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Bacteriocins in food: a review

Il Resumo

A biopreservacdo € uma técnica utilizada para estender a vida util e
aumentar a seguranca dos alimentos por meio do emprego de microbiota protetora
e/ou seus peptideos antimicrobianos, as bacteriocinas. Estes compostos sdo
sintetizados no ribossomo e apresentam espectro de acdo dependente da espécie
alvo. Na ultima década, uma grande variedade de bacteriocinas foi identificada
e caracterizada, o que promove uma constante variacdo na classificacao destas.
A nisina é a bacteriocina mais conhecida, sendo aprovada para utilizacao em
conservacao de alimentos a mais de 50 anos, em varios paises. As bacteriocinas
da classe Il mais estudadas séo as pediocinas € as enterocinas, principalmente
devido a sua acgéo anti-Listeria. Esta revisdo apresenta informacfes gerais a
respeito da classificagdo, da biossintese, do mecanismo de acdo e da aplicagdo
das principais bacteriocinas.

Palavras-chave: Nisina; Biossintese; Espectro de acdo, Bioconservacéao,
Listeria sp.

B Summary

Biopreservation is a technique used to extend the shelf life and increase food
safety through the use of protective bacteria and/or their antimicrobial peptides,
the bacteriocins. These compounds are synthesized in the ribossom and have an
action spectrum that depends on the targeted species. In the last decade a large
variety of bacteriocins has been identified and characterized, which results in a
constant variation in their classification. Nisin is the most well-known bacteriocin,
having been approved for use in the conservation of foods for more than 50 years
in several countries. The most studied of the class Il bacteriocins are the pediocins
and enterocins, mainly due to their anti-Listeria action. This review provides general
information about the classification, biosynthesis, action mechanism and uses of
the main bacteriocins.

Keywords: Nisin, Biosynthesis; Spectrum of action; Bioconservation;
Listeria sp.
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Il 1 Introducao

As bactérias lacticas empregadas na fermen-
tacdo de alimentos sado capazes de inibir ou reduzir a
contaminacdo por microrganismos deteriorantes e/ou
patogénicos, por meio da produgédo de varios agentes
antimicrobianos. A acidificacao €, provavelmente, o fator
primario na preservacédo de produtos de fermentacéo
lactica. Entretanto, outros compostos como diacetil,
dioxido de carbono, perdxido, etanol e bacteriocinas
podem exercer acao inibitéria sobre diferentes grupos
de microrganismos (HELANDER et al., 1997).

As bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas sinte-
tizados no ribossomo e liberados no meio extracelular
que apresentam acéao bactericida ou bacteriostatica
sobre bactérias Gram-positivas, dentre elas, impor-
tantes patdgenos de veiculacdo alimentar como Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum, Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus (HERNANDEZ et al., 2005). Além
disso, séo efetivas em baixa concentragéo, por exemplo,
10 mg.kg™", e ndo promovem alteracdo na qualidade
sensorial do produto (RODGERS, 2001). Por este motivo,
observa-se crescente interesse da industria de alimentos
sobre o potencial de utilizacdo destes compostos em
substituicdo aos conservantes quimicos. Em geral, para
que uma bacteriocina possa ser empregada na industria
de alimentos deve cumprir alguns requisitos como: a
linhagem produtora deve ter status GRAS; a bacterio-
cina deve apresentar amplo espectro de inibicdo sobre
0s principais patdgenos de alimentos ou ser altamente
especifica sobre algum deles; deve ser termoestavel;
n&o pode apresentar risco a saude do consumidor; deve
ter efeito benéfico sobre o produto, aumentando sua
seguranga, sem afetar a qualidade nutricional e sensorial
(HOLZAPFEL et al., 1995).

Como resultado de inimeros estudos nas areas
basica e aplicada, atualmente ha uma melhor compre-
ensdo sobre 0s mecanismos que envolvem a sintese
e a atuacdo destas substancias. Nesta revisédo, séo
apresentadas informacdes a respeito de classificacao,
mecanismo de acéo, biossintese e atuacéo das principais
bacteriocinas avaliadas até o momento.

