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RESUMO

O crescente interesse por alimentos processados € que ainda mantenham as suas
caracteristicas mais préximas do natural tem incentivado pesquisadores a buscar
associagdes de tecnologias para conservar os alimentos com qualidade € seguranga
alimentar. Algumas bactérias acido laticas, como Lactococcus lactis NIOZRS, 6F3,
NCFB894, ATCC11454, N8, NIZ0O22186, produzem as bacteriocinas ou peptideos
antibacterianos, que retardam ou inibem o crescimento de outras bactérias. A bacteriocina
nisina, que ¢é naturalmente produzida em varios alimentos fermentados, vem sendo
consumida por humanos ha séculos. A nisina tem seu uso aprovado em alimentos em mais
de 50 paises, €, em 1988, 0 FDA concedeu-lhe o status de GRAS (“Generally Recognized
As Safe”). Esta revisio mostra avangos nos estudos da bioquimica, genética, resisténcia e
modo de a¢3o, além da aplicabilidade desse peptideo em alimentos. Estudos t€ém mostrado a
baixa toxicidade da nisina e sua alta eficiéncia como conservante em alimentos. O uso da
nisina em alimentos pode ser na forma de imersio do produto em uma solugdo que a contém
ou ela pode ser incorporada nas embalagens ativas que, ao serem usadas no
acondicionamento do produto sera liberada de forma controlada para a sua superficie.
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ABSTRACT

NISIN: A NATURAL FOOD ADDITIVE

The increasing interest processed foods that maintain its fresh characteristic has
encouraged in producer to look for new technologies to preserve food with quality and
microbiological safety. Some lactic acid bacteria, such as Lactococcus lactis NIOZRS,
6F3, NCFB894, ATCC11454, N8, NIZ022186 produce bacteriecins or antibacterial
peptides that kill or inhibit the growth of other bacteria. The peptide nisin is produced
naturally in several fermented foods, and has been consumed by humans for centuries. It
is approved for foodstuff use in more than 50 countries. In 1988, the FDA considered
nisin with status of GRAS ("Generally Recognized as Safe"). This review outlines some
advances in the studies of the biochemistry, genetics, resistance and mechanism of action
besides the applicability of peptide as an additive in food. Research has show the low
toxicity of nisina and its high efficiency as a food preservative. Nisin can be sprayed on
the product surface or incorporated into the active packaging that will release it to the
food surface .

Key words: bacteriocin, nisin, natural additive, food preservation.
INTRODUCAO

Preservacdo dos Alimentos

A maior parte dos alimentos de origem vegetal ou animal se
deteriora com facilidade, perdendo a qualidade com consegiiente
diminuicd0 na vida de prateleira. Essa perda € dependente de varios
fatores, dentre eles o tipo, a composi¢do, formula¢do, embalagem e
condicdo de estocagem do alimento.

A principal forma de deterioragdo dos alimentos é de origem
microbiologica, principalmente por contaminantes contidos na superficie
dos alimentos. A presenga de microrganismos nos alimentos pode, além de
reduzir a vida de prateletra, causar intoxicagdes ou infec¢des (dependendo
do microrganismo contaminante) no consumidor (38).

Carmo (/0) relatou, em seus estudos, 112 surtos de intoxicacio
alimentar por enterotoxina estafilococica no estado de Minas Gerais,
Brasil, de 1995 a margo de 2001 (Quadro 1).

Recentes estimativas do Centro de Controle € Prevencdo de Doencas
(CDC) calculam que ocorrem 76 milhdes de casos de doengas alimentares
por ano, com aproximadamente 5000 mortes nos Estados Unidos. Muitas
destas doengas estdo associadas a Campylobacter jejuni, Clostidium
perfringens, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella sp., Staphylococcus aureus e Toxoplasma gondii (13).
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QUADRO 1- Surtos de intoxicagdo alimentar por enterotoxina
| estafilococica ocorridos no Estado de Minas Gerais,
de 1995 a margo de 2001
| Alimentos envolvidos Surtos Pesso:a 5 Obitos
acometidas
Queyjos (diversos) 23 660 01
Bolo recheado 20 750 00
Refei¢do pronta 52 9.500 16*
Frango e embutidos 05 600 0
| Leite e derivados 06 380 0
| Massas 03 130 0
Maionese caseira 03 800 0
_ Total 112 12.820 17
*Ocorridos em um surto durante uma festa de confraternizagao.
Fonte: Carmo (/0). |

Para manter a vida de prateleira desejada dos alimentos, utiliza-se de
aditivos que mantém a seguridade destes para o consumidor (47). Porém,
nas ultimas décadas, tem sido crescente a procura por alimentos
minimamente processados, que mantenham suas caracteristicas mais
proximas do natural. O crescente interesse dos consumidores por este tipo
de alimento tem incentivado pesquisadores a buscar tecnologias de
processamento que atendam a essa demanda (/3; 30; 46), uma vez que o
consumidor tem preferido os alimentos com baixo nivel de aditivos (/8).

