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1. Introducio

E notério que alimentos, industriali-
zados ou nfo, podem conteruma ampla
variedade e quantidade de microrga-
nismos, que podem interferir em sua
vida util ou causar doencas. Existem
indmeros recursos para eliminar esses
microrganismos ou controlar o seu de-
senvolvimento nos alimentos, incluin-
do tratamento térmico, adicio de con-
servadores quimicos, uso de baixa tem-
peratura (refrigeracao e congelamen-
to) durante o armazenamento, entre
outros. No entanto, a cada dia aumenta
a procura por alimentos naturais, que
nao tenham sido submetidos a ne-
nhum tipo de processamento industri-
al ou que sejam minimamente proces-
sados, e que nao sejam adicionados de
produtos quimicos. Muitos consumido-
res consideram que esses procedimen-
tos interferem na qualidade nutricional
dos alimentos, além de acreditar que
os conservadores quimicos sao perigo-
sos para a saude, até mais perigosos
que os proprios microrganismos que
esses produtos pretendem controlar
(Muriana, 1996).

Com isso, aumenta também a pre-
ocupacio dos fabricantes de alimentos
em produzir alimentos que nao neces-
sitem desses procedimentos para que
sejam saudaveis e para que atendam
os parimetros de qualidade e seguran-
ca exigidos pelos consumidores e fa-
bricantes. Uma dessas estratégias é
explorar a capacidade dos microrga-
nismos in6cuos, naturalmente presen-
tes nos alimentos ou artificialmente
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Bioconservagdo de
Alimentos

adicionados, de inibir microrganismos
que sao indesejdveis, quer sejam dete-
riorantes, quer sejam prejudiciais a sat-
de. Esse processo denomina-se bio-
conservacio, e vem sendo cada vez
mais estudado devido ao seu enorme
potencial de aplicacio nos mais varia-
dos tipos de alimentos. Os microrga-
nismos mais adequados para uso como
bioconservadores sao as bactérias lati-
cas, devido a suas caracteristicas anta-
gonisticas e sua grande tradi¢io de uso
como bactérias grau-alimento em ali-
mentos fermentados (Schillinger etal.,
1996, De Martinis et al., 2002).

2. Bactérias laticas (BAL)
em bioconservacio

As bactérias laticas (BAL) compre-
endem um grupo amplo de microrga-
nismos, mas que apresentam diversas
caracteristicas morfologicas, metaboli-
cas e fisiologicas comuns. Sao micror-
ganismos Gram positivos, ndo forma-
dores de esporos, anaerdbios, aeroto-
lerantes, fastidiosos, dcido tolerantes,
commetabolismo estritamente fermen-
tativo, apresentando o acido latico
como principal produto da fermenta-
cao de carboidratos (De Martinis etal.,
2002).

As BAL podem interferir com a
multiplicacao de bactérias deterioran-
tes e patogénicas por meio de varios
mecanismos: competicao por oxige-
nio, competicio por sitios de ligacio e
produciao de substincias antagonisti-
cas, especialmente bacteriocinas. A pro-
ducao de bacteriocinas tem sido verifi-



cada em bactérias laticas associadas a
alimentos, incluindo representantes dos
géneros Lactococcus spp, Lactobaci-
llus spp e Pediococcus spp (De Mar-
tinis et al., 2002, Rosa et al., 2002).

Em alimentos, a multiplicacdo ou
sobrevivéncia de microrganismos pa-
toégenos ou deteriorantes € determina-
da por fatores intrinsecos (pH, sal,
conservadores, fatores antimicrobianos
naturais) e extrinsecos (periodo de
armazenamento, atmosfera da emba-
lagem) que podem atuar como barrei-
ras para multiplicacdo de microrganis-
mos. O conhecimento e utilizacao com-
binada desses fatores em um alimento
formam os fundamentos da teoria dos
obstaculos (hurdle technology), que
permite controlar a vida de prateleira,
a estabilidade microbiolégica, bem
como impedir a multiplicacao e/ou a
producio de toxinas por microrganis-
mos patogénicos eventualmente pre-
sentes (De Martinis et al., 2002).