Il 2 Historico

Os primeiros registros sobre bacteriocinas datam
de 1925, quando André Gratia publicou um estudo
referente ao antagonismo promovido por uma linhagem
de Escherichia coli sobre outras linhagens da mesma
espécie. As substancias responsaveis por esse efeito
inibitério foram denominadas de ‘colicinas’ em referéncia
ao microrganismo produtor original. Com a descoberta
de que a producéo desses compostos ndo se limitava
ao grupo dos coliformes, Jacob et al. em 1953 (apud
REEVES, 1972) propuseram o termo ‘bacteriocina’ para as
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proteinas antimicrobianas produzidas por microrganismos
Gram-negativos e Gram-positivos.

Em 1928, Rogers (apud COTTER et al., 2005) eviden-
ciou a capacidade de certas linhagens de Lactococcus de
promover a inibicao de outras bactérias lacticas. Somente
em 1947, Mattick e Hirsch (apud COTTER et al., 2005)
concentraram uma substancia inibidora produzida por uma
linhagem de Lc. lactis subsp. lactis, que apresentava um
amplo espectro de atividade, denominando-a de nisina.
Esta bacteriocina foi inicialmente purificada e comerciali-
zada na Inglaterra em 1953, sendo considerada segura para
uso em alimentos pelo JECFA/OMS em 1969. Na Europa,
em 19883, foi adicionada a lista de aditivos alimentares e,
em 1988, nos EUA, o FDA autorizou seu uso em queijos
processados (COTTER et al., 2005). No Brasil, em 1996, foi
autorizado seu emprego em queijos na concentracdo de
até 12,5 mg.kg™' (MINISTERIO DA SAUDE, 1996).

Il 3 Classificacao

Segundo Klaenhammer (1993), as bacteriocinas
estdo distribuidas em 4 classes. Em geral, a classe |,
ou lantibidticos, representada pela nisina, é constituida
por peptideos termoestaveis de baixo peso molecular
(<5 kDa), diferenciados dos demais pela presenca
de lantionina e derivados; a classe |l é composta por
pequenos peptideos (<10 kDa) termoestaveis divididos
em trés subclasses: Ila (pediocina e enterocina), Ilb (lacto-
cina G) e llc (lactocina B); a classe Ill é representada por
peptideos termoléabeis de alto peso molecular (>30 kDa)
como helveticina J; na classe IV encontram-se grandes
complexos peptidicos contendo carboidrato ou lipidio em
sua estrutura. Contudo, Cleveland et al. (2001) acreditam
que estes complexos sao artefatos de purificagéo parcial
e ndo uma nova classe de bacteriocinas.

Em 2005, Cotter, Hill e Ross propuseram uma nova
classificacao, a qual subdivide as bacteriocinas em duas
categorias distintas: os lantibidticos (classe |) contendo
lantionina e os nao lantibidticos (classe Il), enquanto os
peptideos de alto peso molecular termolabeis, formal-
mente componentes da classe I, seriam separadamente
designados de ‘bacteriolisinas’. Os autores sugerem
ainda, que a classe IV seja extinta. Para Drider et al.
(2006), as bacteriocinas estariam distribuidas em trés
grandes classes de acordo com suas caracteristicas
bioguimicas e genéticas, conforme Tabela 1.

3.1 Classe | (lantibiéticos)

Os lantibidticos sdo pequenos peptideos (19 a
38 residuos de aminoacidos) termoestaveis que apre-
sentam em sua composigcdo aminoacidos raramente
encontrados na natureza como lantionina, resultante
da associagdo de duas alaninas ligadas por uma ponte
dissulfeto, ou B-metilantionina, resultante de um &cido
aminobutirico ligado a uma alanina por uma ponte dissul-
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Tabela 1. Classificagédo das bacteriocinas segundo Drider et al. (2006).