Para a conservagdo dos alimentos, devem-se evitar os diferentes
tipos de deterioragdo, principalmente impedir o crescimento microbiano.
Métodos tradicionais de conservagdo de alimentos que tém efeito no
crescimento microbiano incluem tratamentos térmicos, desidratagdo,
congelamento, refrigeragdo, irradiagdo, embalagem com atmosfera
modificada e adi¢do de agentes antimicrobianos ou sal (/8; 39).

Além das tecnologias tradicionais, outras tém sido desenvolvidas,
como os ftratamentos sob alta pressdo hidrostatica, pulsos elétricos,
utilizacdo de embalagens ativas, aditivos antimicrobianos naturais e
biopreservativos (/38).

Varios aditivos naturais tém sido estudados para serem utilizados
como agentes antimicrobianos. Estes componentes provém de animais,
- plantas € microrganismos que sdo freqiientemente utilizados como agentes
de defesa nos organismos que os sintetizam, como lacperoxidases (leite),
lisozima (ovo br’finco, figo), saponinas e flavonoides (ervas), bacteriocinas
(bactérias do acido latico) e quitosana (camarao) (/8).

Existem bactérias que produzem substincias antagdnicas a outros
organismos, como acidos organicos, peroxido de hidrogénio e
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bacteriocinas ou peptideos antibacterianos (46). Em alimentos como carne,
leite e derivados, em que as bactérias laticas (LAB) s@o contaminantes
naturais, ocorre a produgio de bacteriocinas, que atuam como conservantes
nesses produtos (13).

Com o desenvolvimento crescente da drea de produtos alimenticios
industrializados, a seguranga alimentar € um parametro de qualidade
fundamental para as industrias. Assim, a aplicagdo de peptideos
antimicrobianos provenientes de LAB, que sdo ativos contra patogenos, sem
causar toxicidade ou outro efeito adverso, tem recebido mais ateng@o (13).

Barreiras tecnoldgicas combinam métodos diferentes de preservagao
para inibir o crescimento microbiano. Estudos mostram que as
bacteriocinas tém efeito sinergista quando usadas em combina¢do com
outros tratamentos, como barreiras para promover a seguridade dos
alimentos (/3; 19). |

BACTERIOCINAS

De acordo com a definicio de Moreno et al. (34), as bacteriocinas
sdo proteinas biologicamente ativas, ou complexos protéicos que tém agio
bactericida exclusivamente em bactérias gram-positivas € espécies
relacionadas. Cleveland et al. (/3) afirmam que as bacteriocinas sio
proteinas antibacterianas produzidas por bactérias que matam ou inibem o
crescimento de outras bactérias. Segundo McAuliffe et al. (3I), as
bacteriocinas sdo compostos protéicos que matam bactérias relacionadas.

As bacteriocinas sdo divididas em trés grandes classes, segundo
Klaenhammer, citado por McAuliffe et al. (37) e Cleveland et al. (13):

Classe I (Lantibidticos) — sdo os peptideos que contém de 19 a 50
aminoacidos (aa) e geralmente apresentam lantionina, metil-lantionina,
deidrobutirina e deidroalanina em sua estrutura. Sofrem modifica¢do apos a
sintese para adquirir sua forma ativa. Essa classe ¢ subdividida em ]a e Ib.
A subclasse Ia é composta dos peptideos catidnicos € hidrofébicos que tém
como mecanismo de a¢do a forma¢do de poros na membrana e tém sua
estrutura mais flexivel quando comparada com a dos peptideos da classe
Ib. A nisina esta incluida nesta classe. A subclasse Ib € composta por
peptideos globulares com carga neutra ou negativa, como a mersacidina.

Classe II — apresenta peptideos de pouca estabilidade térmica e
nenhuma modificacdo. Também pode ser subdividida em Ila e IIb. A
subclasse Ila apresenta bacteriocinas ativas contra Listeria, tem uma se¢ao
de consenso Tyr-Gly-Asn-Gly-Val e duas cisteinas, formando ponte de
bissulfito do N-terminal no interior do peptidco, com a pediocina. Na
subclasse IIb (como a lactacina F), encontram-se as bacteriocinas
compostas de dois peptideos diferentes, que so apresentam atividade na
presen¢a de um do outro.
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Classe III — esta classe é a menos conhecida. Compreende as
bacteriocinas de maior cadeia molecular ¢ as mais sensiveis ao calor, como
as lactacinas A ¢ B.

Uma quarta classe tem sido proposta, abrangendoiocinas que tém
sua forma complexada com outras moléculas.

As classes I e II tém sido mais estudadas para o uso em alimentos.

