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RESUMO 
 

TULINI, F. L. Caracterização de bacteriocinas produzidas por Carnobacterium 
maltaromaticum C2, isolado de peixe defumado brasileiro (Surubim, 
Pseudoplatystoma sp.). 2011. 103f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2011. 
 

O aumento na demanda por alimentos saudáveis e minimamente 
processados impulsiona a busca por novos agentes antimicrobianos. As 
bacteriocinas são peptídeos produzidos via ribossomo por algumas espécies de 
bactérias, podendo ser usadas na conservação e garantia da inocuidade de 
alimentos, não apresentando as possíveis ações tóxicas de conservadores clássicos 
amplamente utilizados na indústria alimentícia. Carnobacterium maltaromaticum C2 
foi isolado de peixe defumado brasileiro (Surubim, Pseudoplatystoma sp.), e 
apresenta grande capacidade de inibir a multiplicação de Listeria monocytogenes, 
demonstrando seu potencial para aplicação na bioconservação de alimentos. Em 
estudos anteriores, foi demonstrado que essa linhagem bacteriana produz 
compostos antimicrobianos de origem proteica. Neste trabalho, foram avaliados 
aspectos gerais da produção de bacteriocinas por C. maltaromaticum C2, assim 
como sua purificação e caracterização. C. maltaromaticum C2 produz bacteriocinas 
entre 5 e 25ºC, com ótimo entre 20 e 25ºC. Do mesmo modo, a produção desses 
compostos foi maior em caldo APT (All purpose Tween), entretanto para as etapas 
de purificação foram utilizados o caldo BHI (Brain heart infusion) e CAA (Casamino 
acids), por causarem menos interferência no processo. Lactobacillus sakei e L. 
monocytogenes foram inibidos pelas bacteriocinas parcialmente purificadas 
produzidas por C. maltaromaticum C2, e seus peptídeos antimicrobianos 
apresentaram moderada estabilidade térmica quando expostos a 100ºC por 30 
minutos. Foram utilizadas duas técnicas para extração e purificação das 
bacteriocinas, a técnica de adsorção-dessorção às células produtoras, e a 
purificação com a resina XAD-16, baseada em interações hidrofílicas e hidrofóbicas 
com os peptídeos, seguida de extração em fase sólida, sendo que este último 
processo de purificação resultou em um extrato com alto teor de pureza, como 
observado durante as análises por cromatografia líquida de alta eficiência em coluna 
de fase reversa. Com o auxílio de técnicas de espectrometria de massas, foi 
detectado nos extratos obtidos a presença das carnobacteriocinas BM1 e B1, assim 
como o peptídeo antimicrobiano CbnX. Este trabalho é pioneiro na purificação de 
CbnX, pois anteriormente havia somente a descrição de seu gene, mas não havia 
sido descrita a purificação do peptídeo. Neste sentido, a linhagem estudada é única 
até o momento e poderá favorecer estudos de expressão gênica de bacteriocinas, 
bem como a otimização de processos de bioconservação.  

 

 

 

 

Palavras-chave: bacteriocinas, Carnobacterium, carnobacteriocinas, purificação, 
Listeria sp. 
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ABSTRACT 
 

TULINI, F. L. Characterization of bacteriocins produced by Carnobacterium 
maltaromaticum C2, isolated from Brazilian smoked fish (Surubim, 
Pseudoplatystoma sp.). 2011. 103f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2011. 
 

