; aliquotas de 20 ul do sobrenadante das amostras fermentadas
foram colocadas em cada orificio. Apés os procedimentos descritos, as placas foram
incubadas na jarra de anaerobiose a 35 °C por 24 horas. Ao término do periodo de
incubacéo, foram realizadas as medidas dos didmetros dos halos formados ao redor dos
pocos com o auxilio de um paquimetro digital.

Para a determinacdo da producdo de bacteriocina foi preparada uma curva padréao
com uma solucdo comercial contendo 2,5% nisina (Sigma Aldrich), correspondendo a 10°
AU/g. A curva foi obtida por meio de diluicdes da nisina padrdo em agua residuaria da
mandioca autoclavada a 121 atm por 15 min, nas concentracdes de 10° a 10° AU/mL. O
diametro do halo formado, apés a inibicdo do crescimento celular pela bacteriocina, foi
medido utilizando um paquimetro digital em quatro pontos. A medida média dos halos esta
relacionada a atividade da bacteriocina, sendo expressa em unidades arbitrarias (arbitrary
units — AU). A relacdo dos didmetros do halo de inibicAo com a concentracdo de

bacteriocina gerou uma equacao da reta, descrita pela Equagéo 2.

PB = |Oglo((0,1632*x)+0,6135) Eq. (2)

Em que:
PB - producéo de bacteriocina (AU/mL);

X - medida do halo de inibicdo (mm).

6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Caracterizagdo de Leuconostoc mesenteroides isolada dos residuos do

processamento de mandioca

Leuconostoc mesenteroides € uma bactéria do 4cido latico, Gram-positiva, possui
forma de cocos (Fig.2a) (FRANCO-CENDEJAS et al., 2017); em meio MRS possui cor
branca, leitosa e circular (Fig2.b); ndo possui sensibilidade quando testada ao antibiético
vancomicina (PAULA et al., 2015; STILES, 1994); e possui catalase negativa (LEE; KIM,
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2019). A cepa de Leuconostoc mesenteroides utilizada neste trabalho foi isolada e
identificada por Vilvert (2019) a partir da agua residuaria da farinha de mandioca e possui

producao bacteriocina.

Figura 2 Caracterizagdo morfoléfica da Leuconostoc mesenteroides.

Legenda: a) bactéria Gram-positiva; b) cultura com forma branca em meio agar MRS; c) teste de
antagonismo em relagcdo a vancomicina sem formacgdo do halo de inibicdo do crescimento de
Leuconostoc mesenteroides.

Fonte: Autoria propria (2020).

A presenca de Leuconostoc mesenteroides em residuos dos produtos da mandioca
foi relatada por diversos autores (AHAOTU et al., 2017; AMPE; SIRVENT; ZAKHIA, 2001;
ANYOGU et al., 2014; COULIN et al., 2006; DJENI et al., 2015; EDWARD et al., 2011;
KOSTINEK et al., 2008; LEI; AMOA-AWUA; BRIMER, 1999; OGUNTOYINBO; DODD, 2010;
OMAR et al., 2000; RAMOS et al., 2015). Até o presente momento ndo ha muitos estudos
gue relatem a producdo bacteriocina por Leuconostoc mesenteroides a partir da agua
residudria da fécula de mandioca, bem como o uso desse residuo como um substrato para

esse fim.

6.3.2 Producao de bacteriocinas

A producao de bacteriocinas requer meios complexos para o crescimento, como Man
Rogosa Sharpe (MRS), M17, Brain Heart Infusion (BHI), Caldo Soja Tripticaseina (TSB) e
Extrato de Glicose Triptona (TGE) (ABBASILIASI et al., 2017). A escolha do meio deve ser
baseada de acordo com as caracteristicas particulares do microorganismo, do produto e do
habitat a que pertence (BRUNO, 2011). Porém, o alto custo para a obtengéo desses meios
pode inviabilizar a produgdo de microrganismos em larga escala. Dessa forma, torna-se
interessante o uso de residuos agroindustriais, como a agua residuaria da fécula de
mandioca como meio de cultivo para producéo de bacteriocinas.

A agua residuaria da fécula de mandioca possui grande potencial biotecnoldgico,
tendo altas concentracbes de nutrientes em sua composi¢cdo, como nitrogénio, fosforo,

potassio, calcio e magnésio (BEZERRA et al., 2017). O uso desse residuo possui diversas
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aplicacBes que agregam valor econémico e permitem diminuir impactos gerados por ele no
meio ambiente. Na literatura, muitos autores utilizam a agua residudria da fécula na
producdo de hidrogénio, fertilizacdo, irrigacdo, processos biotecnolégicos e outros
(CARVALHO et al.,, 2017; GOMES et al., 2016; OKUDOH et al., 2014; POLTHANEE;
SRISUTHAM, 2018; RIBEIRO et al., 2019; TORRES et al., 2017).

6.3.3 Otimizacao e validacado experimental

6.3.3.1 Plackett & Burman (PB) para Leuconostoc mesentroides

O delineamento experimental Plackett-Burman (PB) auxiliou na escolha dos fatores
significativos para a producgéo de bacteriocinas contemplando as variaveis sacarose, extrato
de levedura, fosfato de potassio, sulfato de magnésio e Tween 80 (Tabela 6). Os valores
para a producdo bacteriocina (AU/ml) foram transformados no software Statistica® pelo

método box-cox, para atender a normalidade dos dados.