Em contraste com barreiras biosta-
ticas, que simplesmente inibem a mul-
tiplicacao de microrganismos contami-
nantes, as bacteriocinas podem ser
usadas como barreiras bactericidas e
ajudar a reduzir a susceptibilidade de
alimentos a multiplicagcao de microrga-
nismos patogénicos (De Martinis etal.,
2002).

A habilidade de BAL produtoras de
bacteriocinas e/ou suas proteinas anti-
microbianas em inibir Listeria mono-
cytogenes e outros organismos Gram
positivos patogénicos pode promover
uma maior seguranga microbiologica
de alimentos processados. Seu uso em
sistemas de bioconservacio podera
nao apenas suprira demanda dos con-
sumidores por conservadores naturais,
mas também pode ser considerada
uma medida de seguranca adicional
aos produtos minimamente processa-
dos, que dependem apenas de refrige-
racio como meio de conservagao (De
Martinis et al., 2002).

3. Fundamentos da aplicacio
de bacteriocinas de bactérias
laticas em bioconservacio.

O uso de bacteriocinas pode ser
considerado uma “tecnologia biol6gi-
ca” com uso potencial em sistemas
alimentares. As bacteriocinas contras-

Figura 1: Zonas de inibicao
observadas em placas de agar
MRS proveniente de uma amos-
tra de salsicha, utilizando
Lactobacillus sake ATCC 15521
como microrganismo indicador
(Autoria: E.C.P. De Martinis)

tam com os antibidticos, considerados
ilegais como conservadores pelo fato
de nao apresentarem utilizacio no tra-
tamento de doencgas clinicas infeccio-
sas. Os antibidticos sio formados por
reacdes de condensacao enzimatica
de aminodcidos, enquanto as bacterio-
cinas sdo peptideos ou proteinas com
atividade antibacteriana sintetizados ri-
bossomicamente, nao sendo letais para
as células que as produzem (De Marti-
nis et al., 2002).

As bacteriocinas de BAL investiga-
das até o momento diferem em seus
espectros de atividade, caracteristicas
bioquimicas e determinantes genéti-
cos. Entretanto, a maioria delas possui
baixo peso molecular (3 a 10 KDa),
alto ponto isoelétrico, e contém regi-
oes hidrofilicas e hidrofobicas (De Mar-
tinis et al., 2002).

Segundo Klaenhammer, 1993, as
bacteriocinas podem ser divididas em
quatro classes:

Classe I: pequenos peptideos
(<5kDa), contendo aminoacidos inco-
muns como dehidroalanina, dehidro-
butirina, lantionina e B-metillantionina.
Exemplos: nisina, lactacina 481, carno-
cina UI49 e lactocina S.

Classe II: pequenos peptideos

(<10 kDa) hidrofébicos, termoestaveis
e que nao contém lantionina. A bacte-
riocinas maduras dessa classe formam
hélices anfifilicas com hidrofobicidade
variavel, estrutura de B-folha e estabi-
lidade térmica moderada (100°C) a alta
(121°C). Dentro dessa classe podem
ser definidas trés subclasses:

IIa: Peptideos ativos contra Liste-
ria, com uma seqiiéncia N-terminal
comum, composta por -Tir-Gli-Asn-
Gli-Val-Xaa-Cis. Exemplos: pediocina
PA-1, sakacinas A e P, leucocina A,
bavaricina MN e curvacina A.

IIb: Peptideos formadores de po-
ros na membrana celular, constituidos
de duas subunidades importantes para
aatividade. Exemplos: lactococina G,
lactococina M e lactacina F.

IIc: Peptideos ativados por tiol,
que requerem residuos de cisteina re-
duzida para tornarem-se ativos. Exem-
plo: lactacina B.

Classe III: grandes proteinas ter-
molabeis (>30 kDa). Exemplos: helve-
ticina J, helveticina V-1829, acidofilina
e lactacinas A e B.

Classe IV: bacteriocinas comple-
xas, compostas por uma fracio protéi-
ca e fragcoes lipidicas ou glicidicas.
Exemplos. plantaricina S, leuconocina
S, lactocina 27 e pediocina SJ1.