The high demand for healthy and minimally processed foods has increased 
the search for new antimicrobial agents. Bacteriocins are ribosomally synthesized 
peptides produced by some bacteria, and are useful for biopreservation and food 
safety, without the possible toxic effects of classical preservatives widely used in food 
industry. Carnobacterium maltaromaticum C2 was isolated from Brazilian smoked 
fish (Surubim, Pseudoplatystoma sp.), and it inhibits Listeria monocytogenes, an 
important foodborne pathogen. In previous studies, it was demonstrated that this 
bacterial strain produces bacteriocins. In this study, general aspects of the production 
of bacteriocins by C. maltaromaticum C2 were evaluated, as well as their purification 
and characterization. C. maltaromaticum C2 produces bacteriocins between 5 and 
25ºC, with the optimum incubation temperature between 20 and 25ºC. Similarly, the 
production of these compounds was higher in APT (All-purpose Tween) broth. 
However, for the purification steps, BHI (Brain heart infusion) broth and CAA 
(Casamino acids) broth were used due to their low interference with the processes. 
Lactobacillus sakei and L. monocytogenes were inhibited by the partially purified 
bacteriocins produced C. maltaromaticum C2, and their antimicrobial peptides 
showed moderate thermal stability when tested at 100ºC by 30 minutes. Two 
techniques for extraction and purification of the antimicrobial peptides were used, the 
adsorption-desorption of bacteriocins to the producer cells, and the purification with 
XAD-16 resin, based on hydrophilic and hydrophobic interactions with the peptides, 
followed by a step of solid phase extraction. The latter resulted in an extract with high 
purity, as observed by the analysis with reverse-phase high performance liquid 
chromatography. With mass spectrometry techniques, carnobacteriocins BM1 and B1 
were detected, as well as the antimicrobial peptide CbnX. This is an innovative work 
because the purification of CbnX had never been reported, except its gene. In this 
respect, this C. maltaromaticum strain is unique until this moment, and may promote 
researches on gene expression, as well the optimization of biopreservation 
processes.   
 

 

 

 

 

 

 

Keywords: bacteriocins, Carnobacterium, carnobacteriocins, purification, Listeria sp. 



iii 
 

RESUMEN 
 
TULINI, F. L. Caracterización de bacteriocinas producidas por Carnobacterium 
maltaromaticum C2, aislado de pescado ahumado brasileño (Surubim, 
Pseudoplatystoma sp.). 2011. 103f. Disertación (Maestría). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2011. 
 
 El aumento de la demanda de alimentos sanos y mínimamente procesados
impulsa la búsqueda de nuevos agentes antimicrobianos. Las bacteriocinas son 
péptidos producidos a través de los ribosomas por algunas especies de bacterias, 
que pueden ser utilizados en la conservación y seguridad alimentaria, sin las 
posibles acciones tóxicas de los clásicos conservadores utilizados en la industria 
alimentaria. Carnobacterium maltaromaticum C2 fue aislado de pescado ahumado 
brasileño (Surubim, Pseudoplatystoma sp.), y muestra una gran habilidad para inhibir 
el crecimiento de Listeria monocytogenes, lo que demuestra su potencial de 
aplicación en la conservación de alimentos. En estudios anteriores, se ha 
demostrado que esta cepa bacteriana produce proteínas antimicrobianas. En este 
estudio, se evaluaron aspectos generales de la producción de bacteriocinas por C. 
maltaromaticum C2, así como su purificación y caracterización. C. maltaromaticum 
C2 produce bacteriocinas entre 5 y 25ºC, con óptimo entre 20 y 25ºC. Del mismo 
modo, la producción de estos compuestos fue mayor en caldo APT (All purpose 
Tween), sin embargo, para las etapas de purificación se utilizaron caldo infusión 
cerebro corazón y caldo CAA (Casamino acids) debido a que causan una menor 
interferencia en el proceso. Lactobacillus sakei y L. monocytogenes fueron inhibidos 
por las bacteriocinas parcialmente purificadas producidas por C. maltaromaticum C2, 
y sus péptidos antimicrobianos mostraron estabilidad térmica moderada cuando se 
exponen a 100ºC durante 30 minutos. Se han utilizado dos técnicas de extracción y 
purificación de bacteriocinas, la técnica de adsorción-desorción de bacteriocinas en 
las células productoras, basadas en la adsorción y desorción de péptidos en las 
células productoras, y la purificación con la resina XAD-16, sobre la base de las 
interacciones hidrofílicas y hidrofóbicas con péptidos, seguido por la extracción en 
fase sólida.  Este último proceso de purificación resultó en un extracto de alta 
pureza, según lo observado durante el análisis por cromatografía líquida de alta 
eficiencia en columna de fase inversa. Con la ayuda de las técnicas de 
espectrometría de masas, se detectó en los extractos la presencia de las  
carnobacteriocinas BM1 y B1, así como el péptido antimicrobiano CbnX. Este trabajo 
es pionero en la purificación de CbnX porque antes sólo había la descripción de su 
gene, pero no se había descrito la purificación de lo péptido. En este sentido, esta 
cepa es única hasta el momento y puede contribuir con los estudios de la expresión 
génica de bacteriocinas, así como la optimización de procesos  para la conservación 
de alimentos.  
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: bacteriocinas, Carnobacterium, purificación, carnobacteriocinas, 
Listeria sp. 
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 A humanidade explora há muito tempo o potencial das bactérias láticas na 