Classificacao Descricao Subcategorias Exemplos
Classe | ou peptideos que contém lantionina ou tipo A (moléculas lineares) nisina, subtilina, epidermina
Lantibidticos  B-lantionina
tipo B (molécula globular) mersacidina, mutacina
Classe Il classe heterogénea de pequenos  subclasse lla (bacteriocinas tipo pediocina, enterocina, sakacina
peptideos termoestaveis pediocina-antilisterial)
subclasse llb (composta por dois plantaricina, lactacina F
peptideos)

subclasse llc (outras bacteriocinas) lactococcina

Classe Il grandes peptideos (>30kDa) helveticina J, millericina B
termolabeis

feto (JARVIS et al., 1968). O principal representante desta Classe | Classe ||

classe ¢é a nisina, produzida por algumas linhagens de (Nisina) (Pediocina)

Lc. lactis subsp. lactis, € composta por 34 residuos de ﬁ.’ | R

aminoacidos. Duas ocorréncias naturalmente variantes da
nisina sdo a nisina A e a nisina Z, que diferem estrutural-
mente em apenas um residuo de aminoacido, porém, com
atividade semelhante (MULDERS et al., 1991). Devido a
natureza acida de sua molécula, a nisina € completamente
estavel em solucdes de pH 2,0, podendo ser estocada
durante um periodo prolongado a temperaturas de 2 a
7 °C. Acima de pH 7,0, a inativagdo ocorre mesmo em
temperatura ambiente (DELVES-BROUGHTON, 1990).
Considerada uma substancia segura e néao
toxica, sua DL, € similar a do cloreto de s.c’)d'|o, Figura 1. Mecanismo de ac¢éo de bacteriocinas das classes |
3.330.000 UlLkg™" (FRAZER et al., 1962). Esta bacteriocina  (nisina) e lla (pediocina).
tem sido empregada, em larga escala, na industria de
alimentos de varios paises, como agente antibotulinico
em queijos e ovo liquido, além de molhos e alimentos  3.2.7 Classe lla
enlatados. Apresenta amplo espectro antimicrobiano com
acéo sobre L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, além
de outros patégenos e espécies de bactérias lacticas
(BENKERROUM et al., 2002; RILLA et al., 2004). Possui
duplo mecanismo de acéo (Figura 1), interfere na sintese
da parede celular e promove a formacédo de poros na
membrana celular, resultando em alterac&o na permeabili-
dade da mesma, com efluxo de moléculas essenciais (ion
K+, aminoacidos e ATP) através dos poros, acarretando
a morte celular (BREUKINK et al., 1999).

Peptidgglicano

= Parede
 celular

T 1T Membrana
|l plasmatica

A classe lla é composta por bacteriocinas que
apresentam alta especificidade contra L. monocytogenes.
Seus representantes possuem 37 a 48 residuos de amino-
acidos, com uma porg&o N-terminal com configuracao de
folha pregueada e uma por¢édo C-terminal contendo uma
ou duas a-hélices (FIMLAND et al., 2005). As bacterio-
cinas desta classe se inserem na membrana celular do
microrganismo alvo pela por¢do C-terminal, promovendo
a formacao de poros e consequente dissipacado da forga
prétons motriz (KAISER e MONTVILLE, 1996), (Figura 1).
Na tentativa de manter ou restaurar a for¢a prétons motriz,
ocorre uma aceleracdo no consumo do ATP e, consequen-

Esta classe é composta por pequenos peptideos  temente, morte celular.

(<10 kDa) termoestaveis. Geralmente estes apresentam A pediocina AcH composta por 44 residuos de
uma estrutura helicoidal anfifilica, a qual permite sua  amino4cidos é a Unica bacteriocina da classe lla sinteti-
insercdo na membrana citoplasmatica da célula alvo,  zada n&o apenas por diferentes espécies, como também
promovendo a despolarizagdo da membrana e a morte  por diferentes géneros de bactérias lacticas. Inicialmente foi
celular. S&o propostas trés subdivisdes para esta classe,  detectada em Pediococcus acidilacticiPA 1.0 (GONZALEZ
de acordo com Drider et al. (2006). e KUNKA, 1987) e H (BHUNIA et al., 1987). Desde entao,

3.2 Classe Il
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outras linhagens e espécies de pediococos foram descritas
como produtoras de pediocina AcH (BENNIK et al., 1997).
Em 1996, Ennahar et al. isolaram em queijo Munster uma
linhagem de Lb. plantarum também produtora desta bacte-
riocina. A pediocina AcH apresenta efeito antagdnico sobre
microrganismos deteriorantes e patogénicos, incluindo
L. monocytogenes, S. aureus e Cl. perfringens (BHUNIA
et al., 1987; LOESSNER et al., 2003).