Como as bacteriocinas agem de forma diferenciada em espécies
diferentes de microrganismos, varias pesquisas t€ém examinado a afimdade
delas com diferentes espécies. A composigdo fosfolipidica da c€lula e seu
pH influenciam o valor da concentrag@io minima inibitéria da bacteriocina
(11, 12). |

Os peptideos antimicrobianos (bacteriocinas) apresentam resisténcia
térmica e sdo sintetizados ribossomicamente. As bacteriocinas,
principalmente as provenientes das LAB, tém-se mostrado seguras para o
uso como conservante de alimentos (/3).

Muitos confundem os termos bacteriocina e antibidtico, 0 que € um
ponto negativo para o uso em alimentos. As bacteriocinas, que claramente
se distinguem dos antibidticos (Quadro 2), sdo efetivas no controle do
crescimento de patégenos em alimentos, enquanto os antibioticos ndo
apresentam estas caracteristicas. Reconhecendo esta diferenga, Hurst (25)
designou as bacteriocinas como preservativo alimentar biologico.

Porém, ha preocupa¢do de que o contato com as bacteriocmas,
apesar de nio serem antibidticos, possa conferir aos organismos maior
resisténcia aos antibidticos. Cleveland et al. (/3) relataram experimentos
que se basearam na exposi¢do de microrganismos resistentes a algum
antibiotico. Em contato com uma bacteriocina, ndo foi observada alteragédo
na freqiiéncia da resisténcia ao antibidtico. Também, foram avaliados
microrganismos citados como resistentes a bacteriocina testada, € o
resultado alcan¢ado foi 0 mesmo, ndo havendo cruzamento de resisténcias.
Concluiu-se que a resisténcia deve ser devida a diferenga na forma.-de agdo.

A resisténcia a antibidticos é geralmente associada com a
determinac3o genética, facilitando assim a transferéncia da resisténcia
entre células, estirpes e espécies, ao passo que a resisténcia a bacteriocina
resulta de alterac¢do fisiologica na membrana celular. H4 experimentos que
mostram que alguns mutantes produziram a enzima nisinase, que degrada a
nisina e adquire resisténcia a esta bacteriocina (/3). Sendo assim, ainda ha

controvérsias de idéias sobre a resisténcia, se € codificada geneticamente
ou € resultado de adaptagao.
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QUADRO 2 -Comparag¢do de caracteristicas de antibioticos € de

bacteriocinas

Caracteristica Bacteriocina Antibidtico

Aplicagdo Alimentos Clinico

Sintese Ribossomal Metabolismo
secundano

Atividade Pequeno espectro Amplo espectro

Imunidade celular da Sim Nio

célula produtora

Mecanismo de Geralmente é Geralmente é

resisténcia ou tolerancia adaptac¢do, afetando a determinado por

celular composi¢ao da transferéncia

membrana celular

Interag¢des requeridas Ligac¢Oes moleculares

Modo de a¢do Principalmente
formando poros, mas
em alguns casos atuam
na biossintese da
parede celular

Toxicidade Nenhuma conhecida

Ataca a membrana

genetica, afetando
diferentes sitios,
dependendo do modo
de acdo.

Interagdes
especificas

celular ou pontos
intracelulares
especificos

Sim

il

Fonte: Cleveland et al. (/3).

A localizagdo dos genes responsdveis pela atuagdo das bacteriocinas
foi descrita por Cleveland et al. (/3) e McAuliffe et al. (37). Eles relatam
que os genes que codificam a sintese de bacteriocina podem ser
encontrados nos cromossomos, em plasmideos ou nos transposons. Os

organismos sintetizantes de bacteriocinas possuem genes que codificam

peptideos estruturais, bem como proteinas que ajudam no processo de
ativacdo da bacteriocina € no transporte atraves da membrana. Além disso,
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ha genes que regulam a sintese das proteinas que conferem imunidade a
célula hospedeira produtora.

Os genes que codificam a “proteina de imunidade” e a bacteriocina
geralmente estdo alocados no mesmo operon € proximos uns dos outros. A
exemplo de proteinas imunoldgicas, tem-se o codigo de Nisl, para nisina, e
Spal para a subtilina. Ainda ndo esta claramente entendido como as
proteinas imunoldgicas agem protegendo o organismo da sua bacteriocina
sintetizada.

Os genes que codificam as modificagdes necessanas a ativagdo de
algumas bacteriocinas, que sdo sintetizadas em forma inativa, também se
encontram proximas ao gene estrutural. Nos lantibioticos, estas
modificacdes ocorrem na formagdo de varios aminoacidos incomuns. Da
mesma forma, nos ndo-lantibidticos também ocorre modificagdo pela
quebra da seqiiéncia lider, que € necessaria para permitir sua secre¢ao € o
seu transporte através da membrana.

Nio se sabe qual é o real papel da bacteriocina para a cepa que a
produz, se é meramente um mecanismo de defesa € competicdo, ou se
possui algum papel regulador do ciclo de vida da célula. Toledo (46)
relatou que a nisina adicionada ao meio de cultura, antes do inicio da sua
sintese, inibe e lisa 0 organismo produtor. Porém, se adicionada ao me1o
antes de ser inoculado, o crescimento € ligeiramente atrasado, mas o
organismo cresce na mesma taxa do controle e atinge a mesma massa.