produção de alimentos em função da sua habilidade de conferir características 

sensoriais desejáveis a alimentos fermentados, além de inibir a multiplicação de 

microrganismos patogênicos e deteriorantes. Este grupo de bactérias é de 

importância econômica na indústria de alimentos e predomina na microbiota natural 

de muitos produtos como, por exemplo, leite, carnes, vegetais, e cereais (STILES; 

HOLZAPFEL, 1997). 

 A atividade inibitória de bactérias láticas ocorre em função do aumento da 

acidez, competição por substratos, além da produção de compostos antimicrobianos 

tais como peróxido de hidrogênio, diacetil e peptídeos antimicrobianos denominados 

bacteriocinas (PARENTE; RICCIARDI, 1999).  

 Existe grande interesse na utilização de bacteriocinas na conservação e 

garantia da inocuidade de alimentos, pois estes compostos não apresentam 

potencial tóxico como alguns conservadores clássicos, uma vez que são degradados 

por enzimas digestivas (SIT; VEDERAS, 2008). As bacteriocinas apresentam 

potencial para aplicação em alimentos minimamente processados, visando a atender 

a demanda por alimentos saudáveis, inócuos e prontos para o consumo 

(CLEVELAND et al., 2001). 

 Atualmente, os pescados minimamente processados são produtos bastante 

apreciados pelo valor nutricional, pelo sabor e pela maior vida de prateleira em 

relação ao produto fresco (SONODA et al., 2000). Entretanto, há relatos do 

envolvimento deste tipo de alimento na transmissão da bactéria patogênica Listeria 

monocytogenes (FARBER, 2000), estimulando estudos sobre bacteriocinas com 

atividade antilisteriana para aplicação em pescados, como parte de estratégias de 

bioconservação, que consiste em explorar a capacidade dos microrganismos 

inócuos, naturalmente presentes nos alimentos ou artificialmente adicionados, de 

inibir microrganismos que são indesejáveis, quer sejam deteriorantes, quer sejam 

prejudiciais à saúde (DE MARTINIS; ALVES; FRANCO et al., 2003).  

 A bactéria lática Carnobacterium piscicola C2 (atualmente renomeada C. 

maltaromaticum C2), produtora de bacteriocina, foi isolada por Alves et al. (2005) a 

partir de surubim defumado minimamente processado embalado a vácuo. Essa 

bactéria apresenta potencial de bioconservação de pescados, pela inibição de L. 

monocytogenes e, no presente trabalho, serão caracterizadas bacteriocinas 

produzidas por C. maltaromaticum C2. 
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1.1 Listeria monocytogenes 

 L. monocytogenes é uma bactéria amplamente distribuída na natureza e 

transmitida por alimentos crus ou prontos para consumo, podendo causar infecção 

assintomática ou sintomatologia branda em adultos saudáveis. Entretanto, esse 

microrganismo pode causar sérios problemas à saúde de pessoas imunodeprimidas, 

mulheres no período de gestação (e seus fetos) e crianças. A listeriose possui um 

longo período de incubação, sendo que as pessoas infectadas podem não 

apresentar sintomas, apresentar gastrenterite ou nos casos mais graves pode 

ocorrer meningite, septicemia e outras infecções no sistema nervoso central. Em 

grávidas, a listeriose pode causar aborto espontâneo, nascimento prematuro ou 

morte fetal (GANDHI; CHIKINDAS, 2007).  