Tabela 6 Matriz do planejamento experimental Plackett-Burman com os valores reais e codificados e
suas respostas para a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides

Extrato de Fosfato de Sulfato de Producéo de
Ensaios Sacarose levedura potassio magneésio Tween bacteriocina
(g/b) (g/L) (g/L) QL B0 AUmL)
1 20 (1) 0(-1) 1,14 (1) 0(-1) 0(-1) 317,88
2 20 (1) 15 (1) 0(-1) 1,14 (1) 0(-1) 200,36
3 0(-1) 15 (1) 1,14 (1) 0(-1) 4 (1) 300,65
4 20 (1) 0(-1) 1,14 (1) 1,14 (1) 0(-1) 193,69
5 20 (1) 15 (1) 0(-1) 1,14 (1) 4 (1) 648,34
6 20 (1) 15 (1) 1,14 (1) 0(-1) 4 (1) 857,80
7 0(-1) 15(1) 1,14 (1) 1,14 (1) 0(-1) 150,86
8 0(-1) 0(-1) 1,14 (1) 1,14 (1) 4 (1) 346,15
9 0(-1) 0(-1) 0(-1) 1,14 (1) 4 (1) 1990,47
10 20 (1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 4 (1) 1185,06
11 0(-1) 15 (1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 202,63
12 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 140,21
13 10 (0) 7,5 (0) 0,57 (0) 0,57 (0) 2 (0) 329,02
14 10 (0) 7,5 (0) 0,57 (0) 0,57 (0) 2(0) 341,62
15 10 (0) 7,5 (0) 0,57 (0) 0,57 (0) 2 (0) 342,91

Legenda: Valores reais, sem transformacao*.

No grafico de efeitos (Figura 3) € possivel verificar visualmente quais variaveis
exercem mais influéncia com 10% de significancia, considerando os valores transformados

que atendem a normalidade dos dados.
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Figura 3 Grafico de efeitos das variaveis independentes para a producdo de bacteriocinas por
Leuconostoc mesenteroides.

Analisando o delineamento experimental PB (Tabela 6) verifica-se que a menor
producdo de bacteriocinas foi no tratamento 12 com 140,21 AU/ml. Esse resultado
confirmou a expectativa para esse nivel, tendo em vista que ndo foi realizada a
suplementacédo da agua residuaria com nenhum dos fatores. Porém, a partir desse resultado
infere-se que, apesar da producao baixa, a agua residuaria da fécula de mandioca pode ser
considerada como um substrato para a producdo de bacteriocinas, uma vez que houve
producao.

A maior producédo de bacteriocinas foi no tratamento 9 com 1990,47 AU/mL: nesse
nivel foram adicionados fosfato de potassio e Tween 80. A partir dos resultados, verificou-se
que em todos os tratamentos que utilizaram Tween 80 a producdo de bacteriocinas
aumentou, sendo este o fator mais significativo, como pode ser visto na Figura 3.

Nos ensaios do ponto central (14, 15 e 16), as producdes de bacteriocinas foram de
329,02, 341,62 e 342,91 AU/ml, respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica entre os
tratamentos. Valores proximos nos pontos centrais indicam que 0S erros experimentais
foram baixos (TEOFILO; FERREIRA, 2006). A producdo bacteriocina nesses pontos pode
ter sido influenciada pela concentracdo de Tween 80, que foi inferior & utilizada no
tratamento 9 (4 mL/L), que apresentou a maior producédo de bacteriocinas.

O sulfato de magnésio e o fosfato de potassio exerceram influéncia menor na
producdo de bacteriocinas, como pode ser visto na Figura 3. Inicialmente, o sulfato de
magnésio foi escolhido no PB por ser uma fonte de metal; ja o fosfato de potassio foi

adicionado por sua atividade tamponante para retardar a queda do pH. No estudo realizado
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por Furtado e colaboradores (2014), avaliando o uso de sulfato de magnésio e fosfato de
potassio, os resultados indicaram que esses dois componentes sdo importantes para a
producdo da bacteriocina nisina por Lactococcus lactis, quando utilizados em quantidades
adequadas.

Para a realizacdo do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e,
consequentemente, a otimizacdo da producdo de bacteriocinas, verificou-se que os fatores
que mais exerceram influéncia no PB foram o Tween 80, a sacarose e 0 extrato de levedura,
sendo estes os selecionados para o DCCR. O valor da curvatura (Figura 3) teve um efeito
significativo e positivo, indicando que € necessario aumentar moderadamente a

concentracao das variaveis estudadas.
6.3.3.2 Cinética da producédo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides

Com o intuito de aumentar a producdo de bacteriocinas a partir de Lactobacillus
fermentum, foi realizado um experimento de cinética para identificar o melhor tempo de
fermentagéo, durante 35 horas, com amostras retiradas a cada 5 h, contabilizando 8 pontos
amostrais. Nestas amostras foram determinados a producéo de bacteriocinas, o acido latico

e a massa seca (Figura 4).
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-8 Produgéo de 4cido latico (g/L)}(R)
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Figura 4 Cinética da atividade de bacteriocina por Leuconostoc mesenteroides, producdo do acido
latico e massa seca em fungdo do tempo.

A maior producdo de bacteriocinas foi em 20 horas de fermentacdo, com valor de
6386,81 AU/ml. Em relagdo a producdo de &cido latico e massa seca (biomassa), foi

possivel verificar que apresentaram comportamentos semelhantes: no periodo de aumento
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da biomassa também se observou aumento da producédo de &cido latico. J4 a producédo de
bacteriocinas exibiu comportamento diferente, com pico num periodo em que a producéo de
biomassa estava relativamente estavel e do acido latico decrescente.

Todorov e Dicks (2005) avaliaram o crescimento da producdo da bacteriocina
ST33LD produzida pela Leuconostoc mesenteroides e identificaram que a maior producao
foi de 6400 AU/ml em 20 horas de incubacédo em caldo MRS, com pH inicial de 6,0 e o final
entre 3,65 e 3,86, semelhante a producdo bacteriocina obtida nesse trabalho. No entanto, o
diferencial deste trabalho em relagdo a esses autores foi 0 meio de cultivo agroindustrial,
comprovando que a agua residuéaria da fécula de mandioca possui potencial para uso na
producao de bacteriocinas.