Existem outras propostas de classi-
ficacio de bacteriocinas de bactérias
laticas e a pesquisa na area de bacteri-
ocinas é muito dinimica, devendo ser
necessario algum tempo até que um
sistema de classificacao definitivo seja
obtido (De Martinis et al., 2002).

A selecio de BAL produtoras de
bacteriocinas a partir de alimentos ge-
ralmente é feita pela semeadura de
dilui¢des decimais seriadas do alimen-
to em placas de agar contendo meio
seletivo. Em seguida, coloca-se uma
sobrecamada, composta de meio de
cultura contendo um microrganismo
sensivel, e incuba-se em temperatura
adequada pelo tempo necessario para
observacao da presencga de coldnias
com atividade antagonistica, conforme
mostra a Figura 1. Deve-se usar simul-
taneamente testes adicionais que per-
mitam excluir a possibilidade da inibi-
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Tabela 1. Lista parcial de BAL e suas bacteriocinas.

Linhagem produtora
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus sakei Lb 706
Lactobacillus sakei 148
Lactobacillus sakei CTC 494
Lactobacillus sakei LTH 673

Lactobacillus sakeilb 674 e Lactobacillus sakeiLb 16

Lactobacillus sakei MN
Lactobacillus sakei 251

Lactobacillus sakei 145, Lactobacillus sakei 148, Lactobacillus sakeiV18

Lactobacillus curvatus LTH 1174
Lactobacillus bavaricus
Enterococcus faecium CTC 492
Enterococcus faecium DCP 1146
Enterococcus faecium T136
Enterococcus faecium 150
Leuconostoc gelidum A-UAL 187
Leuconostoc mesenteroides TA33a
Leuconostoc carnosum B-TAlla
Leuconostoc curvatus FS47
Carnobacterium piscicola KLV17B
Carnobacterium piscicola JG126
Carnobacterium divergens 750

Pediococcus acidilactici PAC1.0, JD, H, E, F, M, Pediococcus pentosaceus 7102

Pediococcus acidilactici L50
Carnobacterium divergens 750

Carnobacterium piscicola mutante LV17A
Carnobacterium piscicola mutante LV61

Fonte: De Martinis et al., 2002.

cao ter sido devida a producio de
acidos organicos ou peréxido de hidro-
génio ou a presenca de bacteriofagos
liticos (De Martinis et al., 2002).

As cepas com atividade antagonis-
tica isoladas devem ser, em seguida,
submetidas a ensaios confirmatérios da
atividade inibit6ria. Entre os métodos
para confirmacao, podemos destacar
0s seguintes:

a) difusao em pocos: os sobrena-
dantes de culturas supostamente pro-
dutoras de bacteriocinas sao colocados
em orificios cortados em uma placa de
agar semeado com um organismo sen-
sivel (indicador). Durante a incubacio,
a bacteriocina difunde-se pelo agar,
inibindo o crescimento do indicador e
formando um halo ao redor do orificio
(Figura 2).

Figura 2: Foto de placa de
ensaio de dilui¢ao critica para
quantificacio da bacteriocina
2a produzida por L. sake 2a
pelo método da difusao em
pocos, utilizando L.
monocytogenes Como micror-
ganismo indicador (Rosa,
2001)
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bacteriocina
nisina

reuterina

sakacina A

sakacina M
sakacina K
sakacina P

sakacina 674
sakacina MN
sakacina B
lactocina S
curvacina A
bavaricina A
enterocina A
enterocina 1146
enterocinas A e B
enterocinas L50A e L50B
leucocina A-UAL
leucocina TA33a
leucocina B-TAlla
curvaticina FS47
carnobacteriocinas B1 e B2
piscicolina 126
divergicina 750
pediocina PA1
pediocina L50
divergicina 750
carnobacteriocina A
piscicolina 61

b) “flip-streak”: as bactérias teste
sdao semeadas em estrias na superficie
de um meio solido, invertendo-se em
seguida esse meio. O organismo sensi-
vel a bacteriocina € entao semeado no
lado inverso do dgar. Durante a incuba-
cio, verifica-se a inibicao do cresci-
mento do microrganismo sensivel (Fi-
gura 3).