 L. monocytogenes causa grande preocupação para as indústrias de 

alimentos, devido à sua capacidade de sobreviver em condições adversas como 

baixo pH, altas concentrações de cloreto de sódio e baixas temperaturas 

(NAGHMOUCHI et al., 2007). A capacidade de L. monocytogenes se multiplicar em 

temperatura de refrigeração mostra a necessidade do controle desse microrganismo 

pelo emprego da tecnologia dos obstáculos em que as bacteriocinas podem 

desempenhar um papel importante (AZUMA et al., 2007).  

 

1.2 Bactérias láticas (BAL) 

 As BAL são um grupo filogeneticamente diverso de bactérias Gram-positivas, 

catalase negativas, desprovidas de citocromos, ácido-tolerantes, não formadoras de 

esporos, anaeróbias e aerotolerantes. As BAL são estritamente fermentativas, 

possuindo em comum a capacidade de produzir ácido lático, e compreendem 

diferentes membros da ordem Lactobacillales. Podem ser dividas em bacilos 

(Lactobacillus e Carnobacterium) e cocos (todos os outros gêneros) (PFEILER; 

KLAENHAMMER, 2007; AXELSSON, 1993). 

 As linhagens pertencentes ao gênero Carnobacterium foram inicialmente 

isoladas de produtos cárneos e denominadas como “lactobacilos não-acidúricos”, 

mas diferentemente de lactobacilos, não eram capazes de crescer em ágar acetato 

(STILES; HOLZAPFEL, 1997). Espécies do gênero Carnobacterium são comumente 

isoladas de alimentos e de ambiente, principalmente de locais onde predominam 

baixas temperaturas como, por exemplo, lagos polares e geleiras. C. divergens e C. 
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maltaromaticum são as espécies mais frequentemente isoladas, ocorrendo 

geralmente em produtos lácteos, carnes, peixes e camarões (LEISNER et al., 2007). 

 A espécie Carnobacterium maltaromaticum surgiu da reclassificação das 

espécies Carnobacterium piscicola e Lactobacillus maltaromicus, com base em 

estudos de RAPD (randomic amplified polymorphic DNA) e espaçamento intergênico 

de regiões 16S-23S do rDNA (Mora et al., 2003). Atualmente, o gênero 

Carnobacterium é composto por 9 espécies: C. alterfunditum, C. divergens, C. 

funditum, C. gallinarum, C. inhibens, C. maltaromaticum, C. mobile, C. pleistocenium 

e C. viridans (LEISNER et al., 2007). 

 Os relatos de isolamento de linhagens do gênero Carnobacterium são 

escassos na América Latina, mas C. piscicola L103 já foi isolado no Chile a partir de 

carne embalada a vácuo (SCHÖBITZ et al., 2003) e C. piscicola C2 (atualmente C. 

maltaromaticum C2) foi isolado no Brasil, a partir de peixe surubim refrigerado 

minimamente processado (ALVES et al., 2005).  

 C. maltaromaticum pode ocorrer como patógeno oportunista, causando 

infecções crônicas em peixes com a saúde debilitada (MICHEL et al., 2007). 

Entretanto, C. maltaromaticum, C. divergens e C. inhibens têm sido relatados como 

microrganismos residentes do trato gastrintestinal de trutas e salmonídeos, 

exercendo função inibitória da multiplicação de algumas bactérias e fungos, 

prevenindo danos causados por esses patógenos (YU et al., 2008).  

 Vários estudos já foram realizados com bacteriocinas produzidas por espécies 

do gênero Carnobacterium, mostrando seu grande potencial para utilização como 

bioconservador em alimentos (KHOUITI; SIMON,1997; SCHÖBITZ et al., 2003; 

STOFFELS et al., 1992). Recentemente, o uso de Carnobacterium maltaromaticum 

UAL307 produtor de bacteriocinas foi aprovado nos EUA e Canadá para aplicação 

na conservação de produtos cárneos (MARTIN-VISSCHER et al., 2011). 