Paula e colaboradores (2014) avaliaram a cinética de uma cepa de Leuconostoc
mesenteroides com producdo bacteriocina por 48 horas a 25 °C e verificaram que a partir de
3 horas 0 modo de acdo antimicrobiano ja era produzido por essa bactéria; em 15 horas
atingia o maximo de producéo de producgdo bacteriocina em torno de 3000-3500 AU/mL; e
em 46 horas diminuia a producdo. Inicialmente, o in6culo utilizado por esses autores

contendo a Leuconostoc mesenteroides foi incubado por 18 horas, 30 °C no MRS.
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No Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foram utilizadas as variaveis selecionadas do PB (sacarose, extrato de levedura e

Tween 80). A matriz do planejamento experimental do DCCR referente as variaveis dependentes e independentes é apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 Matriz do planejamento experimental DCCR com os valores reais e codificados das varidveis independentes e os valores obtidos para producgéo
bacteriocina por Leuconostoc mesenteroides, eficiéncia de remocdo de DQO, eficiéncia de remocéo de aclcares totais, acido latico, 4cido acético, massa seca e
pH, apo6s 20 horas de fermentacéo

o Sacarose Extrato de Tween 80 Prodl_Jc;él_o Eficiéngia de Eficiéngia de Massa seca P,ro_dugéo_ de Proc!u_géo de
Niveis (/L) levedura (ML) bacteriocina remocao de remocédo de (/L) acido latico 'a_mdo pH

(g/L) (AU/ml) acucares (%) DQO (%) (g/L) acético (g/L)
1 5,06 (-1) 4,05 (-1) 3,21 (-1) 826,17 62,44 41,96 8,42 13,54 1,00 3,33
2 19,94 (+1) 4,05 (-1) 3,21 (-1) 912,67 13,59 5,00 6,57 12,42 0,93 3,31
3 5,06 (-1) 15,95 (+1) 3,21 (-1) 586,89 61,59 34,08 6,90 14,54 1,20 3,45
4 19,94 (+1) 15,95 (+1) 3,21 (-1) 343,55 7,49 18,98 6,75 14,33 1,16 3,44
5 5,06 (-1) 4,05 (-1) 6,79 (+1) 2392,90 48,99 43,70 2,42 12,38 0,95 3,29
6 19,94 (+1) 4,05 (-1) 6,79 (+1) 2379,45 19,57 12,13 11,17 12,96 0,97 3,31
7 5,06 (-1) 15,95 (+1) 6,79 (+1) 3693,35 57,40 33,04 8,61 13,36 1,11 3,47
8 19,94 (+1) 15,95 (+1) 6,79 (+1) 1997,97 3,37 15,77 8,83 14,29 1,14 3,46
9 0,00 (-a) 10,00 (0) 5,00 (0) 1017,76 18,96 10,95 4,96 8,74 1,19 3,68
10 25,00 (+a) 10,00 (0) 5,00 (0) 1818,81 0,42 49,52 10,58 13,51 1,06 3,41
11 12,50 (0) 0,00 (-a) 5,00 (0) 1712,68 10,79 30,83 5,49 10,28 0,81 3,34
12 12,50 (0) 20,00 (+a) 5,00 (0) 2357,20 24,53 42,60 8,09 17,35 1,64 3,53
13 12,50 (0) 10,00 (0) 2,00 (-a) 283,64 37,94 45,78 7,18 13,89 1,08 3,40
14 12,50 (0) 10,00 (0) 8,00 (+a) 1960,78 34,81 47,02 6,67 14,70 1,14 3,39
15 12,50 (0) 10,00 (0) 5,00 (0) 1479,20 57,57 61,62 5,10 13,04 1,02 3,40
16 12,50 (0) 10,00 (0) 5,00 (0) 1495,97 49,31 36,60 4,77 13,23 1,02 3,40
17 12,50 (0) 10,00 (0) 5,00 (0) 1457,14 40,09 48,35 5,43 12,33 1,00 3,39

Legenda: DQO (Demanda quimica de oxigénio).



Na Figura 5 sao apresentados os gréaficos de Pareto que demonstram os efeitos das

variaveis independentes sobre as varidveis respostas do DCCR.

( a ) Ativiade bacteriocina (AU/ml) ( b ) Eficiéncia de remogao de DQO (%)
(3)Tween 80 (mIL(L) _ 14748 Sacarose (gLYQ) --2.45
Extrato de levedura (g/L)(Q) 38,35 Extrato de levedura (g/L)XQ) 1 -184
1lby2L -36,51 1Lby2L 1.02
2Lby3L 31,35 Tween 80 (miLYQ) -92
1Lby3L 28,16 (1)Sacarose (g/LXL) .78
Tween 80 (mUL)XQ) -17.30 (2)Extrato de levedura (g/L)L) A0
(2)Extrato de levedura (g/L)L) 16,58 2Lby3L -37
(1)Sacarose (g/L)L) 122 (3)Tween 80 (mL)L) 14
Sacarose (g/L)(Q) 75 1Lby3L 091
p=.1 p=.1
(c) Eficiéncia de remogéo de agucar (%) (d) Massa seca (g/L)
(1)Sacarose (g/L)L) _-6.73 (1)Sacarose (g/L)L) - 13,58
Sacarose (g/L)(Q) | _4.07 1Lby3L _ 11.85
Extrato de levedura (g/L)(Q) | 299 Sacarose (g/LYQ) _ 10,05
1lby2L 1.20 1lby2L j 7,36
1Lby3L .78 Tween 80 (m/LYQ) j 7,00
(3)Tween 80 (mUL)(L) -65 Extrato de levedura (g/L)}Q) ;6.49
Tween 80 (mUL)(Q) 44 (2)Extrato de levedura (QILYL) 569
(2)Extrato de levedura (/L)L) 25 2Lby3L 5,60
2Lby3L -03 (3)Tween 80 (mL)L) 126
p=1 p=1
(e) Produgao de dcido latico (g/L) (f) Produgao de acido acético (g/L)
(2)Extrato de levedura (g/L)L) _9.&2 (2)Extrato de levedura (g/L)L) _ 3824
(1)Sacarose (g/L)L) 34,72 Extrato de levedura (g/L)(Q) 122
Tween 80 (mi/L)(Q) 74,22 (1)Sacarose (g/L)L) 4,97
Sacarose (g/L)(Q) 1-3.73 1LbyaL 4,10
Extrato de levedura (g/L)(Q) 3,00 Sacarose (g/L)Q) 3,59
1Lby3L 2,12 Tween 80 (MILYQ) R.45
1lby2L 95 2Lby3L 2,38
2Lby3L -45 1Llby2L nm
(3)Tween 80 (mUL)L) -27 (3)Tween 80 (mVL)YL) -2
p=1 p=1

Figura 5 Gréficos de Pareto com efeito estimado das variaveis estudadas no Delineamento Central
Composto Rotacional para cada variavel resposta.