As bacteriocinas atuam inibindo a sintese da parede celular,
causando altera¢fio na permeabilidade da membrana celular, ou inibindo a
atividade da RNAse ou DNAse. Particularmente, os lantibidticos da classe
Ia agem em células especificas, formando poros na membrana e, portanto,
alterando a sua energia potencial e, ou o gradiente de pH. Essas
modifica¢des na membrana resultam no extravasamento do material celular
levando a célula a morte (31). |

Segundo Cleveland et al. (/3), estudos também tém mostrado que as
condi¢gdes fisico-quimicas do alimento influenciam significativamente na
atividade da bacteriocina utilizada. A nisina ndo foi efetiva em carnes com
pH alto e foi inativada pela glutationa, em reagdo catalizada pela glutationa
S-transferase, encontrada em carne bovina. Além disso, observou-se que a
gordura reduziu a atividade da nisina.

Os eucariotos também sintetizam alguns peptideos que fazem parte
do seu sistema de defesa, porém sdo toxicos ao consumo humano (23).

Estudos para avaliagio da atividade das bacteriocinas ¢ sua
quantifica¢do tém sido realizados, utilizando-se o método de formagédo de
halo de inibi¢do. Segundo Toledo (46), esse método € resultado da difusdo
da bacteriocina e da velocidade de crescimento do microrganismo
indicador. Uma série de varidveis influencia tal resultado, como: estado
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fisiolégico da cultura indicadora, concentragdo do inoculo, umidade do
agar, tempo de difusdo da bacteriocina anterior ao inicio do crescimento da
cultura indicadora e o préprio meio de cultura, que afeta tanto a velocidade
de crescimento do indicador quanto a de difusdo da bacteriocina.

As LAB sdo usadas como cultura “starter” em alimentos
fermentados, por isso as pesquisas t€m explorado o uso dessas culturas
para a produc¢do de bacteriocinas.

Nunez et al. (37) relataram que estudos utilizando queijo manchego
inoculado com uma estirpe de Enterococcus faecalis, produtora de
bacteriocina, reduziu a contagem de L. monocytogenes Ohio em seis ciclos
logaritmicos apos sete dias.

Algumas culturas “starter” utilizadas na fabricagdo de produtos ndo
tém o codigo genético que codifica a sintese de bacteriocina. Assim,
estudos tém sido feitos com o objetivo de mutar algumas estirpes para
conferir a elas esta caracteristica. Buyong et al. (9) relataram que, como o
Pediococcus spp. ndo tem aplicagdo como cultura “starter” de queyjo, o seu
plasmideo que codifica para a pediocina foi1 expresso em Lactococcus
lactis e adicionado para a preservagdo de queijo cheddar para assegurar a
qualidade microbiologica do processo de fermentagdo. O gene para a
sintese da pediocina também foi inserido em Saccharomyces cerevisiae
para preservacdo de vinho, produtos de padaria e outros produtos que
utilizam esta levedura (43).

O uso da bacteriocina ndo € considerado natural quando aplicado em
concentra¢gdes acima daquela encontrada no alimento naturalmente
fermentado pela cultura natural, ou quando a bacteriocina ¢ produzida por
bactérias geneticamente modificadas (/3).

Nisina

A nisina é um peptideo produzido por bactérias comuns do leite e
foi, pela primeira vez, identificada em 1928. Das 40 espécies conhecidas de
Lactococcus lactis subsp. lactis, 35 sintetizam essa bacteriocina (/3). A
capacidade de produzir nisina estd geneticamente vinculada a capacidade
de fermentar sacarose € € uma caracteristica variavel entre os lactococci
(46); faz parte do grupo de peptideos produzidos ribossomicamente;
pertence a classe dos lantibidtico € a subclasse Ia (6); e ¢ 1dentificada pelo
numero de identificacdo internacional INS como E234 (/).

Segundo McAuliffe et al. (3/), a nisina tem atividade em varias
espécies incluindo Lactococcus, Streptococcus, Listeria e Micobacterium,
assim como em células vegetativas e esporos de Bacillus ¢ Clostridium.

A nisina € naturalmente produzida em varios alimentos fermentados,

especialmente produtos lacteos, e vem sendo consumida por humanos ha
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séculos. E isolada de LAB e ji tem seu uso aprovado em alimentos em
mais de 50 paises [6]. Em 1988, o FDA concedeu-lhe o “status” de GRAS
(“Generally Recognized As Safe”). A nisina, apos testes toxicoldgicos e
estudos de resisténcia cruzadas, foi considerada segura como aditivo, sendo
digerida em nosso sistema digestivo pela enzima a-quimotripsina (/3).