 No Brasil, Alves et al. (2005) avaliaram o potencial de C. maltaromaticum C2 

para inibição de L. monocytogenes em pescado, sendo detectada a produção de 

bacteriocina em caldo de salmão defumado e caldo de surubim defumado. No 

mesmo trabalho, também foi observada uma redução na multiplicação de L. 

monocytogenes em caldos de peixe. Entretanto, C. maltaromaticum C2 teve a 

multiplicação lenta a 10ºC em homogeneizado de surubim defumado.  

 Reis et al. (2011) verificaram que C. maltaromaticum C2, em conjunto com 

extratos de alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham.), quando adicionados em 
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homogeneizado de surubim (Pseudoplatystoma sp.) apresentou redução na 

população de L. monocytogenes nas amostras incubas a 5ºC por 35 dias. Esses 

dados demonstraram que a utilização de C. maltaromaticum C2 e seus peptídeos 

antimicrobianos em pescado pode ser uma boa alternativa para a garantia da 

inocuidade deste tipo de alimento.  

 

1.3 Bacteriocinas 

 As bacteriocinas são peptídeos antimicrobianos sintetizados via ribossomo, 

produzidas por bactérias como uma estratégia de defesa (OSCARIZ; PISABARRO, 

2001), e representam uma alternativa interessante aos conservadores tradicionais 

de alimentos por apresentarem boa segurança, sendo destruídas por enzimas 

proteolíticas no trato gastrintestinal (GUINANE et al., 2005; ABRIOUEL et al., 2003). 

 Possuem em geral pequeno espectro de ação, inibindo espécies relacionadas 

à linhagem produtora, a qual possui imunidade à bacteriocina produzida. Muitas 

bacteriocinas podem ser isoladas a partir de alimentos como carne e laticínios, visto 

que estes contêm naturalmente bactérias láticas. Esse fato sugere que a 

humanidade vem consumindo esses peptídeos há séculos, o que indica a segurança 

de seu uso como bioconservador em alimentos (CLEVELAND et al., 2001). 

  A nisina é uma bacteriocina produzida por algumas linhagens de Lactococcus 

lactis e tem seu uso em alimentos aprovado em mais de 40 países, sendo utilizada 

como conservador alimentar há mais de 50 anos (CLEVELAND et al., 2001). 

 Apesar de várias propostas para a classificação das diferentes bacteriocinas 

conhecidas, devido à heterogeneidade destes compostos, ainda não há um 

consenso sobre o assunto (COTTER; HILL; ROSS, 2005). Um esquema de 

classificação foi proposto por Cotter, Hill e Ross (2005) no qual as bacteriocinas 

foram divididas nas classes I, II e III. 

 Por esta classificação, na classe I (lantibióticos) ficaram compreendidas as 

bacteriocinas que passam por intensa modificação pós-traducional (DRIDER et al., 

2006), apresentando aminoácidos modificados como a lantionina, metil-lantionina, 

deidroalanina, deidrobutirina, entre outros, sendo que essas modificações 

contribuem não só para a estrutura e função da bacteriocina, mas também para a 

sua maior resistência à proteólise e oxidação (FIELD et al., 2010; ROSS; VEDERAS, 

2011). Essa classe pode ainda ser subdividida em grupo A, contendo peptídeos 

alongados e carregados positivamente e o grupo B, contendo peptídeos globulares 
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sem carga (NES; YOON; DIEP, 2007). Dentro do grupo A, existem os peptídeos que 

tem atividade isoladamente, e os compostos de dois peptídeos que têm atividade 

sinérgica (ROSS; VEDERAS, 2011). Os lantibióticos podem interferir na síntese da 

parede celular e formar poros, podendo ser auxiliados ou não por alvos celulares 

específicos, como por exemplo, o lipídio II da membrana de bactérias 

(CHATTERJEE et al., 2005). Entretanto, alguns lantibióticos globulares como a 

mesardicina atuam apenas inibindo a síntese de peptídeoglicanos (NES; YOON; 

DIEP, 2007). 