Legenda: a) producéo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides; b) eficiéncia de remogéo de
DQO; c) eficiéncia de remocdo de agucares; d) massa seca; e) producdo de acido latico; e f)
producao de &cido acético.

A producdo de bacteriocinas variou significativamente: a menor producao foi
observada no tratamento 12 (283,64 AU/ml), enquanto a maior foi no tratamento 7 (3693,35
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AU/ml). Dessa forma, verifica-se que no tratamento 12 a baixa concentracdo de Tween 80
(2,00 mL/L) (-a) proporcionou baixa atividade de bacteriocina, ao contrario do tratamento 7,
que, com concentracdo de 6,79 g/L (+1) de Tween 80 aliada as fontes de nitrogénio e
carbono, gerou a maior producéo bacteriocina.

Nota-se que o Tween 80 se mostrou o fator principal para a producdo de
bacteriocinas, seguido pelo extrato de levedura e das interagdes entre os substratos (Figura
5a). O desempenho do Tween 80 pode ser definido por sua caracteristica surfactante, que
acelera o crescimento das células e interfere na permeabilidade da membrana, acelerando a
difuséo de bacteriocinas (MARTINEZ et al., 2013; ROSA et al., 2002).

A adicdo do Tween 80 ndo apresentou efeito significativo no trabalho de Xiraphi et al.
(2008), quando adicionaram 0,1 % (v/v) na producédo da bacteriocina E131 por Leuconostoc
mesenteroides. Ja para Todorov e Dicks (2005), avaliando a atividade da bacteriocina
ST33LD da Leuconostoc mesenteroides pelo efeito do Tween 80, verificaram que houve
aumento de 50% na producdo. Na Tabela 8 sdo apresentados diversos estudos em que a
adicdo de Tween 80 apresentou efeito significativo positivo sobre a producdo de
bacteriocinas por diferentes bactérias do acido latico.

Tabela 8 Efeito do Tween 80 na producdo de bacteriocinas por bactérias laticas

Producao bacteriocina
(AU/mI)

BAL Bacteriocina sem com adi¢éo Concentracao Referéncia
e de Tween 80
adicdo de de Tween
Tween 80 80
E. faecium Bacteriocin o (WILAIPUN et
NKR-5-3 NKR-5-3 800 3200 0,1% (viv) al., 2002)
L. lactis Nisin ~25000 ~5100 5 (g/L) (LIU et al., 2005)
L. Bacteriocins Aumento
rhamnosus o1 61p7 & NM* maior que NM (TODOROV;
ST461BZ & ST462B7 50% DICKS, 2006)
ST462BZ °
L. casei CRL Lactocin 0 2133 0,5/1,0% (VIGNOLO et al.,
705 705 (V/Iv) 1995)
(VON
L. plantarum  Bacteriocin 0,15/ 0,20 MOLLENDORFF;
JW6BZ JW3BzZ 3200 51200 (ml/L) TODOROV;
DICKS, 2009)
(VON
L. fermentum  Bacteriocin 0,15/ 0,20 MOLLENDORFF;
JW15BZ JW15BZ 3200 25600 (ml/L) TODOROV;
DICKS, 2009)
L. sakei Bacteriocin (TODOROV;
ST22CH ST22CH 1600 6400 5 (g/L) OLIVEIRA; VAZ-

VELHO, 2012)

Legenda: NM (ndo mencionado), Enterococcus faecium, Lactpbacillus rhamnosus, Lactobacillus

casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus sakei.
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O extrato de levedura adicionado ao meio de cultivo serve como uma fonte de
nitrogénio orgéanico, muito utilizado para o crescimento celular microbiano, que possui
solubilidade em &agua para as células de levedura que sdo formadas por aminoéacidos,
peptideos, carboidratos e sais (ABBASILIASI et al., 2017). Os aminoacidos essenciais do
extrato de levedura sdo um dos fatores que impulsionam o aumento da producdo da
bacteriocina (WAYAH; PHILIP, 2018).

A sacarose ndo foi uma varidvel significativa no intervalo de confianca de 90%
(Figura 5a). O mesmo foi observado por Mataragas et al. (2004), que avaliaram o efeito da
fonte de carbono glicose para a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides
L124 nas concentracbes de 30, 45 e 60 g/L e verificaram que nao houve diferenca
estatistica significativa a 5% na producdo bacteriocina, tendo uma producdo maxima de
2560 AU/mI para ambos os tratamentos. Os autores também avaliaram a influéncia do
extrato de levedura com 10 e 15 g/L em conjunto com a glicose e verificaram que n&o houve
diferenca estatistica para as duas concentracdes, tanto na producao de bacteriocina, quanto
na producao de biomassa.

Para a eficiéncia de remocdo de DQO, os efeitos de todos os fatores foram
significativos a 10%; porém, a influéncia da sacarose e do extrato de levedura foram
maiores, uma vez que essas variaveis correspondem a fontes de carbono e nitrogénio
organico, respectivamente (Figura 5b). A influéncia dessas variaveis pode ser explicada pela
propria funcdo da DQO, em que os valores desse parametro refletem a quantidade total de
componentes oxidaveis como fontes de carbono e compostos organicos (AQUINO; SILVA,;
CHERNICHARO, 2006). E importante ressaltar que para o tratamento da 4gua residuéria da
fécula de mandioca, eficiéncias altas de remoc¢&o de DQO séo necessérias para o descarte
correto no meio ambiente.