Estudos de toxicidade em ratos revelaram que o valor de LDs, é
comparavel ao de sais comuns, ou seja, cerca de 7 g.kg"' de peso corporeo
(46). Ha controvérsias quanto a ingestdo diaria aceitavel (IDA). Cleveland
et al. (/3) citaram 2,9 mg/pessoa/dia, enquanto Moreno et al. (35) citaram
um valor 20 vezes maior.

No Brasil, o uso da nisina ¢ permitido em queijos (/), requeijdo (2),
queyo fundido, queijos pasteurizados (3/) e queijo em pé (4), na
concentragio de 12,5 mg.kg" de produto final. A inddstria de laticinios no
Brasil consome aproximadamente 800 kg de nisina por ano e paga cerca de
US$900/kg (46).

Segundo Toledo (46), a molécula da nisina é um peptideo de 34
aminoacidos, tendo como aminoacidos terminais a isoleucina e a lisina,
com o NH; ¢ COOH, respectivamente. Seu peso molecular é de 3,5
kDa. A nisina ¢ formada por oito alaninas (Ala), quatro acidos
aminobutirico (Aba), trés glicinas (Gly), trés isoleucinas (Ile), trés
listnas (Lys), duas leucinas (Leu), duas histidinas (His), duas
metioninas (Met), uma serina (Ser), uma valina (Val), uma prolina
(Pro), uma asparagina (Asn) € os aminoacidos incomuns, duas
deidroalanina (Dha) € uma dedrobutirina (Dhb).

Durante a traducdo, a molécula de nisina, na sua forma ainda inativa,
contem 57 aminoacidos, todos comuns, sendo 23 residuos na regido-lider e
os 34 residuos na regido estrutural. Entdo, por meio de modificacdes
enzimaticas, a regido lider € removida, e a serina € a treonina da regido
estrutural sofrem desidratagdo, resultando na formacido de Dha e Dhb,
respectivamente (/3; 46). Subseqiientemente, pontes tioéter sdo formadas
pela condensag¢ido da Dha e Dhb com cisteina, produzindo os aminoacidos
lantionina (Ala-S-Ala) e B-metil-lantionina (Aba-S-Ala), respectivamente.
Nesta forma, tem-se a nisina na sua forma ativa (Figura 1) (46).

Segundo Ray (40), a nisina pode formar dimeros ou polimeros de
7.000 a 14.000 Da pelos seus aminoacidos reativos Dha ¢ Dhb, o que,
provavelmente, tenha sido a causa de controvérsias quanto ao seu peso
molecular. Trabalhos anteriores indicaram variacdes na molécula de nisina
(23). Esta hipotese baseou-se no fato de que preparagdes de nisina podem
ser desdobradas em cinco polipeptidios diferentes (nisinas de A a E),
avaliados por meio de cromatografia (235).
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FIGURA 1 - Representagdo da estrutura quimica da molécula de nisina.
Fonte: McAuliffe et al. (37) e Sebti e Coma (44).

As cinco moléculas de nisina (A, B, C, D, E) diferenciam-se por
pequenas alteragOes em sua composi¢cdo de aminoacidos, dependendo do
tempo ¢ das condi¢gdes de armazenamento. As nisinas C e D apresentam
somente 1/5 da atividade biologica das nisinas A e B, a nisina D € a mais
resistente a nisinase de Bacillus cereus, e as nisinas B e E parecem ser
produtos de degrada¢do da nisina A (25). Ha uma variante natural da
nisina, a nisina Z, cuja molécula ¢ idéntica a nisina A, exceto pela
substitui¢do da histidina pela asparagina na posi¢do 27 da molécula ativa.
Essas duas nisinas parecem possuir as mesmas atividades biologicas,
porém a nisina Z apresenta propriedades de difusdo diferentes (35).

Segundo Moreno et al. (35), a solubilidade, a estabilidade e a
atividade biolégica da nisina sdo altamente dependentes do pH, da
temperatura € da natureza do substrato. As bacteriocinas também sdo
altamente sensiveis as enzimas proteoliticas (27, 34). No entanto, a nisina
apresenta estabilidade a tratamentos térmicos, tratamentos de alta pressdo e
exposi¢do a ambientes acidos (6).

A solubilidade ¢ influenciada pelo aumento da concentragdo de
fosfato e pela presenca de proteina (7).

Segundo Guiotto et al. (27) a nisina € pouco solivel em meio aquoso
neutro a moderadamente alcalino.

A alta propor¢do de aminoacidos basicos confere-lhe uma carga
liquida positiva e seu ponto isoelétrico é 10,5. Os aminoacidos insaturados
Dha e Dhb sio susceptiveis ao ataque de nucledfilos (grupos hidroxil ou R
nucleofilicos) presentes em pH alto. Tal fato talvez explique a instabilidade
e a solubilidade diminuidas em condigBes basicas. A nisina € msolivel em
solventes apolares (29). |

Sua solubilidade em meio aquoso ¢é altamente dependente do pH. A
medida que o pH aumenta a solubilidade diminui, passando de 57 mg.mL
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em pH 2 para 0,25 mg.mL"' em pH 8 (29). Hurst (25) afirma que em pH
2,5 a solubilidade da nisina € de 12%, decrescendo para 4% em pH 5,0 ¢
praticamente insoluvel em pH neutro ou alcalino.

