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Resumo Abstract

Mudancas no estilo de vida dos consumidores tém aumentado a procuChanges in consumer lifestyle have created a great demand for
ra por novos tipos de alimento, como os refrigerados de preparo facil products such as “ready to eat” refrigerated food, fresh food (without
(ready to eat)os naturais (sem adigéo de conservantes quimicos) e os adding chemical preservatives) and more nutritious food as Weu.
nutritivos (SILLS-LEVY, 1989; REINECCIUS, 1989). Alguns  (SILLS-LEVT, 1989; REINECCIUS, 1989). Some psychrotrophicr

patégenos alimentares psicrotréficos — por exenlgkieria food pathogens, such &ssteria monocytogenes, Yersinia T
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli O15&:H7  enterocolitica, Escherichia coli 0157:HihdAeromonas hydrophila | 5
Aeromonas hydrophih ECHOWICH, 1988; MOTLAGHet al, 1991) have been emerging becaug¢he increase in the demand for theseo

— emergiram devido ao aumento do consumo de produtos refrigerados products (LECHOWICH, 1988; MOTLAGHt al., 1991). S
Como consequiéncia, observa-se o interesse por novas tecnologias qu€onsequently this demand has brought up great interest in new
aumentem o tempo de vida Util desses produtos e também confiramtechnologies that will be able to both extent shelf life and enhance
seguranga microbioldgica a eles. Pesquisas com bacteriocinas de bactéhe microbiological safety of these products. Researches on
rias lacticas tém-se expandido nos Ultimos anos, por causa de sua utilibacteriocins from lactic acid bacteria have expanded exponentially
zagdo como bioconservantes alimentares. Sabendo-se que bactériafor the last few years, because of their potential use as natural food
lacticas ocorrem naturalmente em muitos alimentos fermentados, suaspreservative. It is assumed that since lactic acid bacteria happen
bacteriocinas podem ser facilmente aceitas como aditivos alimentaresnaturally in many food fermentation, their bacteriocins are going to
pelas autoridades da salde e pelos consumidores (GONZABEZ be easily accepted as food additives by healthy authorities and mainly
1996). Essa revisdo tem como objetivo destacar os recentes avangoby consumers (GONZALESt al.,1996).

tecnolégicos no estudo dessas bacteriocinas.

Palavras-chavénacteriocina; Listeria monocytogenes; bactérialactica.  Key wordsbacteriocins; Listeria monocytogenes; lactic acid bacteria.

PEPTIDIOS ANTIMICROBIANOS BACTERIOCINAS DE BACTERIAS LACTICAS

Peptidios antimicrobianos sédo produzidos na na- Bactérias lacticas sdo cocos ou bastonetes
tureza por bactérias, fungos, insetos, anfibios, vertebra- Gram-positivos, ndo esporogénicos, fermentadores, pro-
dos e humanos. Foram encontrados e caracterizados atélutores de acido lactico como resultado final da fermenta-
0 momento cerca de 400 antimicrobianos diferentes. Ha ¢do de carboidratos, e apresentam metabolismo e caracte-
um grande interesse no estudo desses peptidios devidaisticas fisiolégicas semelhantes (AXELSSON, 1993).
ao seu potencial terapéutico como agentes Muitas espécies de bactérias lactichactobacillus,
antimicrobianos e anti-cancer. A maioria deles tem como Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconpstoc
alvo a membrana citoplasmética das células. S&o utilizadas na producdo de alimentos fermentados, tém apre-
catidnicos sob condigdes fisiologicas e assumem estrutu- sentado antagonismo a outras bactérias, incluindo as do mes-
ra de hélice e, em alguns casos, folha pregueada, estrutuimo género e/ou patégenos. (McMULLEN e STILES, 1996)
ras essas importantes para o seu mecanismo de acgao. Além de inibir o crescimento de patdégenos nos
(CHEN, 1997) alimentos fermentados, acredita-se que as bactérias