A eficiéncia da remocdo de agucares esta relacionada com o consumo da sacarose
(fonte de Carbono) (Figura 5c), podendo esta ser convertida em acidos organicos e
metabolitos pela via de fermentaco heterofermentativa do L. mesenteroides (CARDENAS
et al., 2015), relacionada ao aumento da producdo de bacteriocinas (PAPAGIANNI;
AVRAMIDIS; FILIOUSIS, 2007). No presente estudo, verifica-se que a baixa eficiéncia de
remocdo de acUcares esta relacionada com o0 excesso de sacarose no meio, como
observado nos ensaios com niveis +1 e +a de sacarose (Tabela 7), em que o carbono nao
foi totalmente convertido.

Na fermentacdo da Leuconostoc mesenteroides, ocorre a formacdo de 4cidos
organicos, como latico e acético (Figuras 5e e 5f). Portanto, ha necessidade de uma fonte

de carbono, como a sacarose, para ser consumida e convertida nesses acidos (ZHAO et al.,



80

2019). Para a formacédo do acido latico, as variaveis extrato de levedura e sacarose foram as
mais significativas a 10%. No tratamento em que néo foi adicionada sacarose e com baixa
concentracdo de extrato de levedura (ensaio 9), a producdo do acido foi menor. A variavel
biomassa mostrou-se relacionada diretamente com a producdo de acido latico, ou seja, no
geral a maior producéo de uma variavel correspondeu a maior producdo da outra.

O acido acético atua sobre as células de bactérias Gram-positivas, estimulando a
membrana celular, fazendo com que as células interajam com o ambiente extracelular.
Dessa forma, as células comecam a se adaptar a ambientes adversos e,
consequentemente, produzem maiores quantidades de bacteriocinas para inativar bactérias
concorrentes ou sinalizar a populacdo (GE; KANG; PING, 2019). Os tratamentos com as
maiores concentracdes do acido acético também foram os que apresentaram as maiores
producdes de bacteriocinas (ensaios 7, 8, 9, 12 e 14).

O pH e a temperatura podem exercer influéncia no crescimento de bactérias do acido
latico (BAL) e na producéo de bacteriocinas. A temperatura ideal para crescimento de BAL é
30 °C, e 0 pH entre 6,0 e 6,5 (MATARAGAS et al., 2004; OZEL et al., 2018). Neste trabalho,
a temperatura de incubacéo foi de 30 °C e o pH inicial foi de 6,0 (Tabela 21), demonstrando
gue esses valores escolhidos séo indicados para a producéo de bacteriocinas.

Os resultados das andlises dos efeitos da producdo de bacteriocinas utilizando
sacarose, extrato de levedura e Tween 80 sdo apresentados na Tabela 9, considerando um

intervalo de confianca de 90% (p<0,10).

Tabela 9 Efeitos lineares, quadraticos e das interagcdes do DCCR para a variavel resposta atividade
de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides

Fator Efeito Erro puro) Limite de Limite de
P P confian¢ca -90% confianga +90%
Média 1469,87* 11,22 0,00 1437,10 1502,64
(1)Sacarose (g/L)(L) -76,20* 10,55 0,02 -107,00 -45,41
Sacarose (g/L)(Q) 8,72 11,62 0,53 -25,21 42,65
(2)Extrato de levedura 174,92+ 10,55 0,00 144,12 205,71
(g(/jL)fL) .
Extrato de levedura
445,69* 11,62 0,00 411,76 479,62
(9/L)(Q)
(3)Tween 80 (ml/L)(L) 1555,46* 10,55 0,00 1524,66 1586,26
Tween 80 (ml/L)(Q) -201,09* 11,62 0,00 -235,01 -167,16
Interagdo 1 x 2 -502,94* 13,77 0,00 -543,16 -462,72
Interagdo 1 x 3 -388,00* 13,77 0,00 -428,22 -347,78

Interagdo 2 x 3 431,84* 13,77 0,00 391,62 472,06




81

O modelo que descreve o comportamento de producdo de bacteriocinas por
Leuconostoc mesenteroides com base nos fatores sacarose, extrato de levedura, Tween 80
e as interacdes lineares e quadréticas entre eles encontra-se descrito na Equacéao 3.

PB = 1469,87 — 38,104 + 87,46Y + 222,85Y?% + 777,73Z — 100,54Z% — 251,47A,Y Eqg. (3)
—194,004,Z + 215,92V, Z

Em que:

PB - produgé&o de bacteriocina (AU/mL);
A - sacarose (g/L);

Y - extrato de levedura (g/L);

Z - Tween 80 (mL/L).

Observou-se que o coeficiente de determinacgéo (R%) do modelo gerado foi de 0,85. A
partir desse valor, pode-se inferir que 85% dos dados sdo explicados pela equagdo do
modelo no intervalo de 10% de confianca. Dessa forma, para avaliar a qualidade do ajuste
do modelo estimado a 10% de significancia foi realizada a analise de variancia (ANOVA —
Tabela 10).

Tabela 10 ANOVA para a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides a partir do
DCCR

Fonte de

te a sQ GL MQ F F tab F/Ftab
variagéo
Regressdo  10462344,63 8 1307793,08 5,63 2,59 2,17
Residuo  1858584,32 8 232323,04
F:j'lj";tdee 1857825,44 6 309637,57 816,04 9,33 8751
Erro puro 758,88 2 379,44
Total 12320928,96 16

Para definir as variaveis significativas, deve-se atender as seguintes premissas:

eSe Fcal 2 Ftab ou p-valor < 10%: conclui-se que existe efeito das variaveis
independentes sobre a variavel dependente, no nivel de 10% de significancia;

¢ Se Fcal < Ftab ou p-valor > 10%: conclui-se que ndo existe efeito das variaveis
independentes sobre a variavel dependente, no nivel de 10% de significancia.

Considerando os dados da ANOVA (Tabela 9), verifica-se que para a regresséo o
Fcalculado fOi maior que 0 Fuabelado, indicando que houve efeitos das variaveis independentes
sobre a variavel resposta atividade de bacteriocinas, no nivel de 10% de significancia.