Uma propriedade notavel da nisina é sua estabilidade no calor,
suportando autoclavagem (121°C/15 min) em pH 2,5, sem sofrer perda de
atividade. Em pH 5, porém, ela perde 40% de atividade, € em pH acima de
6,8 a perda ¢ de 90% (15). Sua estabilidade ao calor em baixo pH ¢é
atribuida, em parte, as suas cinco pontes de enxofre, que lhe conferem uma
estrutura tridimensional rigida, apesar de n3o apresentar uma estrutura
secundaria.

Segundo Moreno et al. (34), a maioria das bacteriocinas tem melhor
estabilidade de sua atividade em pH de acido a neutro, sendo praticamente
inativadas em pH 8,0, a exemplo da nisina. Liu ¢ Hansen (29) dizem que a
inativacdo da nisina em meio alcalino pode ser conseqiiéncia de
desnatura¢do, modificagdo quimica ou uma combina¢do de ambos. Os
residuos de deidro sdo altamente susceptiveis a modificagdes por
nucleofilicos em pH elevado, asstim como ions de hidroxila, aminas
desprotonadas e grupamentos hidroxil desprotonados.

Estudos relacionados ao mecanismo de a¢do da nisina apontaram a
membrana citoplasmatica como o alvo primario (§8). Também, como efeitos
da nisina em células susceptiveis a sua ag¢do, inclui-se a inibicdo da
biossintese de RNA, DNA, de proteina, enzimas, polissacarideos € outros
pontos que levam a morte da célula (13).

A nisina aumenta a permeabilidade da membrana pela formacgéo de
poros, ocasionando o efluxo do material intracelular. Assim, relata-se que,
ap0s o tratamento com nisina, as células ficam sem energia suficiente para
realizar processos biossintéticos € que a membrana plasmadtica, transdutora
de energia, pode ser o alvo primario na atuagdo da nisina (26).

Sendo a bacteriocina carregada positivamente com partes
hidrofobicas, ocorrem interagdes eletrostaticas com o grupamento fosfato
da membrana celular, carregado negativamente, promovendo o inicio da
ligacdo da bacteriocina com a célula-alvo (71, 12).

Cleveland et al. (/3) e Bower et al. (6) mostraram a habilidade da
nisina em inibir ¢ crescimento microbiano de bactérias gram-positivas,
inclusive as patogénicas de alto risco em alimentos, como Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus faecalis, Clostridium
botulinum, Listeria monocytogenes. -

Segundo Moreno et al. [33], a agdo da nisina sobre células de
bactérias gram-positivas ocorre em duas etapas. A primeira envolve a
adsor¢do ndo-especifica da nisina sobre a parede celular, sendo o fendmeno
reversivel. Essa adsor¢do € dependente do pH, que ocorre em valor minimo
de 3,0 ¢ maximo de 6,5, da composi¢do fosfolipidica da membrana
citoplasmatica dos microrganismos sensiveis, da presenga de cations
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divalentes € trivalentes (Mg'’, Ca™ e Gd™), e da concentracdo utilizada.
Estudos mostraram que, considerando 100% de adsor¢io em pH 6,5,
ocorreu adsor¢do de 69% em pH 5,5 e 43% em pH 4. A nisina permanece
sensivel as proteases, e o tratamento com enzimas proteoliticas protege as
células susceptiveis a agdo da nisina contra seu efeito letal.

Na segunda etapa, a nisina se torna insensivel as proteases e as
celulas sofrem mudangas irreversiveis. Ela € fortemente atraida pelos
fosfolipideos e lisossomos na membrana das bactérias, formando poros ou
canais de 0,2-1,0 nm de diametro. A despolarizagio simultinea da
membrana causa um efluxo rapido de componentes essenciais, como ions
K", aminoéacidos € ATP, levando a uma série de alteracdes que termina
com a lise celular.

O estado fisiologico da cultura sensivel tem grande influéncia na
susceptibilidade a a¢do das bacteriocinas, sendo as células metabolicamente
ativas mais sensiveis. A imbi¢do da célula persiste enquanto houver
bacteriocina ativa remanescente no meio de crescimento (33).

Bierbaum e Sahl (5) relataram que algumas espécies de
Staphylococcus sp., tratadas por longo tempo com nisina, foram capazes de
induzir a autdlise celular.

O mecanismo pelo qual a nisina impede a germinagdo de esporos é
diferente do das células vegetativas. Acredita-se que os grupos reativos
Dha e Dhb da nisina interajam com grupos sulfidril vitais presentes na
membrana de esporos recém-germinados e exer¢am um profundo efeito
bacteriostatico, resultando na inibigdo subseqiiente do esporo. Assim, a
nisina permite a germina¢ido do esporo, mas inibe as etapas posteriores do
processo de formagido de novas células (335).