As proteinas e os peptidios antimicrobianos, lacticas proporcionem efeitos benéficos a salde. Esta
ribossomicamente sintetizados e secretados por bactériascrenca fortaleceu marketingde muitos alimentos con-
sdo denominadas bacteriocinas (KAISER e tendo culturas vivas de bactérias lacticas, incluindo leite
MONTVILLE, 1993; NESet al, 1996; CINTASet al, ndo fermentado, leite fermentado, iogurte, culturas se-
1997). O estudo das bacteriocinas comegou em 1925, comcas, bebidas e doces. Esses alimentos com bactérias pro-
a descoberta das colicinas produzidaggscherichia coli motoras de beneficios a saude sdo denominados
Os estudos estavam centrados apenas nos microrganisprobiéticos. (RICHARDSON, 1996)
mosGram-negativos; entretanto, estas bactérias associa- Nos ultimos anos, além da utilizacéo de bactérias
vam-se negativamente aos alimentos, ou seja, a sua prefacticas como probioticos, estuda-se também sua aplica-
senga ndo era desejavel. Felizmente, o trabalho comcédo como conservantes em alimentos. Contudo, devido a
colicinas permitiu o desenvolvimento de métodos de grande importancia econémica das bactérias lacticas para
deteccéo e isolamento de outras classes de bacteriocinasa indistria de fermentagéo, os estudos sobre a fisiologia,
(LEWUS, 1991) bioquimica, genética e biologia molecular desses micror-
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ganismos tiveram um avanco significativo, o que levou & Tabela 1. Classificagao das bacteriocinas.
deteccédo de outros compostos que ocasionam o fenémend
da antibiose, como as bacteriocinas (DAVIDSON e
HOOVER, 1993). A importancia econdmica das bactérias

Bacteriocinas (grupo

Grupo Caracteristicas representativo)

| Lantibiéticos, peptidios pequenos (<5KDa) | Nisina, lacticina 481, carnocinal

s e ~ . . . contendo lantionina e B metil lantionina Ul49, lactocina S, etc.
lacticas na preservagao de alimentos continua estimulando
3 1 i N Peptidi b tavei
a exploracao de bacteriocinas para o uso como conservantes Sintazatas o de procuroras, o5 bediodina oA sakacinas
de alimentos. (LEWUSt al, 1991; BAREFOOT e | g e e 20 AeP, (F:)urva;Acin:;l A
fi ira Listeri nt eucocina A, etc.
NETTLES, 1093) o , Sivos ol ieersspo s sorseaniar,
Até 1995, mais de 100 bacteriocinas de bactérias N-terminal da molécula.
lacticas foram identificadas (CHE#t al, 1997). Elas séo, 1 ' | paptiios dferantes necesebrios para Lactacoceinas G e F
em geral, pequenas proteinas catidnicas, heterogéneas ¢ aformagao de um complexo
hidrofébicas, que apresentam de 20 a 60 residuos de| | | Peptidios que requerem a presenca de
. L, . R L. L, residuos de cisteina na forma reduzida Lactococcina B
aminodcidos, ponto isoelétrico elevado, caracteristicas para atividade biolégica da molécula
anfipaticas; variam consideravelmente quanto ao micror- Molé . Helveticinas J e V-1829,
) ~ m oléculas grandes sensiveis ao calor acidophilucina A lactacinas
ganismo produtor, ao espectro de agdo, ao peso molecular AeB
e as suas propriedades bioquimicas. (KAISER e Moleculas complexas constituidas por . .
proteinas e uma ou mais moléculas como | Plantaricina S, leuconocina S|
MONTVILLE, 1996; VERHEULet al, 1997) 4 lipidios ou carboidratos lactocina 27, pediocina SJ 1.