A partir dos resultados do delineamento composto central rotacional, foram geradas
as superficies de respostas (Figura 6), que sédo graficos gerados por técnicas matematicas e

estatisticas baseadas no ajuste de uma equacdo polinomial aos dados experimentais, que
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descrevem o comportamento de dados que realizam previsdes estatisticas (BEZERRA et
al., 2008). A metodologia de superficie de resposta otimiza os niveis dos fatores para a
obtencdo do melhor desempenho no sistema e permite a determinacdo do modelo
matematico que se adapte as variaveis dependentes e independentes. Em outras palavras,
a superficie de resposta permite verificar a significancia estatistica do modelo de regressao

da resposta em funcdo da variavel independente, representando-a graficamente (LUCENA
et al., 2018).

(a)

(b)

3 RRR

B <2000
<1000
I <0

Il <-1000

Il > 4000
Il < 3500
8 <2500
<1500
Il <500

Il <-500

QUINY) BuRouSReq apepINNY
(W) BUDOUBYEQ PPN

I > 3500
I <3200
B <2700
<2200
B <1700
I <1200

() euoueIEq PEPTY

Figura 6 Superficies de respostas da producdo de bacterionas (AU/ml) em fungdo dos fatores

sacarose, extrato de levedura e Tween 80

Legenda: a) efeitos da sacarose e Tween 80; b) efeitos do extrato de levedura e Tween 80; c) efeitos

do extrato de levedura e sacarose.

A superficie de resposta que correlaciona o extrato de levedura e a sacarose (Figura
6¢) indica que para melhorar a producdo de bacteriocinas é necessario utilizar valores dos
substratos proximos aos pontos centrais, uma vez que a maior produgdo esta centralizada

no grafico. Para o extrato de levedura, a producdo estad em torno de 10 g/L; j& para a

sacarose esta em torno de 12,50 g/L.
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Ja para as superficies de respostas que correlacionam o extrato de levedura e a
sacarose com o Tween 80 (Figuras 6a e 6b), verifica-se que para obter a maior producao de
bacteriocinas deve-se aumentar a quantidade de Tween 80 e manter as de sacarose e

extrato de levedura proximas do ponto central, ou seja, proximas aos valores médios.

6.3.3.4 Obtencdo do ponto étimo para o processo de producdo de bacteriocinas por
Leuconostoc mesenteroides

A obtencéo do ponto 6timo para o processo de producdo de bacteriocinas foi
realizada a partir dos dados obtidos no DCCR utilizando a funcéo desirability de Derringer
no software Statistica®. Na Figura 7 sao ilustradas as curvas de cada uma das variaveis em
andlise (sacarose, extrato de levedura e Tween 80) em funcdo da variavel resposta
atividade de bacteriocinas.
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Figura 7 Valores 6timos dos substratos para a produgdo de bacteriocinas por Leuconostoc
mesenteroides, determinado pelo método de desejabilidade

As concentracdes e proporgdes dos substratos adicionados ao meio de cultivo para
cada tratamento influenciam diretamente na producdo de bacteriocinas, assim como as
fontes de carbono e de nitrogénio (ABBASILIASI et al., 2017). Dessa forma, pode-se inferir
gue o ponto 6timo compde um conjunto de fatores que influenciam na atividade bacteriocina.
Para este experimento, as concentragdes Otimas foram de 8,03 g/L de sacarose; 18,20 g/L

de extrato de levedura; e 7,46 ml/L de Tween 80, para a producéo de 3693,4 AU/ml.
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O uso do delineamento experimental, como o PB e o DCCR, para a obtencdo de
ponto 6timo na fermentacdo de bactérias do acido latico, tem sido muito utilizados nos
tltimos anos. Du et al. (2017) isolaram, caracterizaram e otimizaram o processo de
fermentacdo para Leuconostoc mesenteroides por meio do PB e do Delineamento

COI’T]pOStO Central (DCC) para obtencdo de glucansucrase (enzimas que atuam na sintese de polissacarideos) e
verificaram que o uso de delineamento experimental foi muito importante para determinar os efeitos significativos.

Na produgédo de bacteriocinas, Kumar e Srivastava (2010) utilizaram o PB e a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) para analisar as seguintes variaveis: glicose,
extrato de levedura, triptona, citrato de triamonio, acetato de sddio, sulfato de magnésio,
fosfato de potassio, pH, periodo de incubacdo e Tween 80, para a bacteriocina Enterocin
LR/6 da BAL E.faecium. Os autores verificaram aumento de 50% na producdo de

bacteriocina (300 para 606 AU/mIl) com o uso do delineamento.

6.4 Conclusodes

O estudo demonstra que a Leuconostoc mesenteroides possui potencial para a
producdo de bacteriocinas da &agua residuéria de fecularia de mandioca. A partir das
analises de dados do delineamento experimental Plackett-Burman, os fatores selecionados
para melhorar a producdo foram a sacarose, o extrato de levedura e o Tween 80. O melhor
tempo de incubacdo para o aumento da atividade bacteriocina foi em 20 horas. As
concentracdes Otimas foram de 8,03 g/L de sacarose; 18,20 g/L de extrato de levedura e
7,46 mL/L de Tween 80, para a producao de bacteriocina de 3693,4 AU/mL.
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7 COMPARACAO DA PRODUCAO DE BACTERIOCINAS POR Lactobacillus fermentum
E Leuconostoc mesenteroides EM AGUA RESIDUARIA DE INDUSTRIA DE FECULA DE
MANDIOCA

As maiores producdes de bacteriocinas no delineamento Plackett-Burman para
Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides foram de 3438,84 e 1990,47 AU/mL,
respectivamente. Avaliando estatisticamente as médias das maiores producbes das
bactérias laticas pelo teste de comparacdo de médias T-student de amostras
independentes, verifica-se que com 10% de significancia os valores de producdo s&o
diferentes, uma vez que o p-valor foi de 0,0024<0,10. Dessa forma, estatisticamente verifica-
se que a producgdo de bacteriocinas foi melhor para a Lactobacillus fermentum. No grafico
de comparacdo das producdes (Figura 6) para os 15 ensaios, fica evidente que a
Lactobacillus fermentum, no geral, produziu mais bacteriocinas do que a Leuconostoc
mesenteroides com condi¢des de crescimento iguais (30 °C, 100 rpm, 36 h, 4gua residuaria
da fécula de mandioca suplementada com os respectivos niveis do PB).
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Figura 1 Comparacdo da producéo de bacteriocinas por Lactobacillus Fermentum e Leuconostoc
mesenteroides para os ensaios do delineamento Plackett-Burman.

