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RESUMO

Um grande desafio para a industria de alimentos atualmente, € atender aos anseios do consumidor,
no sentido de oferecer alimentos processados, livre de aditivos quimicos e submetidos a tratamentos
térmicos cada vez mais brandos, a fim de que estes sejam o mais natural possivel, garantindo a seguranca
microbiologica destes produtos. Alguns patdégenos alimentares, como a Listeria monocytogenes €
Escherichia coli O157:H7, bactérias extremamente nocivas a saude, podendo levar a abortos e até
mesmo ao Obito, emergiram a medida que houve um maior consumo de produtos refrigerados. Assim,
ha um crescente interesse pelos chamados bioconservantes alimentares. As bacteriocinas sao peptidios
com atividade antimicrobiana, ribossomicamente sintetizados e secretados por bactérias produzidas por
diferentes cepas, principalmente as do género Bacillus. Essas bacteriocinas tém a capacidade de destruir
ou inibir o crescimento de outras bactérias taxonomicamente relacionadas com a cepa produtora. Uma
vez que as bactérias lacticas estdo presentes naturalmente em produtos fermentados, suas bacteriocinas
sdo aceitas pela legislagcdo e pelos consumidores como aditivos alimentares. Esse trabalho de revisao
tem como objetivo destacar o uso de bacteriocinas como bioconservantes em alimentos.
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ABSTRACT

A major challenge for the food industry today is to meet the desires of consumers, to offer
processed foods free of chemical additives and heat-treated increasingly lenient, so that they are as natural
as possible, ensuring the microbiological safety of these products. Some foodborne pathogens such as
Listeria monocytogenes and Escherichia coli O157: H7 bacteria extremely harmful to health and may
lead to abortion and even to death, emerged as there was a higher consumption of chilled products. Thus,
there is a growing interest in called bioconservants food. The bacteriocins are peptides with antimicrobial
activity, ribosome synthesized and secreted by bacteria produced by different strains, especially those
from the genus Bacillus. These substances have the capacity to destroy or inhibit the growth of other
bacteria taxonomically related to the producing strain. Since the lactic acid bacteria are naturally present
in fermented products, their bacteriocins are accepted by law and by consumers as food additives. This
literature review has sought to highlight the use of bacteriocins as bioconservants in food.

Key - words: bioconservants, bacteriocin, food, food security.

INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) apresentam grandes indices de mortalidade,
principalmente em criangas, idosos e adultos imunodeprimidos, necessitando, portanto, desenvolver
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alternativas para conservagdo que, associadas
as tecnologias ja&  existentes, seja possivel
disponibilizar a populagdo, alimentos de melhor
qualidade e mais seguros sob o ponto de vista
microbiologico e toxicologico (Jay, 2000).

Com o0 aumento do consumo de alimentos
refrigerados e congelados prontos, atendendo a
demanda de mercado, aumenta também o risco
do consumo de alimentos contaminados com
microrganismos pscicrofilos.

Além das refei¢des prontas e congeladas, os
consumidores atualmente tém buscado alimentos
mais proximos do sabor caseiro, sem aditivos
quimicos e submetidos a processos térmicos
mais brandos, a fim de ndo comprometer o sabor,
aroma, aparéncia, cor e textura do produto.

Com o objetivo de atender as expectativas
dos consumidores, as bacteriocinas e/ou
seus microrganismos produtores tém sido
reconhecidos como uma fonte potencial de
bioconservadores para alimentos (Moreno;
Lerayer; Leitdo, 1999).

Praticamente todas as bactérias sdo capazes de
produzir diversas substancias in vitro, que podem
ser inibitdrias tanto para elas mesmas quanto
para outras bactérias, podendo produzir efeito
bactericida ou bacteriostatico (Jack et al.,1995).

Diversos fatores podem ter influéncia sobre
a atividade das bacteriocinas no alimento,
tais como: mudan¢a na solubilidade e na
carga eletrostatica; ligacdo aos componentes
do alimento; inativagdo por proteases €
mudancas na parede ou membrana celular dos
microrganismos alvo como resposta a fatores
ambientais (Génzle; Weber; Hammes, 1999).

Apesar do grande numero de trabalhos de
pesquisa sobre a aplicagdo de bacteriocinas,
seu uso efetivo em alimentos ainda ¢ bastante
limitado, particularmente as produzidas por
Bacillus spp (Schulz; Bonelli; Batista, 2005).

Além da nisina, outras bacteriocinas ja foram
testadas em alimentos, principalmente produtos
carneos (Mcmullen & Stilles, 1996; Nielsen;
Dickson; Crouse, 1990) e lacteos (Buyong; Kok;
Luchansky, 1998), com relativo sucesso, dentre
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elas a pediocina, a carnocina, a lactocina S, as
helveticinas a leuconocina S, e a subtilisina.