Segundo BRUNO e MONTVILLE (1994) e
EIJSINK et al (1996), as bacteriocinas sdo proteinas bio-
logicamente ativas e exibem propriedades antimicrobianas g|0ssiNTESE

contra espécies intimamente relacionadas com o organis- Os aspectos bioquimicos e genéticos envolvidos na
mo produtor. Algumas dessas propriedades sao menciona-pipssintese de bacteriocinas das classes | e Il tém sido ex-
das abaixo: _ . . tensivamente investigados, dada sua conhecida atividade
e podem apresentar efeito bactericida ou bacteriostatico, |ota1 contra patégenos alimentares. (AB&Eal, 1995;
dependendo da concentragao; JACK et al, 1995)
e apresentam pequeno ou amplo espectro de atuacao; A sintese de bacteriocinas envolve quatro diferen-
* t€m sua producao mediada por plasmidio ou CromossomOjies genes: o responsavel pela producéo do pré-peptidio ou
e reagem com sitios especificos ou inespecificos de liga- pré-bacteriocina; o gene responsavel pela produc&o da pro-
¢ao na bactéria sensivel; 5 teina que confere imunidade & célula produtora; o da pro-
e apresentam modo de acdo similar, desestabilizando ayyc50 das proteinas do transporte ABC que externalizam a
forga protonica da membrana da célula sensivel. bacteriocina e, por fim, o gene que codifica uma proteina
A nisina, produzida por algumas cepas de ;cessorio, ndio pertencente ao transporte ABC, mas neces-
Lactococcus lactig¢ a bacteriocina mais bem caracteriza- - sayia para a excrecéo da bacteriocina. A especifica fungéo
da atualmente. Descoberta nos anos 20 e classificada com@yggga proteina acessorio ndo é conhecida. NESL996)
um lantibiético (apresenta aminoacidos modificados como As bacteriocinas sdo sintetizadas, primeiramente, na
lantionina e b lantionina) de 34 aminoacidos & peso tqma de pré-peptidios ou pré-bacteriocinas biologicamente

molecular de 3500 Da (mon6mero), ela inibe a multiplica-  jn4tiyos. Esses pré-peptidios contém uma seqiiéncia de 18
¢do de bactériasram-positivas, incluindo patégenos como 5 27 amino4cidos, apresentando 2 glicinas na regi&o N-ter-

Listeria monocytogeneg a Unica bacteriocina produzida  ming|. As fungdes dessa seqiiéncia de aminoacidos s&o: evi-
comercialmente e legalizada para utiliz,a(;éo em alimentos. i, que a bacteriocina seja biologicamente ativa dentro da
(STEVENSet al, 1991; GARCERAet al, 1993; célula produtora e servir como sinal de reconhettoEara
NETTLES e BAREFOOT, 1993, VERHEUgt al, 1997) o sistema de transporte que envolveraseinas do transpor-

~ te ABC e uma proteina acessorio (N&Sal, 1996). Se-
CLASSIFICAGAO gundo MOLLet al. (1999), as duas glicinas presentes na

_Se_gundo KL,AEN',"A_MMER (1993_)’_ as sequiéncia de aminoécidos séo as responsaveis pelo reco-
bacteriocinas de bactérias lacticas podem ser divididas em hecimento da pré-bacteriocina no sistema de transporte.

4 classes, de acordo com as propriedades estruturais e ﬁs"Ap(Js o reconhecimento do pré-peptidio, a seqiiéncia de

co-quimicas. As bacteriocinas da classe | e Il, as mais co- 5minoacidos é removida, e a bacteriocina, excretada da
nhecidas, apresentam peso molecular inferior a 10 kDa e 4| la. (ENNAHAREet al, 2000)

termoestabilidade. As das classes Il e IV ndo sdo bem
conhecidas, mas apresentam peso molecular superior a 305|sSTEMA DE IMUNIDADE DO PRODUTOR DE
kDa; sdo termolabeis e podem ser proteinas hidrofilicas ou gacTERIOCINA

complexos formados por proteinas, fosfolipidios e/ou
carboidratos (Tabela 1).