Os fatores que influenciaram a producéo de bacteriocinas no Plackett-Burman para
ambas as cepas foram os mesmos, sendo a sacarose, 0 extrato de levedura e o Tween 80.
A partir dos ensaios foi perceptivel verificar que o Tween 80, tanto para Lactobacillus

fermentum, quanto para Leuconostoc mesenteroides, foi o fator mais significativo para a
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producdo de bacteriocinas. A menor producéo de bacteriocinas para ambas as cepas foi no
ensaio 12, uma vez que nao foi adicionado nenhum substrato a agua residuéria de fecularia.

O estudo cinético realizado para ambas as cepas ocorreu por 35 h, com amostras
retiradas a cada 5 h. Para a Lactobacillus fermentum foram adicionados 20 g/L de sacarose
e 4 mL/L de Tween 80; j4 para Leuconostoc mesenteroides, foram adicionados 1,14 g¢g/L de
sulfato de magnésio e 4 mIL/L de Tween 80 — esses niveis foram escolhidos por serem as
melhores producdes para as respectivas cepas. O melhor tempo de fermentacao foi de 20 h,
tanto para Lactobacillus fermentum quanto para Leuconostoc mesenteroides.

No Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) os fatores que foram
avaliados para a producdo de bacteriocinas, para ambas as cepas, foram sacarose, extrato
de levedura e Tween 80. Para Lactobacillus fermentum, o ensaio 14 teve a maior producdo
de bacteriocinas (11751,03 AU/mL); ja para a Leuconostoc mesenteroides, foi 0 ensaio 7
(3693,35 AU/mL). Comparando-se as médias das maiores producdes de ambas as cepas
pelo teste T-student, foi avaliado que estatisticamente a 10% de significancia, os valores de
producdo sdo diferentes, com p-valor de 0,04<0,10. Assim como no PB, a producéo de
bacteriocinas por Lactobacillus fermentum, no geral, foi maior que a do Leuconostoc
mesenteroides com condi¢fes de crescimentos iguais, 30 °C, 100 rpm, 20 h e &gua
residuaria da fécula de mandioca suplementada com os respectivos niveis do DCCR (Figura
3).

14000

~*~ Atividade bacteriocina (AU/mL) Leuconostoc mesenteroides
~#~ Atividade bacteriocina (AU/mL) Lactobacillus fermentum
12000

10000

8000

6000

4000

Atividade bacteriocina (AU/mL)

2000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Ensaios DCCR

Figura 2 Comparacao da producdo de bacteriocinas por Lactobacillus Fermentum e Leuconostoc
mesenteroides no Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
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As diferentes taxas de producBes para Lactobacillus fermentum e Leuconostoc
mesenteroides para o PB e DCCR, mesmo com condi¢des iguais de crescimento, pode ter
ocorrido por caracteristicas dos géneros que sdo diferentes (Lactobacillus e Leuconostoc),
pela escolha do pH inicial (6,0), temperatura (30 °C) e agita¢do (100 rpm), que foram iguais
para ambas as cepas. Provavelmente, a Lactobacillus fermentum se adaptou melhor nessas
condicbes de crescimento, ao contrario da Leuconostoc mesenteroides. Dessa forma, para
trabalhos futuros € importante avaliar condicbes adequadas para a producdo de
bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides.

O pH ap6s a fermentagédo também é um fator de importancia que distingue as duas
cepas. Para avaliar a producdo de bacteriocinas por Leuconostoc mesenteroides, foi
necessario abaixar o pH para 2,5, para que as bacteriocinas se dissociassem da membrana
celular (PENNA et al, 2006). Para a Lactobacillus fermentum foi verificado que o
abaixamento do pH para 2,5 diminuia significativamente os valores de produgcdo de
bacteriocinas. Pascual (2008), avaliando diferentes valores de pH para a Lactobacillus
fermentum, verificou que o pH entre 5,0 e 5,5 é o ideal para a producéo de bacteriocinas. E
importante ressaltar que o pH apos da fermentacao para Lactobacillus fermentum para o PB
e 0 DCCR esteve sempre acima de 4,0. Os diferentes comportamentos das moléculas de
bacteriocinas indicam que, embora as duas cepas apresentem produgéo de bacteriocinas,
os compostos séo diferentes e, portanto, podem apresentar modos de agfes diferentes.

Os resultados dos ensaios do DCCR, para ambas as cepas, foram avaliados no
software Statistica®, sendo gerados modelos lineares para a producdo de bacteriocinas
(indicados nos artigos 1 e 2). Os modelos foram comparados por diferentes critérios de
selecdo (AIC, R?, R? gjustado e BIC), a fim de avaliar qual o melhor modelo que estimasse a
melhor producdo de bacteriocinas considerando as variaveis independentes (sacarose,
extrato de levedura e Tween 80) e a varidvel dependente (producdo de bacteriocinas). As

comparacdes sdo apresentadas na Tabela 23.

Tabela 1 Comparacdo do modelo linear da producdo de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum e
Leuconostoc mesenteroides considerando diferentes critérios de selecao (AIC, R?, R? ajustado e BIC)

Modelo linear AIC R? R? Ajustado BIC
Lactobacillus fermentum 320,51 0,40 -0,18 328,84
Leuconostoc mesenteroides 265,48 0,84 0,69 273,81

Legenda: AIC (Critério de Informacao de Akaike) e BIC (Critério Bayesiano de Schwarz).

Analisando os valores indicados na Tabela 23, pode-se concluir a partir dos

diferentes critérios de selecdo que:
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» AIC (critério de informacdo de Akaike): Este critério estima o melhor modelo,
considerando o niumero de variaveis do modelo e a qualidade das ligacGes entre elas. Para
o AIC, quanto menor for o valor relacionado a ele, melhor ser4 o modelo que se ajusta aos
dados. Assim, para este estudo, o modelo que menos se ajustou foi o de Lactobacillus
fermentum (320,51);

» Coeficiente de determinacéo e ajustado (R2 e R2 ajustado): Tal coeficiente indica o
quanto o modelo é capaz de explicar os dados; o melhor modelo deve estar préximo de 1.
Considerando os dois modelos, verifica-se que o melhor foi para Leuconostoc
mesenteroides, uma vez que o R2 obtido foi de 0,84 e para 0 R? ajustado de 0,69; assim,
infere-se que cerca de 84% dos dados sdo explicados por esse modelo.