A primeira enterocina foi identificada por Kjems
em 1955 (apud DE VUYST e VADAMME, 1994). Desde
ent&o, véarias enterocinas tém sido descritas e possuem
representantes em mais de uma classe de bacteriocina.
Geralmente s&o termoestaveis (121 °C/15 min), resis-
tentes a liofilizacao e a estocagem a -20 °C por longos
periodos. Segundo Cintas et al. (1997), estes compostos
possuem acdo antimicrobiana seletiva, ndo apresentam
antagonismo contra Leuconostoc e Lactococcus, porém
agem sobre CI. perfringens, CI. botulinum, S. aureus e
especialmente sobre o género Listeria.

3.2.2 Classe IIb

Esta classe € composta por bacteriocinas hetero-
diméricas que requerem a atividade combinada de dois
peptideos. Seu mecanismo de acdo também envolve
a dissipagdo do potencial de membrana e diminuigédo
da concentracéo intracelular de ATP. Estes peptideos
apresentam atividade muito baixa se forem empregados
individualmente (GARNEAU et al., 2002).

3.2.3 Classe llc

As bacteriocinas pertencentes a esta classe apre-
sentam uma unido covalente das terminacdes C e N,

Imunidade

\/\‘

NG
R
\6‘\00
&
\ , Fator de
o /3 %ativagéo

Espaco extracelular

Citoplasma

@ & Proteina de
O imunidade

resultando em uma estrutura ciclica (KAWAI et al., 2004).
Sao representantes desta classe: a enterocina AS-48, a
circularina A e a reutericina 6.

3.3 Classe lll

Esta classe é composta por grandes proteinas
(>30 kDa) termolabeis, sdo bacteriocinas complexas
quanto a atividade e a estrutura protéica. Seu meca-
nismo de agéo se diferencia das demais bacteriocinas,
promovendo a lise celular através da lise da parede
celular do microrganismo alvo. Apresentam uma por¢cao
N-terminal homdéloga a uma endopeptidase, responsavel
pela catalise da parede celular, e uma porgéo C-terminal
responsavel pelo reconhecimento da célula alvo (LAl
et al., 2002).

Il 4 Biologia molecular das bacteriocinas

As bacteriocinas geralmente sao sintetizadas como
pré-peptideos inativos que possuem uma sequéncia guia
N-terminal (XIE e VAN DER DONK, 2004). Este precursor
¢é transportado a superficie celular durante a fase de
crescimento exponencial e catalisado na forma ativa
(Figura 2).0 transportador contém uma porgéo proteolitica
N-terminal, responsavel pela clivagem do peptideo guia,
além de uma porgdo C-terminal responsavel pela hidrdélise
do ATP e fornecimento de energia (AUCHER et al., 2005).
Para a classe Il, as proteinas acessoérias sé&o utilizadas
para facilitar a translocacdo na membrana e/ou clivar o
peptideo guia.

O sistema responsavel pela regulacéo da producéo
de bacteriocinas € composto por trés componentes:
peptideo indutor (ferormédnio ou fator de ativac&o), histi-

Membrana
protéica

Inducéo

!