Além de demonstrar atividade sobre bactérias gram-positivas,
especialmente na forma de esporos, a nisina tem também mostrado-se
efetiva sobre bactérias gram-negativas e fungos quando usada em
combina¢do com outro composto, como um agente quelante (6).

Nas bactérias gram-negativas, a presenga da camada de
lipopolissacarideo oferece maior protegdo a célula, ndo permitindo que
agentes externos alcancem a membrana citoplasmatica. A camada de
lipopolissacarideo ¢ formada por compostos que possuem carater anidnico,
gerando uma superficie hidrofilica (22). Desse modo, a membrana externa
repulsa substiancias hidrofobicas e macromoléculas, como a nisina. No
entanto, pelo carater anionico da camada de lipopolissacarideo, esta pode
se ligar a molécula da nisina, que tem carater catidnico, formando uma
estrutura estavel por interacées eletrostaticas, mas mesmo assim, a nisina
ndo conseguiria alcangar a membrana citoplasmatica da célula (22).

Cleveland et al. (13) relataram a efetividade da nisina sobre bactérias
gram-negativas quando combinada com acido latico.
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Segundo Helander ¢ Sandholm (22), o EDTA ¢é o agente quelante
mais efetivo que, adicionado juntamente com a nisina, auxilia na inibigdo
de bactérias do grupo das gram-negativas, porém Gill ¢ Holley (20)
observaram a ineficiéncia da atuagdo sobre estas bactérias quando
estudaram a possibilidade de sinergismo misturando EDTA e nisina. Eles
justificaram que o experimento foi conduzido em caldo de nutriente, sem
limita¢gées para os microrganismos, fato que ndo ¢ verdadeiro nas
condi¢des reais de atuagdo sobre alimentos. Quando avaliaram bactérias
gram-positivas foi observado um efeito sinergético.

Coma et al. (/4) relataram que a nisina tem sua atividade reduzida
quando em contato com gordura. Dean e Zottola (/7) usaram nisina para
inibir o crescimento de Listeria monocytogenes em sorvete, € verificaram
que a nisina tinha maior atividade no sorvete contendo 3% de gordura
comparado com o sorvete que continha 10%.

Em seu experimento, Liu e Hansen (29) trabalharam com a nisina
estocada em ambiente escuro, tendo sempre o cuidado ao manipula-la de
evitar o0 seu contato com a luz para que nao se formassem radicais livres de
residuos de deidros. Nada mais concreto foi encontrado para essa revisao
que confirmasse a degrada¢do da nisina pelo contato com a luz.

Liu e Hansen (29 suportam a teoria de que os residuos de deidros
podem desempenhar um papel importante na propriedade antibacteriana da
nisina, pela reagdo com um ou mais nucleofilicos num alvo sensivel de
uma célula. Apds a reagdo com os compostos nucleofilicos, que modificam
os deidrogrupos dos residuos de Dha ¢ Dhb, a nisina perde a atividade
biologica (40). Outra teoria para a perda dessa atividade € de que a enzima
nisinase tem uma acdo como a de um deidropeptideo redutase sobre a
nisina (23). Com essas caracteristicas, a nisina tem grande valor como
aditivo de aplicagdo direta em alimentos para controle microbiano de
bactérias € esporos.

Zottola et al. (48) mostraram que a adicdo de nisina em queijos
processados com diferentes teores de umidade foi um método efetivo de
controle do crescimento de L. monocytogenes, S. aureus e C. sporogenes.
Foi observado ainda, neste estudo, que a nisina ndo perdeu a sua atividade
antimicrobiana, mesmo quando submetida ao tratamento térmico aplicado
a estes tipos de quenos.

Natrajan e Sheldon (36) combinaram a a¢do da nisina com a do acido
citricoo EDTA e Tween 80, ¢ obtiveram reducdao da populacdo de S.
typhimurium de até 4,8 ciclos logaritmicos na contagem de mesofilos aerobios
em superficie de carcagas de frango, apds 96 horas de exposi¢io, a 4°C.

Diversos compostos sintéticos € naturais tém sido explorados na
industria de embalagens, a exemplo de acidos organicos, extratos de
condimentos, bactenocinas, agentes quelantes, antibioticos € enzimas com
finalidade de inibir microoganismos (24).
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O namero de pesquisas sobre o uso de bacteriocinas e derivados
antimicrobianos em material de embalagem tem aumentado nos ultimos
tempos € muitas patentes t€ém sido registradas nesta area (4.5).

A adsor¢cdo da misina na superficie de filmes plasticos
(polietileno/poliamida) e a base de celulose fo1 proposta por Scannell et al.
(42). A aplicagdo desses filmes antimicrobianos em embalagem com
atmosfera modificada para queijos e presuntos fatiados mostrou redugdes
significativas sobre as populag¢des de bactérias lacticas, Listeria innocua e
S. aureus, quando comparada ao tratamento de controle.