Fonte: CLEVELAND et al. (2001)

Os produtores de bacteriocina desenvolveram um
sistema de protecdo contra suas préprias bacteriocinas, de-
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nominado imunidade: cada bacteriocina apresenta a suaa bacteriocina pediocina PA-1 pode funcionar na auséncia de
prépria proteina que Ihe confere imunidade, e esta é ex- um receptor de proteina. Estas bacteriocinas apresentam uma
pressa concomitantemente com a bacteriocina. As protei-seqiiéncia comum de aminoacidos YGNGV (Tirosina-
nas de imunidade apresentam 51 a 150 aminoacidos e,Glicina-Asn-Glicina-Valina), provavelmente responsavel pela
surpreendentemente, ndo apresentam homologia significa-aderéncia as células sensiveis. (MOétal,, 1999;

tiva entre si, enquanto as bacteriocinas apresentam 38 aENNAHAR et al, 2000)

55% de similaridade (ABEEt al, 1995; AYMERICHet Dois mecanismos alternativos foram propostos para
al., 1996). Essas proteinas permanecem intracelular e sedescrever detalhadamente os passos que envolvem a
ligam a proteinas de membrana da célula produtora, impe- permeabilidade da membrana por peptidios liticos com ca-

dindo a atuacdo da bacteriocina. (QUARRAL, 1995) racteristicas anfipaticas (Figura 1). Esses mecanismos dife-
rem quanto a forma de insercéo da bacteriocina na membra-
MODO DE ACAO na da célula-alvo. No modeBarrel stavga bacteriocina se = ,

Os estudos sobre o mecanismo de alguns ligacomo mondmero na membrana citoplasmatica, insere-8e
lantibiéticos e pequenos peptidios termoestaveis revelam na bicamada lipidica, e os monémeros inseridos agregam-Tﬁe
gue a acdo das bacteriocinas ocorre na membranalateralmente para formar o poro. Estudos utilizando probes
citoplasmatica (MONTVILLE e CHEN, 1998). Dependen- fluorescentes mostram que a parte C-terminal da molécuga
do de sua concentracao, as bacteriocinas sdo bactericidagla nisina penetra na por¢gdo hidrofébica da membrana
ou bacteriostaticas e atuam permeabilizando as membra-citoplasmatica (MARTINet al.,1996). Outros estudos indi-
nas de células sensiveis por meio da formagéo de poros, ccam que a parte C-terminal é responséavel pela ligacdo da
gue causa desbalanco iénico e fluxo de fons fosfato. A con- molécula na membrana das células sensiveis, e a penetragac
sequéncia da formacao de poros é a dissipagéo da forgana camada lipidica é realizada pela parte N-terminal.
protdnica (PMF), que esta envolvida diretamente com a
sintese de ATP, fosforilagé@o de proteinas, sintese e rotagédo
dos flagelos, transporte de proteinas etc. (BRUNO e A
MONTVILLE, 1994). Com a dissipacao da for¢a protonica,

98,9% de ATP é hidrolisado, na tentativa de manutengéo
da PMF . O transporte ativo de aminoacidos cessa € 0S extra-celular

aminoacidos de reserva séo liberados da célula pelos po- + N l N acido
ros formados. Esse distlrbio primario talvez gere outras T o o T
desordens como lise celular. (GARCER#al, 1993) z
A primeira fase na formacdo de poros pela AIV @‘!@?}%&. ATH
o

bacteriocina envolve as interacdes eletrostaticas entre a
carga positiva e os residuos polares da bacteriocina com os
fosfolipidios anibnicos presentes na bicamada lipidica da
membrana alvo (CHIKINDAt al, 1993; ABEEet al,
1995). Nesta fase, por exemplo, a bacteriocina é sensivel a
enzimas proteoliticas. A segunda fase é irreversivel e en- B
volve mudancas letais em cepas sensiveis a bacteriocina.

(DESMAZEAUD, 1997) o o= BT
Estudos detalhados das bacteriocinas da classe |,
aquela que contém certos aminoacidos como lantioninas, :g @ g

intra-celular alcalino

demonstram que esses componentes atuam no potencial de

membrana independente da presenca de um receptor (SAHL

et al, 1987). A nisina, embora nao requeira um receptor

de membrana, € mais ativa quando esta se erlcontraFigura 1. Modelos de formag&o de poros em membrana citoplasmética

energizada_ Moléculas de ||ga(;éo como ||p|'d|os I, presen- de células sensiveis: Wedge-like (A), Barrel-stave (B) (MOLL et al., 1999).

tes nas membranas de bactérias-alvo, podem servir como

receptores de membrana nas bactérias sensiveis No modeldNVedgea formacgéo de poro é causada por