A bacteriocina mais utilizada atualmente,
principalmente em produtos de laticinio e
embutidos carneos ¢ a nisina, por ser consi-
derada segura. Porém, a seguranga de outras
bacteriocinas com potenciais aplicacdes em
alimentos também tem sido avaliada.

A pediocina PA-1(AcH) foi injetada tanto
em ratos como em camundongos e o teste
imunologico mostrou que ela ndo ¢ imunogénica
para ambos os animais. Esse peptideo também
sofre protedlise pela agdo da  tripsina e
quimiotripsina (Bhunia, 1990).

A natureza quimica das bacteriocinas faz
com que essas substancias sejam facilmente
degradadas no trato gastrointestinal do homem e
animais, muitas vezes perdendo sua toxicidade
(Piard et al., 1992).

Estudos realizados com varias bacteriocinas
indicaram que elas n3o sdo toxicas nem
provocam reagdes imunologicas e, por isso,
possuem grande potencial como conservadores
naturais em alimentos (Marugg ,1991).

A autorizacdo para que uma bacteriocina seja
regulamentada para uso em alimentos depende
do tipo de alimento e da necessidade de sua
utilizagdo. O uso de bacteriocinas purificadas,
microrganismos produtores de bacteriocinas,
ou expressdo genética de bacteriocinas em
microrganismos produtores de alimentos, nos
Estados Unidos esta sob jurisdi¢cao da Food and
DrugAdministration(FDA)esaoregulamentados
como ingredientes alimentares sob o Federal
Food, Drug and Cosmetic Act (FFDCA). No
FFDCA, as substancias sao reconhecidas como
seguras (substances generally recognaized as
safe - GRAS) por especialistas. A decisao ¢
baseada em pesquisas cientificas ou no fato de
tais agentes ja estarem presentes historicamente
sem problemas em alimentos (Fields, 1996).

A eficacia da acdo de diferentes bac-
teriocinas foi testada em varios alimentos, prin-
cipalmente produtos carneos e lacteos, com
relativo sucesso (Buyong; Kok; Luchansky, 1998,
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Giraffa; Carminati; Tarelli, 1995, Mc Mullen &
Stilles, 1996, Nielsen; Dickson; Crouse, 1990).
Estudos realizados por Van Schaik,
Gahan, Hill (1999) demonstraram que Listeria
monocytogenes adaptadas a ambientes acidos
sd0 mais resistentes a acdo de bacteriocinas,
provavelmente devido a algumas modificacdes

que ocorrem em sua membrana celular.

NISINA

A nisina, produzida por algumas
espécies de Lactobacillus lactis subsp lactis,
foi descoberta em 1928. Esta bacteriocina
possui amplo espectro de agdo contra bactérias
Gram positivas, incluindo Listeria spp,
bacilos germinativos e esporos clostridianos.

Contudo, ela ndo se mostra muito eficaz contra
bactérias Gram negativas, bolores e leveduras.
Uma possivel explicagdo para este fato ¢
que a parede das bactérias Gram negativas,
composta por lipopolissacarideos e proteinas,
atua como uma barreira a permeabilidade
celular, impedindo que a nisina atinja a
membrana citoplasmatica. Porém quando
combinada com agentes quelantes, pressao
hidrostatica ou injuria celular, a nisina pode
desestruturar a parede, deixando a membrana
celular exposta a sua ag¢do (De Martinis;
Alves; Franco, 2002).

A Figura 1 mostra a diferenca entre
as paredes celulares dos organismos Gram
positivos e Gram negativos.
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FIGURA 1 - Diferenca entre as paredes celulares dos organismos Gram positivos ¢ Gram negativos.

Fonte:<http://www.unb.br/ib/cel/microbiologia/morfologial/morfologial.html>Acesso em: 09fev.2010.
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Aidé¢iadautilizagdo danisinaem alimentos
foi sugerida pela primeira vez por Hirsch em
1951, apos realizagdo de um experimento com
linhagens de Lactococcus lactis subsp. Lactis
na fabricacdo de queijo suico. A experiéncia
fez com que o estufamento tardio causado
por Clostridium butyricum e Clostridium
tyrobutyricum fosse inibido (Delves-Broughton,
1990, Roberts; Zottola; Mickay, 1992).

Estudos de toxicidade aguda, sub-cronica,
cronica, de resisténcia cruzada e sensibilidade

alérgica indicaram que a nisina € segura para o
consumo humano com uma dose didria aceitavel
(IDA) de 2,9 mg/pessoa/dia (Food and Drug
Administration, 1988).