« BIC (critério de informacédo bayesiano): Assim como o critério AIC, para o BIC
quanto menor for o valor relacionado a ele, melhor serd o ajuste do modelo. Dessa forma, o
melhor modelo foi para Leuconostoc mesenteroides com um BIC de 273,81.

Considerando todos os critérios de selecdo, verifica-se que o modelo para
Leuconostoc mesenteroides foi o melhor. Dessa forma, pode-se inferir que mesmo que a
producdo de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum tenha sido maior, € necessario
realizar ajustes nos niveis das variaveis independentes (sacarose, extrato de levedura e
Tween 80), para melhorar o modelo e, consequentemente, aumentar ainda mais a produgéo
de bacteriocinas.

Para verificar a producdo de bacteriocinas com ambas as cepas (cocultivo), foi
formado um in6culo da cultura de bactéria latica mista (5 ml do in6culo de Lactobacillus
fermentum, 5 mL do in6culo de Leuconostoc mesenteroides e 90 mL de caldo MRS para
completar o volume, sendo incubado por 16 h, 100 rpm, 30 °C). Nesse experimento, 5 mL
do in6culo da cultura mista foi adicionado em 45 mL 4gua residuaria da fécula de mandioca
suplementada com 25 g/L de sacarose, 10 g/L de extrato de levedura e 5 mL/L de Tween 80
— Ensaio 10 do DCCR (metodologia detalhada nos artigos 1 e 2). A producdo de
bacteriocinas com a mistura mista Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides
(30 °C, 100 rpm, 20 h) é apresentada na Tabela 24.

Tabela 2 Producdo de bacteriocinas (AU/mL) por cultura mista de Lactobacillus fermentum e
Leuconostoc mesenteroides e pelas cepas individuais

Producéo de bacteriocina (AU/mL)

Cultura mista (Lactobacillus fermentum e

; 421,63
Leuconostoc mesenteroides)
Lactobacillus fermentum 4349,23
Leuconostoc mesenteroides 1818,81

A producdo de bacteriocinas pela cultura mista de Lactobacillus fermentum e

Leuconostoc mesenteroides foi baixa (421,63 AU/mL), em comparagcdo com as produgdes
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obtidas para as cepas em monocultura (Tabela 24). A baixa producéo de bacteriocinas pela
cultura mista pode estar vinculada as caracteristicas e necessidades de cada
microrganismo, com a possivel inibicdo de cada um deles pelas respectivas bacteriocinas
produzidas.

Um teste de incompatibilidade entre as bactérias foi realizado para verificar a
possivel inibicdo de ambas perante as bacteriocinas produzidas pela outra cepa, durante a
fermentacdo. Para tanto, cada cepa foi plagueada em meio agar TSA suplementado com
sangue de carneiro, sendo submetida a acao das bacteriocinas produzidas pela outra cepa,
através do teste de antagonismo (insercdo dos microrganismos nos po¢os no meio agar).

Na Tabela 25 s&o apresentados os resultados da inibig&o.

Tabela 3 Teste de incompatibilidade entre as bactérias do acido latico Lactobacillus fermentum e
Leuconostoc mesenteroides

Halo de inibicdo (mm) dos microrganismos alvo

Bacteriocinas dos
microrganismos inoculados Lactobacillus fermentum Leuconostoc mesenteroides
no orificio (poco)

Lactobacillus fermentum - 11,65
Leuconostoc mesenteroides 14,47 -

Os resultados apresentados na Tabela 25 demonstram que ocorreu
incompatibilidade de crescimento entre as bactérias do acido latico Lactobacillus fermentum
e Leuconostoc mesenteroides, uma vez que 0S microrganismos apresentaram halo de
inibicdo em relacdo ao outro. Dessa forma, infere-se que a baixa producgéo de bacteriocinas
pela cultura mista ocorreu pela incompatibilidade entre as cepas. Verifica-se que a
Lactobacillus fermentum exerceu uma maior influéncia no crescimento de Leuconostoc

mesenteroides, uma vez que o halo de inibicao foi maior.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de bacteriocinas por Lactobacillus fermentum e Leuconostoc
mesenteroides a partir da agua residuaria da fécula de mandioca mostrou potencial de
producdo de bacteriocinas. Assim, torna-se relevante projetar uma continuidade de estudos
que avaliem:

e |solar outras bactérias produtoras de bacteriocinas da agua residuaria do

processamento da mandioca, como, por exemplo, Lactococcus lactis, produtora da

bacteriocina nisina;

e Aumentar a producgdo de Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides

em escala de bancada, utilizando reatores anaerébios para o cultivo;

o Avaliar outros fatores para melhorar a producdo das bacteriocinas e diminuir o

custo com meios de cultivos de elevado custo, como o extrato de levedura;

e Verificar a atividade antimicrobiana das cepas em relagdo a bactérias

patogénicas;

e Encapsular as bacteriocinas de Lactobacillus fermentum e Leuconostoc

mesenteroides, para verificar sua agdo na preservacao de alimentos.
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Matriz: Isolado de microrganismo em NeoSample-X

Resultados

Ensaio: DMD Bactéria - Sequenciamento de alto desempenho - gene 16S rRNA regido V3-V4

Identificacao Numero de sequéncias de DNA Proporgao por amostra (%)
Lactobacillus fermentum 1.146 99,48
Bacillus cereus sp. group 6 0,52

Informacgoes referentes aos métodos

Método

DMD - Diagndstico Microbioldgico Digital - Identificacdo de microrganismos por sequenciamento de DNA.
Equipamento

MiSeq Sequencing System - llumina

* Dados fornecidos pelo cliente.

Notas
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