(BREUKINK et al., 1999), aumentando a condutividade e uma atuacao local da bicamada lipidica que ocorre quando

a estabilidade de poros feitos por lantibiéticos. ha ligacdo das moléculas de bacteriocina: esta € puxada para
As bacteriocinas da classe Il ndo contém aminoacidos dentro da membrana pela forga proténica (PMF), e sua ori-

modificados e, dependendo do gradiente elétrico, estas entacdo em relagdo aos lipidios de cabeca n&o se altera, pois

interagem com receptores para se inserirem na membranao peptidio ndo entra em contato com a parte hidrofébica da

citoplasmatica. Entretanto, recentemente, foi demostrado que membrana. (BRUNO e MONTVILLE, 1993)
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Segundo MOLLet al., (1999), bacteriocinas da

classe | formam poros instaveis, de acordo com o modelo antibiéticos.

Wedge enquanto bacteriocinas da Classe Il aumentam a

Tabela 2. Principais diferengas entre bacteriocinas e

permeabilidade da membrana pela formacdo de um poro

segundo o modelBarrel stave
Experimentan vitro, observando a a¢do da nisina A
em lipossomos e proteolipossomos, mostrou que sua ativi-

dade depende da composicéo fosfolipidica. A quantidade de
cargas negativas de lipidios € importante para a sensibilida-

de das células a nisina. Assim, é provavel que as membranas
de bactériaGram-negativas funcionem como barreiras para
os lantibiéticos (RUHR e SAHL, 1985 ). Conforme

DESMAZEAUD (1997), além das diferencas estraituna
membrana citoplasmatica, bactéBamnegativapossuem

Caracteristicas Antibiéticos Bacteriocina
Modo de produgdo Sintetizados por Sintese
enzimas Ribossomal
Fase de produgao Metabolismo Metabolismo
secundario primario
; 5 . Membrana
Mecanismo de agao Diversos citoplasmatica
Aplicagao clinica Sim N&o

membrana externa, constituindo uma barreira fisica que di-
ficulta a ligacdo das bacteriocinas na membrana plasmatica.

Resisténcia
microbiana

Foram encontradas
cepas resistentes

Foram encontradas
cepas resistentes

O acesso da bacteriocina & membrana citoplasmatica é a chaf

ivi Agao de enzimas N&o séo 20 digeri
ve para a atividade. rotoolizas digeridos Sao digeridas
do sistema digestivo
humano

DIFERENCAS ENTRE BACTERIOCINAS E ANTI-
BIOTICOS

Tecnicamente, antibiéticos séo metabdlitos secunda-
rios sintetizados por enzimas que apresentam aplicagao cli-
nica. No caso das bacteriocinas, estas sdo proteinas
ribossomicamente sintetizadas, produzidas naléasde
crescimento microbiano, que ndo apresentam até o momen-
to aplicacéo clinica e ndo alteram a microbiota do trato di-
gestivo, pois estas séo digeridas por enzimas como tripsina e
pepsina encontradas no trato digestivo. Se as bacteriocina:
forem consideradas antibioticos, ndo poderao ser usadas e

Agriculture Organization) como GRAS (Generally
Regarded As Safe), e de uso liberado como aditivo ali-
mentar para controle antimicrobiano na inibigdo do de-
senvolvimento pés-germinativo de esporos e formacéo de
toxina por Clostridium botulinum em queijos fundidos
pasteurizados. Seu uso foi aprovado em 47 paises (MO-
RENO, 1995); no Brasil, a nisina foi aprovada pela Divi-
séo Nacional de Alimentos (DINAL) do Ministério da
SSaude (Portaria no 6, 1990), para ser utilizada em prepa-

. . o ; o Mados a base de queijos fundidos e em queijos fundidos,
alimentos, j& que o uso de antibiéticos em alimentos é ilegal. numa dose maxima de 12,5 mg/Kg. A mesma dose de