Assim, a bacteriocina com maior uso
comercial é a nisina, considerada GRAS,
sendo seu uso aprovado em 47 paises (Moreno,
1995).

A Tabela 1 mostra alguns exemplos
de paises que utilizam a nisina como
bioconservante:

TABELA 1. Paises que permitem o uso de nisina como bioconservante

PAIS ALIMENTO NIVEL MAXIMO
(Ul/g)
Argentina queijo processado 500
Australia queijo, queijo processado e tomates enlatados sem limite
Bélgica queijo 100
Brasil Queijo, vegetais enlatados e salsichas 500
Estados Unidos queijo processado e queijo pasteurizado 10.000

Franca queijo processado sem limite

Holanda queijo processado, queijo industrializado e queijo 300
ralado

Inglaterra queijo, alimentos enlatados e creme sem limite
Italia queijo 500
México sem descriciao 500

Peru sem descricao sem limite

Russia Queijo processado dietético e vegetais enlatados 8.000

Fonte: Cleveland et al. (2001)

De modo geral, o mecanismo de agdo da
nisina sobre as cé¢lulas de microrganismos Gram
positivos ocorre em duas etapas:

A primeira, envolve a adsor¢ao nao
especifica da nisina sobre a parede celular
desses microrganismos, fenomeno reversivel e
dependente do pH. A nisina permanece sensivel
as proteases € o tratamento com enzimas
proteoliticas protege as células sensiveis contra
seu efeito letal (Carminati; Giraffa; Bossi, 1989,
Cilano; Rosso; Bosso, 1991, Davies & Adams,
1994, Hurst, 1983).

A adsor¢@o nao-especifica da nisina
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foi verificada em diversos experimentos pela
reducdo do titulo, ap6s o contato com as células
demicrorganismossensiveis (Carminati; Giraffa;
Bossi, 1989, Cilano; Rosso; Bosso, 1991, Davies
& Adams, 1994) e resistentes (Davies & Adams,
1994). Esses estudos demonstraram, também,
que a adsorc¢do ¢ dependente do pH, com um
valor minimo de 3,0 (Parente; Ricciard; Addario,
1994) e um maximo de 6,5 (Yang; Johnson; Ray,
1992),dacomposigao fosfolipidicada membrana
citoplasmatica dos microrganismos sensiveis
(Gao; Abee; Ronings, 1991), da presenca de
cations divalentes e trivalentes (Mg+2, Cat+2



REVISTA AGROGEOAMBIENTAL - ABRIL 2010

e Gd3+) (Abee et al., 1994) ¢ da concentracdo
utilizada (Bruno; Kaiser; Montville, 1992).

Em uma segunda etapa, a nisina torna-
se insensivel as proteases e as células sofrem
mudangas irreversiveis. Ela seria fortemente
atraida aos fosfolipidios na membrana, formando
poros ou canais de 0,2-1,0nm de didmetro. A
simultaneadespolarizagdo damembranacausaria
um rapido efluxo de moléculas essenciais (ions
K+, aminoacidos ¢ ATP), levando a uma série
de alteragdes que terminariam com a lise celular
(Abee et al., 1994, Bruno; Kaiser; Montville,
1992, Bruno & Montville, 1993, Gao; Abee;
Ronings, 1991, Ruhr & Sahl, 1985, Sahl; Kordel;
Benz, 1987).

A nisina foi reconhecida como aditivo
alimentar pela Organizagdo de Alimentos e
Agricultura e Organizagdo Mundial de Saude
(FAO e OMS) em 1969, com o limite maximo
de ingestdo de 33.000UI/Kg de peso corpdreo
(Schultz; Bonelli; Batista, 2005).

E atualmente a Unica bacteriocina
disponivel comercialmente para conservacao de
alimentos.

No Brasil, a nisina ¢ aprovada para uso
em todos os tipos de queijos no limite maximo
de 12,5 mg/kg de peso corpdreo, sendo um pais
pioneiro na utilizagdo dessa bacteriocina em
produtos carneos, permitindo sua aplicagdo na
superficie externa de salsichas de diferentes
tipos.

O produto pode ser aplicado como solugao
comercial de nisina (Nisaplin®) a 0,02% em
solugdo de acido fosforico grau alimenticio (De
Martinis; Alves; Franco, 2002).