 Na classe II ficaram agrupadas as bacteriocinas que são termoestáveis, com 

massa molecular menor que 10kDa e nenhum aminoácido modificado, e que 

geralmente têm sua ação por meio do aumento da permeabilidade da membrana da 

célula alvo. Foram também propostas quatro subclasses: (i) a classe IIa, que agrupa 

os peptídeos que tem ação bactericida pela quebra de integridade da membrana 

citoplasmática; (ii) a classe IIb, que agrupa complexos formadores de poros, 

compostos por dois peptídeos; (iii) a classe IIc, que agrupa as bacteriocinas que têm 

suas extremidades N-terminal e C-terminal covalentemente ligadas, formando uma 

estrutura cíclica; (iv) a classe IId, que agrupa as bacteriocinas que não se encaixam 

nos outros subgrupos (COTTER; HILL; ROSS, 2005). 

 A classe III (bacteriolisinas) agrupa bacteriocinas termossensíveis, com 

massa molecular maior que 30kDa. Essas bacteriocinas possuem uma estrutura que 

contém vários domínios com funções de translocação, ligação a receptor e morte 

celular. O mecanismo de ação dessa classe de bacteriocinas se dá pela lise das 

células por meio da catálise da hidrólise da parede celular (COTTER, HILL e ROSS, 

2005). 

 A Figura 1 apresenta o modo de ação das três classes de bacteriocinas 

citadas anteriormente, como proposto por Cotter, Hill e Ross (2005). 
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Figura 1. Modo de ação de bacteriocinas das classes I, II e III (modificado de Cotter, Hill e Ross, 
2005). 

 

Muitas bacteriocinas de bactérias Gram-positivas são produzidas como pré-

peptídeos, os quais são separados de uma sequência líder para formar uma 

molécula biologicamente ativa (JACK; TAGG; RAY, 1995). A maioria dos pré-

peptídeos das bacteriocinas não-lantibióticas possuem dois resíduos de glicina na 

região de clivagem, e esta característica direciona a excreção destes peptídeos por 

meio de transportadores ligantes de ATP. A grande família de transportadores 

ligantes de ATP está presente em células Gram-positivas e Gram-negativas, 

direcionando a excreção de substâncias como, por exemplo, antibióticos, 

substâncias não-proteicas e peptídeos (CINTAS et al., 2001). Além de auxiliar no 
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transporte para o exterior da célula, a sequência líder mantém a bacteriocina no 

meio intracelular de forma biologicamente inativa, protegendo a célula produtora dos 

efeitos tóxicos desses peptídeos (SHPAKOV, 2009). 

Os genes responsáveis pela produção de bacteriocinas ativas geralmente 

estão localizados em clusters de operons, sendo que estes podem estar no 

cromossomo, plasmídeo ou em um transposon. As células produtoras também 

possuem os genes responsáveis pela síntese de proteínas que atuam na ativação e 

transporte das bacteriocinas, assim como na imunidade e na regulação da produção 

(CLEVELAND et al., 2001). Recentemente foi sequenciado o genoma de 

Carnobacterium sp. 17-4, isolado de água do mar congelada, fornecendo dados que 

podem auxiliar na elucidação dos mecanismos relacionados à produção de 

bacteriocinas por espécies desse gênero (VOGET et al., 2011).  

Segundo Sit e Vederas (2008), as bacteriocinas podem servir como base para 

o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, contribuindo para o 

tratamento de infecções causadas por microrganismos resistentes a antibióticos. 

Nesse contexto, Rihakova et al. (2010) avaliaram a atividade in vivo da bacteriocina 

divercina V41, produzida por expressão heteróloga em E. coli e suas formas 

variantes com trocas em alguns resíduos de aminoácidos, no controle da 

multiplicação de L. monocytogenes administrada por via endovenosa em 

camundongos. A forma não modificada da divercina V41 foi eficaz no controle da 

multiplicação do patógeno em 80% dos animais avaliados, entretanto as variantes 

estruturais dessa bacteriocina apresentaram uma atividade reduzida. A estabilidade 

e atividade in vivo desse peptídeo mostrou seu potencial para uso como coadjuvante 

de agentes antibióticos no tratamento de infecções por L. monocytogenes. 