©) “spot-on-the-lawn”: as culturas
teste sao semeadas como um ponto na
superficie de um meio de cultura soli-
do adequado contendo 4dgar. Apds a
incubacio dessa placa, adiciona-se uma
camada de um indicador sensivel, ob-
servando-se a inibi¢ao de seu cresci-
mento apds uma nova incubagao (Fi-
gura 4a).

A sensibilidade do inibidor a enzi-
mas proteoliticas pode ser determina-
da empregando-se uma modificacio
da técnica “spot-on-the-lawn”. Nessa
técnica, antes de se adicionar a sobre-



Figura 3: Representacio
esquematica de um ensaio “flip
streak” mostrando: (A) cultura
produtora de bacteriocina, (B) e
(C) culturas sensiveis a
bacteriocina, (D) cultura nao sen-
sivel a bacteriocina

camada com o microrganismo indica-
dor, adicionam-se a0 meio proteases,
além de dgua destilada como controle
negativo (Figura 4b).

4. Mecanismo de acio das bacte-
riocinas de bactérias laticas.

O mecanismo para a atividade das
bacteriocinas sobre células vegetativas
nao esta totalmente esclarecido, mas
envolve acao sobre a membrana celu-
lar. Bacteriocinas pertencentes as qua-
tro classes de Klaenhammer (1993)
sao capazes de causar o colapso da
forca préton-motriz em células vege-
tativas, sugerindo um modo de ac¢io
comum, conforme demonstrado por
Bruno e Montville (1993). A for¢a pré-
ton-motriz estd relacionada com um
grande nimero de processos de mem-
brana que envolvem dispéndio ener-
gético.

A forca préton-motriz pode ser
expressa como segue:

PMF = Ay - Z ApH

onde, PMF= for¢a préton-motriz, A
W = potencial de membrana, Z = 2,3
RT/F, sendo R a constante dos gases, T
atemperatura absoluta e F a constante
de Faraday.

Ha duavidas, entretanto, se o colap-
so da forga proton-motriz é um evento
primario ou secundario e também se a

desestabilizacao da membrana celular
ocorre pelo mecanismo de formac¢ao
de poros ou pela agio detergente. A
Figura 5 esquematiza os dois principais
mecanismos propostos para o colapso
da for¢a proton-motriz. O mecanismo
de formacio de poros é o mais aceito
porque uma solubiliza¢io generaliza-
da como consequiéncia daacao deter-
gente ocasionaria a lise total das célu-
las, levando a um colapso repentino
dos parametros bioenergéticos, nio
sendo compativel com a cinética de
saturacao observada (Montville et al.,
1995). Para a formacio de poros, ha
dois modelos propostos, conforme ilus-
trado na Figura 6.

No caso da acao da bacteriocina
nisina sobre esporos, a germinacdo €
impedida pela reacao de grupamentos
dehidrobutirina e dehidroalanina com
moléculas sulfidrila vitais da membra-
na, conforme mostrado na Figura 7
(De Martinis et al., 2002).

Um fato importante a ser conside-
rado € a possibilidade de aparecimen-
to de células resistentes a bacterioci-
nas, ja observadas entre Listeria mo-
nocytogenes, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus e Clostridium botuli-
num (De Martinis et al., 2002). Os
mecanismos para resisténcia a bacteri-
ocinas podem envolver sua destruicio
por proteases ou uma “bacteriocinase”
especifica, modificaciao estrutural ou,
ainda, alteracio da composicio da
membrana da célula alvo (Montville et
al., 1995).

Para diminuir a freqiéncia do apa-
recimento de microrganismos resis-
tentes a bacteriocinas em alimentos é
necessario o controle da concentracio
de cloreto de sédio, do pH e da tem-
peratura de armazenamento desses
alimentos (De Martinis et al., 2002).

5. Emprego de
bacteriocinas
em alimentos

Apesar do grande nimero de traba-
lhos de pesquisa sobre a aplicacio de
bacteriocinas de BAL em bioconserva-
¢a0, o uso efetivo desses compostos
em alimentos ainda é bastante limita-
do.