Proteina
reguladora

Figura 2. Mecanismo de regulacéo da biossintese de bacteriocinas.
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dina quinase transmembrana (receptor do ferorménio) e
regulador de resposta (NES e EIJSINK, 1999) (Figura 2).
O peptideo indutor é sintetizado no ribossomo em baixos
niveis como pré-peptideo, o qual é clivado e secretado no
meio externo pelo transportador. Quando este composto
atinge certa concentracéo, ativa a histidina quinase
transmembrana, que conduz a uma autofosforilacdo do
residuo de histidina, transferindo para proteina reguladora
de resposta um fosfato. Este regulador fosforilado ativa
a transcricdo da bacteriocina, além dos elementos que
comp8em o sistema regulador, iniciando um feedback
positivo (NES e EIJSINK, 1999). A regulagéo da producéo
dos lantibidticos como nisina e subtilina é feita pela
prépria bacteriocina, que funciona como ferorménio para
induzir sua producdo em niveis elevados (KLEEREBEZEM
e QUADRI, 2001).

O mecanismo de imunidade das bactérias produ-
toras de bacteriocinas é capaz de distinguir entre a
bacteriocina produzida pela prépria cultura € por outras. A
protecdo pode ser promovida por uma proteina especifica
e/ou pelo sistema transportador. O mecanismo através
do qual eles funcionam é semelhante, pelo sequestro da
proteina estrutural ou por competicdo antagbnica pelo
receptor de bacteriocina (HOFFMANN et al., 2004).

Il 5 Resisténcia microbiana

A resisténcia de mutantes espontaneos as bacte-
riocinas pode estar relacionada a mudangas ocorridas na
membrana e na parede celular, tais como: alteracéo do
potencial elétrico, da fluidez, da composicéo lipidica da
membrana e alteracao da carga ou espessura da parede
celular (MANTOVANI e RUSSELL, 2001) ou, ainda, pela
combinacao de todos os fatores. Segundo Van Schaik,
Gahan e Hill (1999), estas mudancas podem surgir ap6s
exposicao da célula a baixas concentracdes de bacterio-
cinas ou como parte de uma resposta adaptativa a algum
outro estresse. O mecanismo de resisténcia das células
a nisina ainda néo esta muito bem esclarecido. Segundo
Abee (1995), a resisténcia de L. monocytogenes a nisina
esta relacionada a variagdo na composicao dos acidos
graxos da membrana celular, com reduc¢ao da concen-
tracao de fosfolipidios, dificultando a formacéao dos poros.
Gravesen et al. (2002) relataram que a freqUéncia de
resisténcia pode variar entre 102 e 107, dependendo

Bacteriocina Cultura Alimento

produtora

Tabela 2. Aplicac&o de bacteriocinas na bioconservagéo de alimentos.
Microrganismo alvo

da linhagem de L. monocytogenes. O mecanismo de
resisténcia a classe lla parece estar ligado a redugéo da
expressao da manose permease do sistema fosfotrans-
ferase (VADYVALOO et al., 2002).

Il 6 Aplicacao na industria de alimentos

As bacteriocinas podem ser introduzidas nos
alimentos por pelo menos trés diferentes maneiras: em
alimentos fermentados podem ser produzidas in situ
pela adicao de culturas lacticas bacteriocinogénicas no
lugar das tradicionais culturas iniciadoras; pela adigdo
destas culturas como adjuntas; ou pela adi¢c&o direta de
bacteriocinas purificadas. Varios estudos demonstram
a efetividade destes compostos na bioconservacéo de
alimentos, conforme exemplificado na Tabela 2.