A maioria das bacteriocinas é altamente catiônica em pH 7, sendo esta uma 

característica comum entre lantibióticos e não-lantibióticos. A carga líquida das 

bacteriocinas faz com que estas moléculas tenham alta atividade antibacteriana em 

pH ácido (<5), conforme as condições do habitat da bactéria produtora. Esta maior 

atividade pode ser explicada por diversos eventos que ocorrem em pH baixo: (i) 

ocorre menor agregação entre peptídeos hidrofílicos, com maior disponibilidade 

destes para ação na célula sensível; (ii) há menores quantidades de bacteriocinas 

aderidas à parede das células produtoras; (iii) as bacteriocinas hidrofílicas podem 

passar mais facilmente por regiões hidrofílicas da membrana de células sensíveis; 



 Introdução                                                                                                                 9 

(iv) a interação de não-lantibióticos com sítios alvo da membrana da célula sensível 

poder ser inibida em pH elevado (JACK; TAGG; RAY, 1995). 

 

1.4 Bacteriocinas produzidas por Carnobacterium maltaromaticum 

 Já foram descritas na literatura bacteriocinas produzidas por diferentes 

linhagens de C. maltaromaticum pertencentes às classes dos lantibióticos, classe IIa 

e das bacteriocinas cíclicas, de acordo com a classificação proposta por Cotter, Hill e 

Ross (2005). A carnocina U149, produzida por C. maltaromaticum U149, foi 

classificada como um lantibiótico (STOFFELS et al., 1992). Quadri et al. (1994) 

classificaram as carnobacteriocinas BM1 e B2, produzidas por C. maltaromaticum 

LV17B, como pertencentes à classe IIa. A piscicolina 126 (JACK et al., 1996) 

produzida por C. maltaromaticum JG126, isolado de presunto, e a piscicocina CS526 

(YAMAZAKI et al., 2005) produzida por C. maltaromaticum CS526, isolado de surimi, 

foram classificadas também como de classe IIa. Em 2008, Martin-Visscher et al. 

descreveram a carnociclina A, produzida por C. maltaromaticum UAL307 isolado de 

carne de porco, a primeira bacteriocina cíclica produzida por uma espécie de 

Carnobacterium. 

As bacteriocinas produzidas por diferentes linhagens de C. maltaromaticum, 

estão apresentadas na Tabela 1, e as sequências de aminoácidos de algumas 

dessas bacteriocinas estão representadas na Tabela 2. 

 

Tabela 1. Principais bacteriocinas de Carnobacterium maltaromaticum já descritas  

Bacteriocina Classe
(1)

 Massa (Da) Referência 

carnocina UI49 I (lantibiótico) 4635 Stoffels et al., 1992 

carnobacteriocina BM1 IIa 4524 Quadri et al., 1994 

carnobacteriocina B1
(2)

 IIa 4540 Quadri et al., 1994 

carnobacteriocina B2 IIa 4969 Quadri et al., 1994 

piscicolina 126 (Piscicocina V1a) IIa 4416 Jack et al., 1996 

piscicocina CS526 IIa 4430 Yamazaki et al., 2005 

carnociclina A IIc (cíclica) 5862 Martin-Visscher et al., 2008 

(1)
 Segundo classificação proposta por Cotter, Hill e Ross (2005) 

(2) 
Forma oxidada da carnobacteriocina BM1. 
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Tabela 2. Sequência de aminoácidos de algumas bacteriocinas produzidas por diferentes linhagens 
de Carnobacterium maltaromaticum, com destaque em negrito para as sequências consenso da 
classe IIa

(1)
  

Bacteriocina 
Sequência e posição

(2)
 

1 11 21 31 41 

carnobacteriocina BM1  AISYGNGVYCN KEKCWVNKAE NKQAITGIVI GGWASSLAGM GH 

carnobacteriocina B2  VNYGNGVSCS KTKCSVNWGQ AFQERYTAGI NSFVSGVASG AGSIGRRP 

piscicolina126  KYYGNGVSCN KNGCTVDWSK AIGIIGNNAA ANLTTGGAAG  WNKG 

piscicocina CS526  KYYGNGLSXN KKGXTVDWGT AIGIIGNNAA ANXATGGAAG XNK 

(1) 
Yamazaki et al., 2005 (modificado).  