Dawson et al. (/6) usaram nisina ¢ lisozima em filme de proteina de
soja ¢ milho para inibir o crescimento de suspensdes de Lactobacillus
plantarum ¢ Escherichia coli. Lactobacillus plantarum foi inibido pelo
filme contendo nisina ou lisozima, € a adicio de EDTA aumentou o efeito
inibitorio dos filmes sobre E. coli. -'

Siragusa et al. (45) incorporaram nisina em filme de polietileno e
observaram uma redug¢do de 1,4 ciclo logaritmico no crescimento de
Brochothrix thermosphacta na superficie de bifes embalados a vacuo
quando comparado com filmes sem incorporacio de nisina.

Sebti e Coma (44) incorporaram nisina em filme de hidroxipropil-
metilcelulose e, por este ser altamente hidrofilico, adicionaram acido
estearico para dominuir a barreira 4 umidade. Estudos realizados por esses
autores mostraram que -0 efeito antimicrobiano do filme foi reduzido,
indicando uma possivel intera¢do entre a nisina € o acido estearico.

Melo (32), em seus estudos, observou que nisina incorporada em
filme de base celuldsica aumentou a vida de prateleira de coalho de queijo,
sendo observada uma diferenca de 2 ciclos log na contagem de
Staphylococcus sp., comparando amostras cobertas com filme com
bacteriocina ¢ filmes com auséncia desta.

Devido as limitagSes do espetro de atuagfio das bacteriocinas tem
sido estudado seu efeito sinergético combinando bacteriocinas que atuam
de forma diferenciada (20) e outros agentes antimicrobianos, seja aditivos
ou em tratamentos (tecnologia de barreiras) (/9). |

Gill e Holley (20) avaliaram o efeito sinergético da nisina
juntamente com a lisozima sobre microrganismos gram-positivos em caldo
de nutriente, porém ndo identificaram nenhum efeito sinergético.

Came de porco fatiada, imersa em solugio de nisina com acidos
organicos (4cido acético e acido latico), apresentou maior efeito antilisterial
quando comparada came imersa em solugio de nisina pura (41).

Lee et al. (27) e Lee et al. (28) desenvolveram embalagens ativas
utilizando um copolimero de etileno-vinil acetato (EVA) coberto com
nisina € a-tocoferol e nisina e/ou quitosana, respectivamente. Na primeira
embalagem, o objetivo foi conferir propriedades antimicrobiana (nisina) €
antioxidante (o-tocoferol). Esta embalagem foi testada em emulsdo-modelo
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(66% agua, 32% oOleo de parafina e 2% de emulsificante) adicionada de
Micrococcus flavus , para avaliacio antimicrobiana, ¢ de acido linoleico
para avaliar a atividade antioxidante. Avaliou-se também a atividade
antimicrobiana na microbiota do creme de leite estocado a 10°C. A
embalagem apresentou eficiéncia antimicrobiana sobre o microrganismo
testado e efeito antioxidante na emulsdo € no creme de leite. O a-Tocoferol
migrou em maior taxa que a nisina € atingiu o equilibrio em tormo de 6%,
enquanto a nisina migrou 9% do teor incorporado inicialmente. Na segunda
embalagem, avaliou-se seu efeito na estabilidade microbiana de leite
pasteurizado e suco de laranja quanto as bactérias aerdbias ¢ as leveduras,
respectivamente, estocados a 3, 10 e 20°C. Os filmes adicionados de nisina
ou quitosana apresentaram efeito antimicrobiano nos produtos
acondicionados e estocados a 3 e 10°C, porém ndo foram
eficientesnaqueles que ficaram a 20°C. Também fo1 verificado maior efeito
antimicrobiano quando os agentes foram combinados, principalmente na
temperatura de 10°C (a 20°C nfo foi observado efeito 1nibitorio).

CONCLUSOES

1) A procura por alimentos processados que se assemelham aos
naturais vem crescendo a cada dia, o que impulsiona ainda mais as
pesquisas sobre a utilizagdo dos biopreservativos. A nisina apresenta-se
como um biopreservativo em potencial com uso aprovado para alguns
alimentos. Varios pesquisadores vém realizando estudos para ampliar a
aplicacdo da nisina em outros produtos, seja adicionada diretamente no
alimento, seja incorporada em materiais de embalagem.

2) Apesar do seu grande potencial antimicrobiano, o espectre de
acdo da nisina € limitado. Conhecendo estes fatos, inumeros estudos vém
sendo realizados para compensar esta limitagdo. Pesquisadores tém
trabalhado com a tecnologia de barreiras ou alterando as condi¢Oes do
meio onde a bacteriocina vai atuar, adicionando quelantes para aumentar
seu espectro de a¢do, por exemplo.
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