Il 7 Fatores que afetam a eficiéncia das
bacteriocinas

A eficiéncia da atividade das bacteriocinas produ-
zidas por diferentes espécies de bactérias lacticas nao
€ uniforme e constante, e depende da composicéo
quimica e das condigdes fisicas dos alimentos. Esta
atividade é reduzida devido a ligac&o das bacteriocinas
aos componentes dos alimentos, a adsorgao a célula ou
as proteinas, a acéo do pH e a atividade das proteases
e outras enzimas (SCHILLINGER et al., 1996). Uma
correlacdo entre a degradacéo da nisina e a extenséo da
protedlise em creme de leite pasteurizado foi verificada
por Phillips et al. (1983). Buyong et al. (1998) atribuiram
a reducéo da atividade de pediocina de 64.000 UA.g™'
para 2.000 UA.g™", apds seis meses de maturacao de
queijo Cheddar, a ac&o de proteinases e peptidases. O
NaCl em determinadas concentracbes pode reduzir o
crescimento de culturas lacticas e, consequentemente, a
producao de bacteriocinas, além disso pode proteger 0s
microrganismos-alvo, como L. monocytogenes, da agao
de bacteriocinas (HUGAS et al., 2002). Sarantinopoulos et
al. (2002) observaram reducao na atividade de bacterio-
cina e na taxa de crescimento de E. faecium FAIR-E 198
apos adicédo de 2% de NaCl no caldo MRS. Nilsen et al.
(1998) sugerem que a redugéo da produgao de bacterio-
cina na presenca de sal seja por causa da interferéncia
das moléculas de NaCl na ligacdo do fator de inducéo
de producéo ao receptor.

Reducao Referéncia

(log UFC.g™")

Nisina Lc. lactis lactis ~ Carne suina Brochothrix thermosphacta 85 Nattress et al. (2001)
Nisina Lc. lactis lactis  Leite fermentado Listeria monocytogenes 6,0 Benkerroum et al. (2002)
Pediocina AcH Lb plantarum Queijo Listeria monocytogenes 1,0a2,0 Loessner et al. (2003)
Enterocina E. faecium Leite Listeria monocytogenes 2,0 Elotmani et al. (2002)
Nisina Z Lc. lactis lactis ~ Queijo Afuega’l Pitu  Staphylococcus aureus 2,0 Rilla et al. (2004)
Enterocina E. faecalis Salsicha Staphylococcus aureus 5,3 Ananou et al. (2005)
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Além da interacdo com componentes dos alimentos,
as bacteriocinas podem ser adversamente afetadas pelas
condi¢gdes de processamento e estocagem, como pH e
temperatura do produto. Segundo Drosinos et al. (2005),
o valor de pH 6timo para producéo de bacteriocina (5,5)
ndo coincide com o valor 6timo para o desenvolvimento
microbiano (6,5). Devido a sua estabilidade maxima em
condigdes &cidas, a atividade da nisina & maior quando
utilizada em alimentos &cidos. Portanto, a efetiva apli-
cacéo da nisina requer que o pH do alimento seja menor
que 7 para assegurar sua solubilidade e estabilidade
durante o processamento € o periodo de estocagem
(HERNANDEZ et al., 1993). Leroy e De Vuyst (1999)
afirmaram que a redugdo da atividade de bacteriocina
aumenta com a elevacao da temperatura devido a maior
atividade das proteases.

A eficiéncia inibitéria das bacteriocinas também
est4 relacionada ao nivel de contaminacéo do alimento
pelo microrganismo-alvo. Se a contaminacao inicial for
muito elevada, a atividade da bacteriocina é restrita,
n&o impedindo o desenvolvimento do microrganismo.
Rilla et al. (2004) analisaram a ag&o de Lc. lactis subsp.
lactis IPLA 729 sobre duas diferentes concentracées
de S. aureus: 1,8 x 10* (A) e 7,2 x 108 UFC.mL"" (B).
Apos 24 h de incubacéo, ndo detectaram S. aureus na
amostra A, enquanto a amostra B apresentou contagem
de 5,0 x 10* UFC.mL"".

Il 8 Conclusdes

As informac6es disponiveis podem n&o ser sufi-
cientes para estabelecer uma classificagdo definitiva
para as bacteriocinas. Todos 0s mecanismos por tras da
secrecéo e regulacédo da producao destes compostos
ainda nao foram completamente elucidados. A utilizagédo
de duas bacteriocinas, principalmente de classes dife-
rentes, aumentaria a eficiéncia destes compostos na
bioconservacao de alimentos. Para se obter um eficiente
controle de microrganismos patogénicos em alimentos,
as bacteriocinas devem ser empregadas como parte de
um sistema de conservagao de alimentos, promovendo
um efeito adicional ou sinergistico a outros fatores de
conservacao.
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