A nisina é a Ginica bacteriocina dis-
ponivel comercialmente para utiliza-
cao em alimentos. Esta bacteriocina é

Figura 4: Teste de sensibilidade
a proteases referente a cepa
Lactobacillus sake 2a (determina-
do pela técnica “spot-on-the-
lawn”). a) adi¢ao de 20 UL de
agua destilada estéril adjacente
ao ponto de inoculacio da bacté-
ria produtora; b) adiciao de
protease (20 pl, 20 mg/mL) e ¢)
adi¢iao de a-quimotripsina (20 L,
20 mg/mL) (De Martinis, 1997)

produzida por algumas cepas de Lac-
tococcus lactis subsp. lactis e seu
nome € derivado de “group N inhibi-
tory substance”, porque L. lactisante-
riormente era classificado como Strep-
tococcus do grupo N de Lancefield.
Essa bacteriocina é atéxica, destruida
por enzimas digestivas e nio confere

I
SRy el

Figura 5: Interacao de
mondmeros de bacteriocina
(formas ovais) com a membra-
na citoplasmatica de acordo
com o mecanismo de formacio
de poros (A) e o modelo de
acao detergente (B) (retirado
de Montville et al., 1995, com
permissdo de Elsevier Science)
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sabores e odores desagrada-
veis aos alimentos. A nisina
pertence a classe dos lantibio-
ticos, sendo composta por 34 A
residuos de aminoacidos com
peso molecular de 3510 Dal-
tons, podendo apresentar-se
na forma de dimeros e tetra-
meros (De Martinis etal., 2002).

A nisina foi reconhecida
como aditivo alimentar pela
Organizacao de Alimentos e
Agricultura/Organiza¢io Mun-
dial de Satide (FAO/OMS)em | B
1969, com o limite maximo de
ingestio de 33.000 Unidades
Internacionais/kg de peso cor-
poreo. Diversos paises permi-
tem o uso de nisina em produ-
tos como leite, queijo, produ-
tos lacteos, tomates e outros
vegetais enlatados, sopas en-
latadas, maionese e alimentos
infantis (De Martinis et al.,
2002).

No Brasil, anisina € aprovada para
uso em todos os tipos de queijo no
limite maximo de 12,5 mg/kg e nosso
pais € pioneiro na utilizacio dessa
bacteriocina em produtos cirneos, sen-
do permitida a sua aplicaciao na super-
ficie externa de salsichas de diferentes
tipos. O produto pode ser aplicado
como solu¢ao comercial de nisina a
0,02% em solucido de acido fosférico
grau alimenticio (De Martinis et al.,
2002).

A aplicacao de nisina em carnes é
um assunto bastante controvertido. Ela

nisina

Germinagéao Intumescimento

exterior

interior

Figura 6: Modelos de formacio de po-

ros: (A) “wedge-like” e (B) “barrel-
stave” (adaptado de Moll et al., 1999,
com a gentil permissao de Kluwer
Academic Publishers)

alcalino

Eclosfo :

foiavaliada poralguns autores, obten-
do-se sucesso quando aplicada em
superficies de carnes, a fim de reduzir
as contagens de L. monocytogenes
(De Martinis etal., 2002). Daviesetal.,
1999, relataram que nisina, utilizada
nos niveis de 6,25 a 25 pg/g, foi
eficiente para controlar bactérias dete-
riorantes em embutido do tipo Bolog-
na. Os resultados permitiram evidenci-
arainda que a maior inibicao foi obtida
nas formula¢des com o menor conteud-
do de gordura (25%) e na presenga de
difosfato como emulsificante.
Entretanto, a aplicacido de nisina

Crescimento -
da célula Divisao
vegetativa celular

Figura 7: Diagrama representativo do crescimento de um endosporo
dentro da célula vegetativa, mostrando estigio submetido a concentra-
¢ao minima inibitéria de nisina (modificado de Franco e Landgraf, 1996)

118 Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n®29

em carnes pode ser limitada
devido a sua baixa solubili-
dade nesses produtos,a pos-
sibilidade de destrui¢ao por
enzimas da carne crua e a
ineficiéncia na inibicao de
todos os organismos patogé-
nicos ou deteriorantes de im-
portancia em carnes (De
Martinis et al., 2002). A efe-
tividade da aplicacio de nisi-
na na superficie de salsichas,
conforme preconizado pelo
Ministério da Agricultura do
Brasil, foi avaliada por Cas-
tro, 2002, que demonstrou
que esse procedimento €
pouco efetivo no controle
de L. monocytogenes ou de
microrganismos deterioran-
tes, incluindo psicrotroficos
e bactérias laticas.