Benkerroum & Sandine (1988) investi-
garam a utilizacdo de nisina no controle de
Listeria monocytogenes ATCC 7644 realizando
dois experimentos. O primeiro deles, envolveu
duas séries de 3 amostras cada, contendo uma
mistura estéril de 250g de queijo e 50mL de
creme pasteurizado (leite com 12% de gordura)
cada uma. A primeira amostra de cada série
foi destinada a adicdo de nisina e Listeria
monocytogenes, perfazendo uma concentragdo
final de 2,55 x 10° Ul/g e 3,5 x 10° células/g

de queijo, respectivamente. A outra amostra
designada de controle positivo teve somente
adicdo da bactéria estudada, enquanto que a
terceira delas serviu como controle negativo.
Dessas amostras, uma das séries foi incubada a
4°C e a outra a 37°C. O segundo experimento
realizado foi diferente do anterior pela nao
esterilizacdo da mistura e pela temperatura de
incubagdo, que so ocorreu a 4°C. Os resultados
revelaram que em ambos os casos, com ou
sem esterilizagdo, a presenca de Listeria
monocytogenes nao foi detectada depois de 24h
nas condicdes estudadas, permitindo aos autores
concluirem que a adi¢do da nisina ndo somente
inibiu o crescimento, mas também eliminou esse
microrganismo.

Sabendo-se que a nisina ¢ consumida de
forma oral, Claypool et al (1966), realizaram
estudos sobre os efeitos desta na microbiota oral.
A partir desses estudos, foi constatado que um
minuto apos o consumo de leite achocolatado
contendo nisina foi possivel detectar apenas
40% de sua atividade quando comparada ao
controle de saliva. Em contraste, o mesmo
estudo mostrou que quando o leite achocolatado
tinha penicilina, a saliva apresentava atividade
antimicrobiana por um tempo maior.

Outro estudo mostrou o efeito das
enzimas gastricas sobre a nisina; o peptideo
antimicrobiano ¢ inativado pela tripsina e a
partir disso concluiu-se que a ingestao da nisina
ndo interfere sobre a microbiota gastrintestinal
(Hara et al., 1962).

DIFERENCAS ENTRE ANTIBIOTICOS E
BACTERIOCINAS

Antibidticos podem ser definidos como
metabolitos  secundarios sintetizados  por
enzimas que apresentam aplicagdes clinicas.
No caso das bacteriocinas, estas sdo proteinas
ribossomicamente sintetizadas, produzidas na
fase lag de crescimento microbiano, que nao
apresentam até o momento aplicagdo clinica e
ndo alteram a microbiota do trato digestivo, pois
estas sdo digeridas por enzimas como tripsina e
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pepsina encontradas no trato digestivo. Se as
bacteriocinas fossem consideradas antibidticos,
ndo poderiam ser utilizadas em alimentos, ja
que o uso de antibidticos em alimentos ¢ ilegal

(Rosa & Franco, 2002).

A Tabela 2 mostra resumidamente, as
principais diferengas entre as bacteriocinas e 0s
antibioticos.

TABELA 2 - Principais diferengas entre bacteriocinas e antibidticos

CARACTERISTICAS
Modo de producao
Fase de producio
Mecanismo de a¢ao
Aplicacao clinica
Resisténcia microbiana

Acao de enzimas proteoliticas
do sistema digestivo humano

Fonte: Cleveland et al. (2001)

CONSIDERACOES FINAIS

O anseio do consumidor por alimentos que
possam proporcionar seguranca e estender sua
vida util, faz com que pesquisadores e industrias
busquem novos métodos para satisfazé-los. As
bacteriocinas sdao uma das varias opgdes de
métodos de controle microbiano em alimentos,
podendo ser utilizadas em produtos lacteos,
de panificacdo e em produtos carneos. O
estudo das bacteriocinas tem comprovado sua
eficiéncia, desde sua descoberta, principalmente
na redugdo desses microrganismos patogénicos,
causadores de doengas veiculadas pela ingestao
de alimentos contaminados, com a vantagem de
ndo causar nenhum efeito negativo ao organismo
humano, sendo eliminadas por enzimas
responsaveis pela digestdo. A bacteriocina mais
utilizada comercialmente ¢ a nisina, uma vez
que diversos 6rgaos responsaveis por estudos
toxicologicos em alimentos comprovaram
que o uso desta ¢ considerado seguro. Porém,
¢ importante ressaltar que as boas praticas de
fabricacdo ainda sdo fundamentais para garantir
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BACTERIOCINAS

Sintese ribossomal
Metabolismo primario

Membrana citoplasmatica

Encontradas cepas resistentes

Sao digeridas

ANTIBIOTICOS
Sintetizados por enzimas
Metabolismo secundario

Diversos
Sim
Encontradas cepas resistentes

Nao sao digeridos

a seguranca alimentar.
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