. Segundo MO.NTVIELE (comumca(;ao pgssoal) 81 nisina foi liberada pelo DETEN (Departamento de Téc-
tibiéticos e bacteriocinas tém diferentes mecanismos de aga0. oo Normativas) do Ministério da Satde para requeijao
Quando anisinae compmada com alguns ant|p|ot|cos, pode (Portaria no 34/1992) e queijo pasteurizado (Portaria no
ocorrer sinergismo antimicrobiano. Os mecanismos de re- 29/1996) (ABIA, 1996). Em 1998, a Divisio de Opera-
sisténcia a nisina e aos antibiéticos séo diferentes. Células _~ L : ' .
resistentes a antibiéticos sdo sensiveis a nisina, e células re-(’:OeS IndL_Jstr|a|s d_o Departamento de In;peg}a_o de Pr0(_ju-
istentes & nisi ~ L ibicti ' tos de Origem Animal, pertencente ao Ministério da Agri-
sisten ZS at:uTln;\ Sd0 SENSIVELS a antiblo 'C(;’,?' cultura e do Abastecimento, aprovou o uso de nisina em
bacteri t_a ca aFtrJ9§t§nta as principais diferengas entre solucéo de 200 ppm (0,02%) para o emprego em superfi-

acteriocinas € antibiolicos. cies externas de embutidos, mais especificamente de sal-
sichas de todo tipo. A Tabela 3 apresenta alguns paises

ASPECTOS LEGAIS DO USO DE BACTERIOCINAS que permitem o uso de nisina.

Gracas a seu Uso como conserv_antes de proo[u_tos Nos Estados Unidos, a nisina tem sido utilizada
fermentados, as bacteriocinas produzidas por bactérias ~ - o .
na producao de queijos, ndo so inibindo o desenvolvi-

lacticas tém atraido muito a atengéo de pesquisadores nosmem0 de esporos de Clostridium e possivel oroducio
tltimos anos. O motivo principal € o uso comercial do P P P ¢

lantibidtico nisina produzido por algumas cepas de de toxma., mas t%mbe.m |nt|mando|m|crorgan|lsmc:js
Lactococcus lactis. termorresistentes deteriorantes em alimentos enlatados

Estudos toxicologicos realizados com nisina de- € aumentando o tempo de vida em prateleira do leite e
monstraram que a sua ingestdo ndo tem efeitos toxicosSeus derivados (STEVEN& al., 1991). DELVES-
para o organismo humano, sendo reportada uma DL50 BROUGHTON (1990) mencionou a utilizagao de nisina,
de 6950 mg/Kg similar ao sal, quando administrada oral- para controlar o crescimento de bactérias deteriorantes
mente. A nisina é a (nica bacteriocina considerada pelo ém carnes, e também sua adicdo em bebidas alcoolicas
comité do Codex Alimentarius da FAO (Food and como cerveja, vinho e aguardente de frutas.
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Tabela 3. Exemplos de paises que permitem o uso de CONCLUSAO
nisina Bactérias lacticas tém sido empregadas em alimen-
Paises Alimento em que é permitido Nivel maximo tos ha séculos, especialmente no leite e em produtos de
o uso de nisina (Ulig) carne. Além da atividade antimicrobiana do &cido lactico,
Argentina ) 500 H202 e Qiacetil, essas bactérias t_ambém produzem
9 queijo processado bacteriocinas, as quais inibem o crescimento de patégenos
N N alimentares como Listeria monocytogenes e Clostridium.
Australia | GUelo. queijo processado, tomates | sem jimite Usando culturas iniciadoras produtoras de bacteriocinas,
ou adicionando bacteriocinas purificadas aos alimentos,
Bélgica queijo 100 € possivel reprimir o crescimento de alguns patégenos ou
deteriorantes alimentares e, assim, aumentar a seguranga
Brasil | queio, vegetais enlatados, salsichas 500 microbiolégica e o tempo de vida util do produto. Assus,
mindo-se que bactérias lacticas ocorrem naturalmente em
EUA queijo processado e 10000 muitos alimentos fermentados, suas bacteriocinas podeTm
pasteurizado ser facilmente aceitas como bioconservantes pelas auto-
Franca queilo processado som limite ridades da saude e pelos consumidores. (S)
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