De modo geral, anisina é
ativa apenas frente a bacté-
rias Gram positivas e seus esporos,
nao afetando as Gram negativas,
bolores e leveduras. Postula-se que
a parede das bactérias Gram nega-
tivas, composta por lipopolissacari-
deos e proteinas (Figura 8), atua
como uma barreira de permeabili-
dade celular, impedindo que a nisi-
naatinja a membrana citoplasmati-
ca. Contudo, a presenca de agentes
quelantes, pressao hidrostatica ou
injuria celular podem desestruturar
a parede, deixando a membrana
celular exposta a a¢ao da bacterio-
cina.

Aaplica¢io de bacteriocinas em
alimentos tende a ser mais eficiente
quando as cepas produtoras sio
isoladas do proprio produto em que
se pretende utiliza-las. Neste senti-
do, varios estudos sobre a aplicacio
de bactérias laticas produtoras de
bacteriocina em produtos carneos
vém sendo desenvolvidos no Brasil.
De Martinis & Franco, 1998, demos-
traram que a bactéria Lactobacillus
sake 2a, atualmente Lactobacillus
sakei, produtora de bacteriocina e
isolada de lingtiica frescal, apresen-
ta atividade antilisterial em lingtiica
frescal artificialmente contaminada.
Esses autores verificaram que apos
quatro semanas a 8°C, o nimero de
células de monocytogenes presen-
te no produto carneo co-inoculado
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Figura 8: Esquema da parede celular de bactérias Gram

negativas e Gram positivas

com L. sake 2a era cerca de 6 log
inferior ao do controle, inoculado
apenas com L. monocytogenes. Pos-
teriormente, Rosa et al., 2002, de-
monstraram que essa bacteriocina,
apresentava modo de a¢do bacterici-
da em meio de cultura. A atividade
eramantida apos aquecimento a 60°C
por até 60 minutos, 100° C por 20
minutos e 121°C por 15 minutos.
Ap6s purificacio por extracdo salina
das células de L. sake 2a seguida de
cromatografia de troca catidnica utili-
zando coluna Mono S, verificou-se
que a bacteriocina 2a apresentava
peso molecular estimado de 3 a 6
kDa. Por meio de compostos fluores-
centes (“probes”) foi demonstrado
que a bacteriocina 2a forma poros na
membrana citoplasmatica das célu-
las-alvo, apresentando o mesmo me-
canismo de acdo que as bacteriocinas
da classe 2 de Klaenhammer,1993.
Liserre e Franco, 2002, avaliaram
o efeito combinado da embalagem
em atmosfera modificada e da adicao
da cepa produtora de bacteriocina L.
sake 2a na multiplicacao de L. mono-
cytogenesem linglica frescal, emba-
lada com filme plastico permeavel
ao oxigénio, 100% CO, ou 50% +
50%N, e mantida a 6°C. Os resultados
indicaram que a embalagem em at-
mosfera modificada teve um efeito
antilisterial mais acentuado que a
adi¢do de L. sake 2a produtor de
bacteriocina. Entretanto, foi observa-
do um efeito sinergistico quando L.
sake 2a e embalagem em atmosfera
modificada foram utilizados simulta-
neamente. Os autores ainda relata-
ram que L. sake 2a nao modificou as
propriedades sensoriais das lingtiicas

em nenhuma condi¢io, por até 11
dias de armazenamento a 6°C.

Asbactérias laticas bacteriocino-
génicas e/ou suas bacteriocinas apre-
sentam grande potencial para apli-
cagdo na garantia da seguranca de
produtos ciarneos embalados a va-
cuo em nosso pais, sendo uma alter-
nativa interessante aos procedimen-
tos tradicionais de conservacao.
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