(2)
 “X” indica resíduos não identificados*. 

  
 A produção de carnobacteriocina BM1 por diferentes linhagens de C. 

maltaromaticum já foi descrita em C. maltaromaticum LV17B, C. maltaromaticum 

CP5 e C. maltaromaticum UAL307 (QUADRI et al., 1997; HERBIN et al., 1997; 

MARTIN-VISSCHER et al., 2008). Essa bacteriocina pertence à classe IIa, com a 

sequência consenso YGNGV, e possui resíduos de cisteína nas posições 10 e 15, 

os quais formam pontes dissulfeto e como as outras bacteriocinas de classe IIa, 

apresenta grande estabilidade térmica. É produzida como um pré-peptídeo contendo 

uma sequência líder de 18 resíduos de aminoácidos onde ocorre a clivagem em dois 

resíduos de glicina das posições -2 e -1 para gerar o peptídeo ativo (Figura 2). A 

carnobacteriocina B1 possui a mesma sequência de aminoácidos da 

carnobacteriocina BM1, mas apresenta um resíduo de metionina oxidado e tem 

menor atividade antimicrobiana (QUADRI et al., 1997).  

 De acordo com Quadri et al. (1995), o gene que codifica a carnobacteriocina 

BM1 em C. maltaromaticum LV17B está localizado no cromossomo, sendo que essa 

linhagem possui um plasmídeo que codifica a carnobacteriocina B2. Esse plasmídeo 

foi analisado por Quadri et al. (1997), onde foram descritos os genes para outras três 

proteínas com provável ação antimicrobiana: cbnX, cbnY e cbnS. Embora essas 

proteínas não tenham sido isoladas por Quadri et al. (1997), foi atribuída a elas 

atividade antimicrobiana porque seus genes contém uma sequência codificadora de 

um peptídeo líder com dois resíduos de glicina na sua porção C-terminal, como 

ocorre nas bacteriocinas de classe IIa (Figura 2). 
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Figura 2. Alinhamento das sequências N-terminais das carnobacteriocinas B2 e BM1, assim como as 
sequências N-terminais previstas para os peptídeos codificados pelos genes cbnX, cbnY e cbnS, 
como apresentado por Quadri et al. (1997, com modificações). 
 

 Diante do potencial bioconservador de C. maltaromaticum C2 e da falta de 

dados sobre as estruturas das bacteriocinas produzidas por esta linhagem, no 

presente trabalho foi realizada a extração, purificação e caracterização de peptídeos 

antimicrobianos produzidos por esta bactéria. 
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6. Conclusões 
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 A melhor condição de cultivo de C. maltaromaticum C2 visando à purificação de 

bacteriocinas foi obtida em caldo CAA a 20°C; 

 

 A produção de bacteriocinas por C. maltaromaticum C2 ocorre partir de 4 horas 

de incubação, atingindo o máximo em 24h, quando cultivado em caldo BHI a 

20°C; 

 

 C. maltaromaticum C2 também produz bacteriocinas em caldo BHI quando 

cultivado a 5ºC, indicando o potencial dessa linhagem para a bioconservação de 

alimentos refrigerados, especialmente para inibição do patógeno L. 

monocytogenes; 

 

 Os bacteriocinas produzidas por C. maltaromaticum C2 parcialmente purificadas 

por extração com resina XAD-16 e extração em fase sólida apresentaram 

moderada estabilidade térmica, com retenção de 50% de atividade a 70°C por 

15 minutos; 

 

 A técnica de purificação com resina XAD-16 e extração em fase sólida, em 

comparação a técnica de adsorção-dessorção de bacteriocinas às células 

produtoras, permitiu maior rendimento na purificação de bacteriocinas 

produzidas por C. maltaromaticum C2; 

 

 C. maltaromaticum C2 produz no mínimo três peptídeos com atividade 

antimicrobiana: as carnobacteriocinas B1 e BM1 já descritas na literatura e a 

carnobacteriocina CbnX, caracterizada de forma pioneira neste trabalho. 
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